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RESUMO

A busca continua e incessante de pesquisadores por substancias efetivas contra doencgas, em
especial, as cronicas ndo transmissiveis, cresce exponencialmente devido a diversidade
biologica brasileira e a busca da melhora do bem-estar da populacdo. Porém, a partir da
identificacdo e caracterizagdo desses compostos, se faz necessario a realizagao de testes para
avaliar a eficdcia frente ao alvo terapéutico. As cisteina-proteases B e L, por exemplo,
representam alvos moleculares associados a patogénese de diversas doencas de relevancia
clinica, como o cancer e patologias neurodegenerativas. Os estudos in vivo e in vitro,
geralmente, sdo muito caros e executar a triagem de todas as substincias-prototipos que
podem atuar frente a estes alvos encarece a pesquisa. Com o objetivo de racionalizar os
estudos, as técnicas de Modelagem Molecular, mais especificamente, Ancoragem ou
Ancoramento Molecular podem ser utilizadas, sendo uma técnica prevista no planejamento
racional de farmacos. O objetivo do estudo visa prever a melhor conformagdo e tipo de
ligacdo para a molécula-alvo em estudos, e predicao de propriedades fisico-quimicas dos
compostos testes. As etapas da metodologia foram a selecdo dos alvos moleculares, preparo
das Catepsinas B e L, preparo dos ligantes, definicdo do sitio ativo, realizacdo do Molecular
Docking, predi¢ao das propriedades fisico-quimicas e analise dos resultados. Os resultados
apontam para a relevancia de halogénios e grupamentos oxigenados na estrutura para
favorecer a inibi¢do, além de interagcdes com aminoacidos especificos. A partir deste estudo,
foi possivel estabelecer um alinhamento entre os estudos in vitro e a avaliagdo in silico

conduzida, com um possivel insight para o mecanismo de agdo destes candidatos a prototipos.

Palavras-chave: catepsinas; inibidores de -cisteina-proteases; simulagdo de Ancoragem

Molecular.



ABSTRACT

The continuous and relentless search by researchers for substances that are effective against
diseases, especially chronic non-Communicable diseases, is growing exponentially due to
Brazil's biological diversity and the quest to improve the well-being of the population.
However, once these compounds have been identified and characterized, tests must be carried
out to assess their efficacy against the therapeutic target. Cysteine proteases B and L, for
example, represent molecular targets associated with the pathogenesis of several clinically
relevant diseases, such as cancer and neurodegenerative pathologies. In vivo and in vitro
studies are generally very expensive, and screening all prototype substances that may act on
these targets makes research costly. In order to streamline studies, Molecular Modeling
techniques, more specifically Molecular Docking, can be used, which is a technique provided
for in rational drug design. The objective of the study is to predict the best conformation and
type of binding for the target molecule in studies and to predict the physicochemical
properties of the test compounds. The steps of the methodology were the selection of
molecular targets, preparation of Cathepsins B and L, preparation of ligands, definition of the
active site, performance of Molecular Docking, prediction of physicochemical properties, and
analysis of results. The results point to the relevance of halogens and oxygenated groups in
the structure to favor inhibition, in addition to interactions with specific amino acids. Based
on this study, it was possible to establish an alignment between the in vitro studies and the in
silico evaluation conducted, with a possible insight into the mechanism of action of these

prototype candidates.

Keywords: cathepsins; cysteine proteases inhibitors; Molecular Docking simulation.
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1 INTRODUCAO

Os mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia das doencgas cronicas nio
transmissiveis sdo o foco de pesquisas para a busca e desenvolvimento de fArmacos, visando o
bem estar biopsicossocial do paciente. Neste contexto, destaca-se a participacdo das proteases
em diferentes fases da enfermidade, dentre as quais, um dos principais exemplos consistem
nas cisteina-proteases (Vidak ef al., 2019). Em situagdes fisiologicas normais, suas agdes
ajudam a manter a homeostase, porém em situagdes de disfuncdo, ocorre uma reacao
proteolitica exacerbada que resulta na morte celular de células saudaveis (Turk et al., 2012).
Nesses casos, ha uma relagao direta com a progressdo da doenga, pois a indugdo a morte por
apoptose, ferroptose ou piroptose, permite a locomocdo de células cancerigenas para outros
tecidos, e o desgaste de cartilagens que ocorre em doencas Osseas degenerativas, sendo as
principais envolvidas as Catepsinas B e L (Xie ef al., 2023).

Com o objetivo de produzir farmacos mais especificos, efetivos e seguros, junto a
acrescentar outras opgoes de tratamentos que atacam outras vias das doengas, de forma mais
sustentavel, sdo usadas as técnicas de planejamento racional de fArmacos, como a ancoragem
molecular, para investigacdo de moléculas potencialmente bioativas (Barreiro et al., 1997).
Dentro desse grupo encontram-se as moléculas bioativas naturais, obtidas pela extracdo de
substincias advindas de animais, fungos, plantas e outros microrganismos, que podem ser
usadas como protdtipos e base para sintese de outros compostos (Oliveira ef al., 2018).

Os inibidores das Catepsinas, outro nome para familia cisteina-proteases, sdo
estudados desde a década de 1980 por pesquisadores ao redor do mundo, porém os estudos
ndo prosseguiram devido aos efeitos colaterais (Rot ef al., 2024). Esta pesquisa tem como
prioridade a coletdnea das informacgdes e realizar o estudo de ancoragem molecular, para
selecionar compostos favoraveis energeticamente e observar as interacdes destes com as

biomoléculas.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a interagdo das substancias inibidoras com as Catepsinas B e L por meio

do ancoramento molecular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Compreendem objetivos especificos deste trabalho:
a) calcular a afinidade (em kcal/mol) entre as substancias (ligantes) e as
biomacromoléculas (Catepsinas);
b) identificar intera¢des intermoleculares;

c¢) calcular propriedades fisico-quimicas dos candidatos a prototipos.



3 JUSTIFICATIVA

A evolucao do conhecimento fisiopatologico de doencas com a elucidacao dos
mecanismos de a¢cdo moleculares, sdo meios de deteccao de possiveis alvos terapéuticos, logo,
podem ser usados para o planejamento racional de firmacos. Resultando na seletividade,
seguranga e especificidade, no qual ha diminui¢do dos efeitos colaterais, reagdes adversas a
medicamentos e menor desperdicio de recursos materiais na fase de sintese.

Visto que as Catepsinas B e L estdo envolvidas nas enfermidades mais prevalentes no
Brasil, como Doengas Cardiovasculares, ¢ de suma importancia o desenvolvimento e
planejamento racional de farmacos, sendo sustentado pelos estudos epidemiologicos. Abaixo

ha um grafico (Figura 1) sobre as doengas prevalentes em 2021 no Brasil.

Figura 1 - Principais causas de morte em 2021, Brasil (por 100.000 habitantes)
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Fonte: Adaptado da Organizagdo Mundial da Saude (2025).

No gréafico adaptado, com o destaque para as Doengas Cardiovasculares e
Neurodegenerativas no qual had comprovagdo do envolvimento das Catepsinas na
fisiopatologia, ambas doencas s3o responsaveis por aproximadamente 30% das principais

causas de morte, assim 30.000 pessoas morreram em decorréncia dessas patologias.

Portanto, com o uso da Ancoragem Molecular ¢ possivel realizar uma triagem virtual e
direcionar os melhores compostos-prototipos para serem os candidatos em testes in vitro ¢ in

Vivo.



4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 CATEPSINAS

Catepsinas sdo enzimas localizadas principalmente nos lisossomos e endossomos,
porém estudos recentes demonstraram a presenga em citoplasma, nicleo e meio extracelular,
essa ultima associada a processos patologicos (Vidak et al., 2019). Podem ser classificadas de
acordo com o aminoacido presente no sitio ativo, se ramificando em serino-proteases
(Catepsinas A e G), aspartil-proteases (Catepsinas D e E) e cisteina-proteases (Catepsinas B,
C,FH, K, L,O,S,V, Xe W) (Yadati et al., 2020).

Em situagdes fisioldgicas, podem atuar de forma intra e extracelular: dentro da célula
realizam fungdes como a degradacdo de citocinas e quimiocinas durante o processo
imunoldgico a fim de manter a homeostase celular; enquanto no meio extracelular agem na
remodelacdo da matriz extracelular por meio da proteodlise de coladgeno e outras substancias
(Biasizzo et al., 2022; Vidak et al., 2019). Para que suas acdes sejam executadas ¢ necessario
um pH mais acido, para maioria das Catepsinas, pois o pH mais alcalino inibe suas fungdes
(Turk et al., 2012). Quando ha uma desordem nessa enzima, suas acdes anormais resultam na
progressdo de patologias como canceres, quadros inflamatorios e doengas neuroldgicas (Rot

et al., 2024), tornando se um biomarcador, um alvo terapéutico de interesse.

4.1.1 Catepsina B e catepsina L

As cisteina-proteases B e L estdo associadas a patogénese de diversas doencas tais
como cancer, neurodegenerativas e cardiacas, sendo consideradas importantes alvos
terapéuticos moleculares. A Catepsinas sdo sintetizadas na forma de pré-enzimas inativas pelo
reticulo endoplasmatico, e suas ativagcdes ocorrem apos uma cascata de reagdes, e a forma
ativa ¢ armazenada no lisossomos para ser secretada ou agir internamente (Xie et al., 2023). O
pH é um fator determinante para suas ag¢des proteoliticas, a faixa de pH com atividade 6tima
pode 3.5 a 6.0, a Catepsina B expde seu sitio ativo devido a abertura do /oop oclusivo em
condi¢des ambientais acidas, porém perde sua acdo em pH neutro e alcalino (Stoka et al.,
2023).

Ambas sdo expressas de forma constitutiva, ou seja, a produgdo ¢ constante e
independente do estado metabolico do organismo. Porém, quando h4a uma falha na regulagao

ou funcionalidade, surgem patologias devido a exacerbacdo da sua atividade. H4 relatos de



envolvimento das Catepsinas B ¢ L em canceres, doengas cardiovasculares, articulares e

neurodegenerativas (Vidak et al., 2019; Rot ef al., 2024).

4.1.2 Patologias associadas

4.1.2.1 Cancer

r

Classificado pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer ¢ uma doenca
resultante de uma alteragdo genética causada por agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, no
qual ha uma proliferacao celular desordenada que gera mais alteragdes, resisténcia aos
mecanismos de apoptose € mudan¢a do microambiente extracelular. As Catepsinas ndo estdo
envolvidas no aparecimento do cancer e sim na sua progressdo, ou seja, quando estdo
disfuncionais, ha a quebra de colageno, fibroblastos, glicoproteinas e outras proteinas
presentes na matriz, permitindo a adesdo e invasao da célula cancerigena nos tecidos (Deng et
al., 2024; Rudzinska, 2019).

Como as Catepsinas L e B estdo expressas de forma constitutiva por todo o organismo,
sdo as mais estudadas e envolvidas no processo de progressdo, assim se faz pertinente o
conhecimento do mecanismo de agdo nessa patologia. A catepsina B alterada esta envolvida
no aumento da degradacdo da matriz extracelular e melhora a capacidade de resisténcia das
metaloproteases frente a degradagdo (Theocharis et al., 2014). O mecanismo da catepsina L
disfuncional no cancer ¢ em conjunto com a catepsina S, no qual ambas degradam a
E-cadherin resultando na menor adesdo das células umas as outras, permitindo a invasao
tecidual de células cancerigena (Almaki et al., 2023; Mendonsa; Gumbiner, 2018).

Em conjunto, ambas atuam promovendo a angiogénese no tecido endotelial afetado,
por estimular fatores pro-angiogénicos direta ou indiretamente, provendo o material
necessario para o crescimento das células cancerigenas e uma porta de entrada para a corrente
sanguinea (Lopes-Bastos; Jiang; Jun Cai, 2016; Rot ef al., 2024). Portanto, sdo marcadores

importantes para detectar o cancer e sua progressao.

4.1.2.2 Doengas cardiovasculares

As cisteina-proteases desempenham um papel fundamental no prognostico das
doencas cardiovasculares por estarem atreladas a degradacdo da matriz extracelular de

colageno e elastina, no qual sdo responsaveis pela dilatagao e contracdo dos vasos sanguineos,
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além de promoverem processos inflamatorios, migragdo celular e alteragdo do metabolismo
lipidico (Cai; Xu; Liu, 2024).

A rigidez arterial decorrente da queda de colageno e elastina devido a agdo proteolitica
das Catepsinas gera o aumento da pressdo arterial, esta degradacdo também estd associada
com a fragilidade arterial que resulta em aneurismas (Spinelli; Guimaraes, 2020; Abisi ef al.,
2007).

Junto a rigidez, como ha a perda da matriz extracelular, as placas de gordura nao tem
mais adesdo a parede, tornando-as instdveis com a possibilidade de se locomover pelo vaso
sanguineo e ir para vasos de calibre menor, consequentemente aumentando o risco de
embolias, obstrucao do fluxo sanguineo e aterosclerose em outra veias e artérias (Biasizzo et
al., 2022; Cai; Xu; Liu, 2024).

Em adigdo, sdo capazes de modificar estruturalmente a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) resultando em um acumulo de lipideos dentro de macrofagos que vao para o
vaso devido o processo inflamatorio exacerbado pelas Catepsinas, enquanto a modificagdo da
lipoproteina de alta densidade (HDL) diminui seu transporte no sangue, impedindo a agao
anti-aterogénica (Cai;Xu;Liu, 2024).

Reconhecida como fator de risco pela Sociedade Brasileira de Cardiologia, a
obesidade ¢ uma doenga cronica inflamatdria que possui envolvimento das Catepsinas L, S e
K, em estudos usando inibidor de catepsina L em ratos demonstrou a perda de peso

significativa (Lafarge; Clément; Guerre-Millo, 2011).

4.1.2.3 Doengas articulares

As Catepsinas possuem participacdo na progressao das doengas articulares,
principalmente osteoartrite e artrite reumatoide, determinado pela quantificacdo das
cisteinas-proteases B, L, K e S no liquido sinovial. Ocorre pela quebra de colageno e da
proteina central de proteoglicano especifico da cartilagem, leva ao desgaste das cartilagens
articulares e inflamacao local (Vidak et al., 2019).

A catepsina L ¢ mais presente nos estagios avancados da doencga, age destruindo os
componentes da cartilagem contribuindo para erosdo Ossea, junto a catepsina B tem o
mecanismo de antagonizar a renovacdo da cartilagem e regular as atividades das
metaloproteinases de matriz, bloqueando os inibidores teciduais das metaloproteinases de

matriz (Biasizzo et al., 2022).
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4.1.2.4 Doengas neurodegenerativas

Sdo distarbios relacionados ao sistema nervoso central (SNC), progressivos e de
carater cronico, que resultam em danos neuronais, acometem criangas, jovens, adultos e
idosos, sendo a ultima populagdo a mais afetada. Isto decorre pelo envelhecimento,
culminando em um declinio fisiolégico devido ao acumulo de danos no DNA, estresse
oxidativo celular e aumento de citocinas inflamatorias (Carvalho; Kostic; Rodrigues, 2023).

Desordens como Doenca de Alzheimer (DA) e Doenca de Parkinson (DP) possuem a
participagdo ativa das Catepsinas B, L e D no processo de neuro inflamagdo, sendo
quantificados em quantidades superiores no liquido cerebrospinal, plasma e placas amiloides
(Stoka; Turk; Turk, 2016; Biasizzo et al., 2022). Esse aumento pronunciado se deve a
produgdo e secre¢do pela microglia, fagocito mononuclear presente no tecido cerebral com
acao de protegdo por induzir a resposta inflamatoria contra agressores, porém com os acimulo
de danos ao DNA pode gerar uma resposta exacerbada e um comportamento bizarro do tipo
MI (pro inflamatério) (Colonna; Butovsky, 2017).

A catepsina B chega ao citosol devido a membrana danificada, o que ativa apoptose e
células inflamatorias como a interleucina IL-117, e inativa proteinas anti apoptdticas, o que
ocasiona a destruicdo de neurdnios (Hook et al., 2020). Ademais, os niveis de catepsina L
decresce com o passar do tempo, como demonstrado em estudos in vivo, o impacto do

decréscimo ainda nao foi elucidado na literatura (Nakanishi, 1994).

4.2 ALVOS TERAPEUTICOS

Os resultados de pesquisas clinicas demonstram o envolvimento das Catepsinas na
progressdo de doencas cronicas, além de possibilitar a investigacdo por inibidores das
cisteina-proteases. Sao descritos ensaios baseados na relacdo estrutura-atividade por
programas computacionais, no qual o foco € o sitio ativo de cada catepsina de acordo com a
prevaléncia na doenca; e estudos em modelos animais pela inibi¢do ou supressao do gene com
o resultado expresso em remissdo ¢ melhora do quadro clinico em questdo (Almaki et al.,
2023).

Entretanto, ¢ importante salientar que as Catepsinas sao essenciais em processos
fisiologicos, ou seja, ao escolher como alvo terapéutico € necessaria a cautela em um processo
de inibi¢do, de forma que o foco esteja na atividade desregulada da proteina, a fim de reduzir

efeitos colaterais.
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4.2.1 Farmacoterapia

Durante os anos foram descobertos inibidores endogenos, reguladores da atividade das
Catepsinas, e naturais, advindos de microrganismos. Em conjunto foram sintetizadas
substancias com potencial para farmaco, para catepsina B e L, em estudos pré-clinicos, e
planejamento racional de anticorpos monoclonais inibidores (Xie et al., 2023; Stoka; Turk;

Turk, 2016).

4.2.1.1 Inibidores endégenos

Sdo substancias produzidas pelo proprio organismo com o objetivo de cessar a
atividade enzimatica molecular ¢ s3o inibidores reversiveis, sendo as responsaveis por essa
regulagao as Cistatinas tipo 1, 2, 3 e do tipo 4 que sdo inibidoras das Catepsinas (Kos et al.,
2000). As correspondentes do tipo 1 sdo a Estefina A Estefina B (Figura 2), presentes em
células epiteliais e demais tecidos, respectivamente. A Cistatina C (Figura 2) ¢ a principal
representante do tipo 2 e estd presente em tecidos e fluidos biologicos, € os cininogénios
representantes do tipo 3 estdo localizados no plasma e secre¢oes (Turk et al., 2012).

Segundo Turk e colaboradores (2012), as cistatinas possuem trés regides necessarias
para que ocorra a inibicdo das Catepsinas, uma regido N-terminal e dois hairpin loops. A
interagdo ocorre pela subunidade amino terminal que decorre da mudanga conformacional da
catepsina, os loopings atuam como um ponto a mais de liga¢do, o segundo ¢ responsavel por
estabilizar a interagdo (Pavlova; Bjork, 2002). As interagdes intermoleculares sdo em sua
maioria hidrofobicas, por isso sdo reversiveis, apesar das cistatinas diferenciarem Catepsinas
enddgenas e exdgenas, possuem uma menor agdo contra as extracelulares devido ao loop

estrutural (Turk et al., 2012).

Figura 2 - Representagdes tridimensionais dos alvos estefina A, estefina B e cistatina C,
respectivamente

Fonte: Adaptado de Pavlova e Bjork (2002); Jenko Kokalj et al. (2007); Orlikowska et al. (2012).
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4.2.1.2 Inibidores naturais

Os inibidores naturais advém de animais, microrganismos e plantas e foram descritos
no trabalho de Xie e colaboradores (2023), classificados de acordo com o grupo
farmacoforico como aldeidos, aziridinas e epoxi succinil ligados a peptideos.

Os inibidores classificados como peptideos ligados a aldeidos sdo a leupeptina e
Tokaramide-A (Figura 3) sdo provenientes da actinobacteria Streptomyces strains e da esponja
marinha Theonella mirabilis, respectivamente (Vidal-Albalat; Gonzalez, 2016). Leupeptina é
um tripeptideo com o grupamento aldeido inibidor de proteases com o grupo tiol na sua
estrutura e o mecanismo inibitorio se da pelo ataque nucleofilico do grupo tiol das Catepsinas
a grupo aldeido no peptideo, entretanto nao ¢ seletivo ou irreversivel por sofrer ataque de
outras tiol proteases (Salminen, 1984; Vidal-Albalat; Gonzalez, 2016). Tokaramide-A também
¢ um peptideo inibidor das Catepsinas que inibe pelo mesmo mecanismo citado
anteriormente, porém um estudo feito por Fusetani et a/, frente a catepsina B demonstrou uma

ICsy de 29 ng/mL, um valor maior em relacao a leupeptina e o E-64.

Figura 3 - Representacdo esquematica do composto Tokaramide-A

Fonte: PubChem (Kim ef al., 2025).

O inibidor Mirazidina-A (Figura 4) ¢ um peptideo ligado a0 um grupo aziridina,
também extraido da esponja marinha Theonella mirabilis, devido ao nucleo azoridinico que
sofre um ataque nucleofilico pelo sitio ativo das Catepsinas, assim o heteroatomo de

Nitrogénio do anel ¢ protonado ou passa por acilagdo. Mantém 6tima atividade inibitoria em
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pH baixo, possui seletividade para cisteina-proteases embora seja clivado por serino

proteases sendo uma inibicao irreversivel por alquilar a enzima (Powers et al., 2002).

Figura 4 - Representacdo esquematica do composto Mirazidina-A

Fonte: Pubchem (Kim et al., 2025).

O composto natural E-64 (Figura 5), isolado do fungo Aspergillus japonicus, ¢ um
peptideo ligado grupamento epodxi-succinil, o nicleo farmacofoérico ¢ atacado pelo sitio ativo
das Catepsinas, dando origem a ligagao tioéter, alquila a protease que acarreta na abertura do
anel epoxi. Esse mecanismo permite ligagdes covalentes, por isso ¢ considerado um inibidor

irreversivel (Powers et al., 2002; Vidal-Albalat; Gonzalez, 2016).

Figura 5 - Representagdo esquematica do composto E-64

Fonte: PubChem (Kim ef al., 2025).
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4.2.1.3 Inibidores sintéticos

A partir das estruturas de inibidores naturais, vieram os sintéticos como forma de
adicionar outros pontos de interagdo, a fim de adquirir maior estabilidade e reduzir a energia
necessaria para ligacdo (Vidal-Albalat; Gonzalez, 2016).

A grande parte dos inibidores sintéticos advém da estrutura do peptideo epoxi-succinil
E-64, devido a ligacdo tioéster formada e a maior seletividade para catepsina B (Kos;
Mirtrovic; Mikorvic, 2014), sdo os compostos E-64d, CA074 e CAO074Me. A molécula E-64d
(Figura 6) ¢ um pro-farmaco, ou seja, no intestino o grupamento éster € hidrolisado formando
o E-64c com alta seletividade para as Catepsinas B e L (Powers et al., 2002). As moléculas
CAO074 e CA074Me (Figura 7 e 8) possuem a mesma estrutura porém diferem por um metil
¢éster, a primeira exibe 6tima atividade por conta do grupamento carboxil interagir com o loop
de oclusdo, entretanto em pH neutro tem a permeabilidade reduzida, o segundo composto ja
apresenta menor seletividade e maior capacidade de autofagia celular (Kos; Mitrovic;

Mirkovic, 2014).

Figura 6 - Representagcdo do composto E-64d

0
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Fonte: Pubchem (Kim et al., 2025).



16

Figura 7 - Representagdo do composto CA074

Fonte: PubChem (Kim et al., 2025).

Figura 8§ - Representagdo do composto CA074 Me

Fonte: PubChem (Kim et al., 2025).

Os derivados de aziridinas possuem facilidade de protonar devido ao atomo de
nitrogénio no anel, isso implica em uma atividade 6tima em pH baixos, a molécula
representante ¢ a aziridina-2,3-dicarboxilato (Figura 9) (Vidal-Albalat; Gonzalez, 2016). Por
conta da agdo dos grupamentos nitrogenados, as nitrilas foram alvos de estudo como
inibidores de cisteina-proteases reversiveis e irreversiveis. O mecanismo de ataque

nucleofilico é semelhante aos outros, diferindo na formag¢ao de isotioamida no sitio ativo do
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tipo covalente, sendo o principal representante o azapeptideo nitrila (Kos; Mitrovic;

Mirkovic, 2014).

Figura 9 - Representacdo do composto aziridina-2,3-dicarboxilato

Fonte: Pubchem (Kim et al., 2025).

4.2.1.4 Outros inibidores

Para além, foram desenvolvidos anticorpos monoclonais com o propésito de maior
seletividade do alvo terapéutico e minimizar a degradagdo que ocorre durante a
farmacocinética, o anticorpo mAb 2A2 desenvolvido a partir de uma sequéncia proxima ao
loop de oclusdao, considerada um epitopo, resultando na modulacdo da atividade de
degrada¢do da matriz extracelular ao alterar a estrutura conformacional e estabilizar a
atividade exogena e endogena (Mirkovi¢ et al., 2009).

A medicina tradicional perdura em diversos paises € os metabolitos secundarios de
plantas apresentam grande importancia terapéutica, sendo esses saberes resgatados na
medicina atual, diante disso substancias como flavonoides (Figura 10) e seus derivados como
as chalconas (Figura 11) sd3o testados como inibidores das Catepsinas
(Vidal-Albalat;Gonzalez, 2016). Segundo De Sousa e colaboradores (2020), os flavonoides
extraidos nao sao competidores ou parcialmente competidores, ou seja, se ligam a sitios
alostéricos da enzima e o possivel mecanismo inibitorio foi ilustrado pelo trabalho de
Ramalho e colaboradores (2015), resultados demonstraram a importancia dos grupamentos

hidroxilas ligadas ao anel B e C dos flavonoides .
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Figura 10 - representacao estrutural dos flavondides

Fonte: Simdes et al. (2017).

Figura 11 - Representagao estrutural das chalconas

Fonte: Simdes et al. (2017).

4.3 BIOINFORMATICA

A Bioinformatica compreende uma érea interdisciplinar como resultado da fusdo de
técnicas computacionais e saberes biologicos. Surgiu em meados da década de 1980 a partir
da Biologia Molecular e em estudos de genomas, gerando um banco de dados genético
numeroso que facilita a busca de sequéncias para pesquisas cientificas, sendo o principal
exemplo o GenBank (Araujo et al., 2008; Sayers et al., 2025). Suas aplicacdes descritas na
literatura sdo extensas, o que inclui o desenho de novos farmacos, saberes compilados de
genes, busca de proteinas envolvidas em processos patologicos e comparagio de resultados

encontrados experimentalmente (Aragjo et al., 2008).

4.3.1 Modelagem molecular

A Modelagem Molecular consiste no conjunto de técnicas com aplicacdo no

planejamento racional de compostos bioativos, cuja a premissa ¢ facilitar a determinagdo de
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moléculas ativas por meio de programas computacionais que calculam angulos de tor¢ao,
forca e energia de ligagdes, e a interagdo com os alvos terapéuticos (Sant’ Anna, 2009). Com
a evolugdo tecnologica e aprimoramento de técnicas, o termo CADD (Computer Aided Drug
Design ou Desenho de Farmacos assistido por Computador) se tornou forte nos meios
académicos e industriais. Iniciado no Brasil pelo grupo do Professor Dr. Eliezer Barreiro na
Universidade Federal do Rio de Janeiro em 1990, o CADD tem como objetivo a determinacao
da conformagao estrutural das substancias possivelmente bioativas por meio da identificacao
de grupos farmacoforicos (Barreiro et al., 1997; Rocha; Sant’Anna, 2024). Assim, exclui ou
atesta hipoteses de mecanismo de acdo a nivel eletronico e molecular, a fim de planejar

farmacos mais seletivos, potentes e seguros para a populacao.

4.3.1.1 Ancoramento molecular

Molecular Docking, Ancoragem ou Ancoramento Molecular, ¢ um método que
possibilita a predicdo da conformacdo de uma macromolécula ao ser associada a uma outra
molécula por meio de forgas intermoleculares e do calculo (Forli ef al., 2016). E amplamente
usada na pesquisa de novas substancias terapéuticas devido ao seu fundamento na modelagem
molecular, e pode ser classificada em ancoramento molecular rigido, flexivel ou semi flexivel,
com base na relacdo do ligante e do receptor (Meng et al.,2011).

No ancoramento rigido, ¢ considerado que tanto o ligante quanto o receptor sdo
inflexiveis, ou seja, durante a interagdo ndo ha mudanca de conformagdo de ambos. Com isso,
sao computados apenas trés angulos livres translacionais e trés de rotagdo, e este ndo ¢ um
modelo usado em pesquisas atualmente devido aos resultados imprecisos (Meng et al., 2011).
O ancoramento do tipo semi-flexivel considera, geralmente, o ligante como flexivel e o
receptor como rigido, e possui resultados melhores que o ancoramento rigido, o que o torna
eficiente, principalmente, na triagem virtual de um namero elevado de estruturas de uma
unica vez (Mohanty;Mohanty, 2023). Na ancoragem flexivel, ambos sdo considerados
flexiveis, o que resulta em alteragdes conformacionais em ambas as partes, mas que demanda
maior tempo de processamento (Meng et al., 2011).

Cada software atua de acordo com um tipo de ancoragem molecular, quanto mais
tecnologia envolvida e técnica, maior serd o custo do programa a ser utilizado. Por isso,
adequar a metodologia aos objetivos de cada estudo a ser realizado, ¢ a etapa inicial para

garantir resultados de forma eficiente e pratica.
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5 MATERIAIS E METODOS

As estruturas das cisteinas-proteases foram obtidas por meio do banco de dados RCSB
Protein Data Bank (Burley et al., 2025). O critério de escolha de estruturas com menos de
2,00 A de resolugdio, o que indica uma melhor qualidade do modelo tridimensional. Os
codigos correspondentes as proteinas selecionados foram 2XU1 (Catepsina L) (Hardegger et
al., 2011) e 8B4T (Catepsina B) (Rubesova; Guetschow; Mares, 2022), correspondendo aos
valores de resolucdo 1,45 A e 1,45 A, respectivamente. As estruturas das proteinas, em suas
formas tridimensionais, foram tratadas através do software AutoDock Tools, versao 1.5.6,
seguindo o protocolo estabelecido por Forli e colaboradores (2016). As principais
modificacdes feitas nos modelos foram: retirada de moléculas de solvente, adigdo de atomos
de hidrogénio, checagem por atomos ausentes e calculo das cargas parciais de Kollman.
Entdo, o arquivo de cada alvo molecular devidamente preparado foram salvos em formato
.pdbqt.

Para fins de comparagcdo com os compostos testes, cada ligante de referéncia, NT
((2S,4R)-1-[1-(4-chlorophenyl)cyclopropyl]carbonyl-4-(2-chlorophenyl)sulfonyl-N-[ I-(imino
methyl)cyclopropyl]pyrrolidine-2-carboxamide), complexado com a enzima Catepsina L, e
CB((2S)-2-[[(2S)-2-[(4-chloranylphenoxy)carbonylamino]-3-cyclohexyl-propanoyl]amino]-3-
phenyl-propanoic acid), complexado com a enzima Catepsina B, foram otimizados através do
software AutoDock Tools, e salvos no formato .pdbqt para realizacdo do docking.

O sitio ativo ou grid box foi definido também por meio do programa AutoDock Tools,
resultando em uma regido na qual se encontra o ligante de referéncia, sendo esta representada
por coordenadas que foram alteradas para uma melhor conformagao e leitura. Para a enzima
Catepsina L, foi estabelecido um grid box com coordenadas x = 30.386, y =-25.687 ¢ z =
-10.184, e para o modelo da enzima Catepsina B, um grid box com coordenadas x = 9.032, y
=3.933 ez=-17.250.

Os 9 compostos derivados de flavondides (EMF-12A, EMF-12B e EMF-12C) e
chalconas (EM1A. EMI1B, EM1C, EM2A, EM2B e EM2C), foram obtidos do estudo in vitro
realizado pelo Doutor Luan dos Santos Vianna e pelo Prof Dr. Wagner Judice (sob sigilo), e
desenhados com o auxilio do programa ChemSketch,versao 2023.1.2, por meio do qual as
ligagdes foram otimizadas, utilizando a fungdo 3D optimization, e as estruturas salvas em
coordenadas tridimensionais no formato de arquivo .mol. Posteriormente transformadas para

o formato de arquivo .pdbqt por meio do software Pymol, versao 3.1.3.1.


https://www.rcsb.org/structure/8B4T
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O Molecular Docking foi realizado sob a abordagem rigido-flexivel com solvente
implicito no programa AutoDock Vina, versdo 1.1.2 (Eberhardt ef al., 2021), Primeiro, foi
realizado o reancoramento entre cada alvo molecular e seu ligante referéncia para validagao
do teste, determinacdo das ligacdes obtidas experimentalmente e o valor de seed, garantindo a
reprodutibilidade do experimento (Mateev et al., 2022). O Ancoramento Molecular resultou
em um seed de 2077148828 para Catepsina L e para a Catepsina B de -148306860, esses
valores foram utilizados como parametros para realizacado do docking das Catepsina L ¢ B
com os compostos testes. Para melhor visualizagdo foram analisados os resultados em
formato 3D das interagdes previstas, por meio do software BIOVIA Discovery Studio
Visualizer, versao 25.1.0.24284 (Baroroh et al., 2023).

Além desses processos, foram previstas propriedades fisico-quimicas dos ligantes em
estudo para discussao de parametros farmacocinéticos e para o enriquecimento dos resultados.
Por meio da plataforma ADMETlab 3.0, foram analisados a massa molecular (g/mol), o
numero de aceptores e doadores de Hidrogénio, o coeficiente de parti¢ao (LogP), € o nimero

de violagdes as regras de Lipinski de cada composto em estudo (Fu et al., 2024).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CATEPSINA L

Nas condi¢des definidas anteriormente, foi prevista uma afinidade de -6,8 kcal/mol e
um maior nimero de interagdes semelhantes as observadas no modelo de origem para o
composto de referéncia (NT) frente ao modelo da enzima Catepsina L (de coédigo PDB
2XUTI). Abaixo estao os resultados obtidos (Tabela 1 e Figura 14) por meio da técnica, do
ligante de referéncia em primeiro lugar para fins de andlise comparativa e dos compostos-teste

frente ao modelo tridimensional da enzima;:

Tabela 1 - Valores de afinidade (kcal/mol), interacdes por ligacdo de Hidrogénio e

hidrofobicas previstas entre cada ligante frente ao modelo da enzima Catepsina

L
Interacoes
Afinidad
Composto tmcade por ligacio Interagdes hidrofobicas  Outras interacgoes
(kcal/mol)
de H
ASP162, TYR72, LEU69,
NT -6,8 GLY68 e ALA135, ALA214 e G$;6(7H(a}11(;c€2neio)
HIS163 MET161 (n-alquil) g
CYS25 (alquil); MET70 (n-Enxofre);
EM-1A 5,7 - ALA135 (n-Alquil)e ~ ALA214 e LEU69
MET?70 (Alquil) (m-0)
MET70 (n-Enxofre);
EM-1B -6,8 - ALAISS e MET7O ALA214 e LEU69
(Alquil)
(n-0)
CY525¢ METT0 LEUG9 e ALA214
(Alquil); ALA135 ¢ (1-6): ASP162 (Van
EM-1C -6,2 - MET70 (n-alquil); (’1 r Waals)
METI61 o s
(Amida-n-stacked)
CYS25 e MET70
ALA1 -alquil
EM-2A 5,8 MET161 LEUE; EZla qi‘g ) (m-Enxofre): LEUG9
a e ALA214 (n-6)
EM.IB 6.5 ] ALA135, ALA214 ¢ MET70 e CYS25

MET70 (n-alquil)

(n-Enxofre); LEU69


https://www.rcsb.org/structure/2XU1
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Afinidade Interacoes
Composto por ligacio Interacoes hidrofobicas  Outras interacgoes
(kcal/mol)
de H
e ALA135 (n-0)
LEU69 (Alquil); LEU69,
EM-2C -5,7 - ALA135 e MET70 LEU6Y e ALA214
: (n-0)
(m-alquil)
cvsse  (rdquiyoLygse  CLYOTCTRP2
EMF-12A -5,7 GLY63 MET161 (H-Czi;ef\s)\z;fj) (Van
(Amida-n-stacked)
CYS25, ALA135 e
EMF-12B -6,7 CYS25 i . GLY67 (H-C
’ LEU69 (n-alquil) (H-0)
LEU69, MET161,
EMF-12C -6,2 - ALA135¢ ALA214 -

(m-alquil);

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A seguir podem ser visualizadas as representagdes tridimensionais de cada ligante da

classe de chalconas e flavonoides frente a enzima Catepsina L (PBD 2XU1):

Figura 14 - Visualizagdo tridimensional das melhores poses e respectivas interacdes dos

ligantes frente ao modelo da enzima Catepsina L (PBD 2XU1)



https://www.rcsb.org/structure/2XU1
https://www.rcsb.org/structure/2XU1
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CYS25
CYS25 CYS25
EM-1A EM-1B EM-1C
CYS25
EM-2A -
EM-2B EM-2C

21 4 4 CYS25

METI161
SP162 ALA135

EMF12A EMFI12B EMF12C

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: Em verde estdo representadas interagdes por ligagdo de Hidrogénio; em rosa-claro, interagdes
hidrofébicas; em rosa-escuro, interacdes Amida-nm stacking; em laranja, interagdes atrativas; em verde-claro,
interacdes de Van Der Waals; em cinza, interagdes por ligagdo de Hidrogénio ndo classicas com Carbono; em
azul, interagdo por liga¢do de Halogénio; e em vermelho, interagdes desfavoraveis.

Foram previstas algumas propriedades fisico-quimicas dos compostos por meio da

plataforma ADMET]Iab 3.0 (Fu et al., 2024).



25

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas previstas para os compostos por meio da plataforma
ADMETIab 3.0:

Composto Massa Aceptores Doadores LogP Violacoes as Regras de
Molecular de H de H Lipinski
(g/mol)

NT 533,09 7 2 3,208 1
EM-1A 283,12 4 1 2,573 0
EM-1B 282,05 5 1 3,564 0
EM-1C 268,07 4 1 3,625 0
EM-2A 267,13 3 1 3,848 0
EM-2B 268,07 4 1 3,621 0
EM-2C 254,09 3 1 3,692 0

EMF-12A 285,09 2 0 4,309 0
EMF-12B 286,04 3 0 3,912 0
EMF-12C 272,06 2 0 4,010 0

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os resultados obtidos (Tabela 1 e Figura 14) para os compostos-teste, por meio da
técnica Molecular Docking, sob abordagem rigido-flexivel e solvente implicito, resultaram
em valores de afinidade variados em relacdo ao ligante de referéncia (NT). Dentre os
compostos-testes, destacaram-se os compostos EM-1C, EM-2B, EMF-12B e EMF-12C, que
demonstraram valores energéticos favoraveis em relagdo ao observado para o ligante de
referéncia, enquanto o composto EM-1B gerou o mesmo valor de afinidade (-6,8 kcal/mol).
Portanto, por meio da andlise dos resultados encontrados, foram atribuidas possiveis
explicacdes com base na estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas e interagdes
intermoleculares previstas:

Em relagdo aos resultados obtidos na triagem enzimatica in vitro, 0 composto-teste
EM-1A apresentou maior capacidade inibitoria frente a catepsina L, entretanto apresenta um
valor de afinidade de -5,7 kcal/mol, sendo um valor desfavoravel em relagdo aos demais
compostos.

Dentre os candidatos citados, apenas o EM-1B ndo apresentou interagdes similares as

do ligante de referéncia, embora seu valor de afinidade possa ser explicado pelo numero de



26

doadores de hidrogénio proximo ao do NT. A substancia EM-1A, com maior capacidade
inibitoria, possui o atomo de Cloro na posicdo para e um éter terminal, e faz apenas a
interagdo com o residuo ALA135 semelhante ao ligante de referéncia. O protdtipo EMF-12B
apresentou bons resultados in silico e in vitro, sendo um promissor candidato para futuros
testes.

Em relacao as propriedades fisico-quimicas (Tabela 2), € possivel observar ainda que o
ligante de referéncia (NT) possui uma massa molecular elevada em relagdo aos
compostos-teste e, portanto, uma violacdo as regras de Lipinski. Para os compostos-teste,
todos possuem perfil favoravel nesta avaliagdo.

Dessa forma € possivel supor que possuir elementos da familia 7A e grupamentos com
atomos de Oxigénio na estrutura sdo caracteristicas importantes para a inibi¢do enzimatica. E
importante ressaltar que o software AutoDock Vina apresenta um desvio-padrdo de + 3,0
kcal/mol, portanto todos os compostos-testes apresentados estdo estatisticamente dentro da
faixa de desvio-padrdo do ligante referéncia (-6,8 kcal/mol), e podem ser considerados

semelhantes em relacdo a fungdo score calculada.
6.2 CATEPSINA B

Nas condi¢des definidas anteriormente, foi prevista uma afinidade de -6,6 kcal/mol e
um maior nimero de interagdes semelhantes as observadas no modelo de origem para o
composto de referéncia carbamato (CB) frente ao modelo da enzima Catepsina B (codigo
PDB 8B4T). Abaixo estao os resultados obtidos (Tabela 3 e Figura 15) por meio da técnica,
do ligante de referéncia em primeiro lugar para fins de andlise comparativa e dos

compostos-teste frente ao modelo tridimensional da enzima:

Tabela 3 - Valores de afinidade (kcal/mol), interagdes por ligagdo de Hidrogénio e
hidrofébicas previstas entre cada ligante frente ao modelo da enzima Catepsina

B
Composto Afinidade Interagdes por Interacoes Outras interaces
P (kcal/mol)  ligacdo de H hidrofébicas ¢
CYS25
’ HIS110 e HIS11
CB -6,6 TRP221,HIS  VAL176 (z-alquil) ( c? Oetr tis :
110 e HIS111 argas atrativas

EM-1A 6,0 HIS110 e HIS199 (n-alquil)  CYS29 (n-Enxofre)
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Composto Afinidade Interacées por Interacoes Outras interaces
P (kcal/mol)  ligacido de H hidrofébicas ¢
TRP221
HIS110 e
- - TRP221 (®- LY24 (H-
EM-1B 6,4 TRP221 (-1t stacked) G (H-C)
GLY24 ¢ CYS26
EM-1C -6,1 - HIS110 (n-alquil) (H-C); HISI111
(m-Cation)
VAL176 (m-alquil);
TRP221 (-
EM-2A 6,2 i HIS111, VAL176 ey e(;)”
CYS119 (Alquil) P
CYS26
’ YSI11
EM-2B -6,9 HISI11 ¢ VAL(I 76;’ cﬂ)-s ? ]
TRP221 raauin;
HIS111, HIS110 ¢
EM-2C -6,2 - CYS119 (Alquil); GLY24 (H-C);
VALI176 (n-alquil);
TRP221
EMF-12A -6,2 © CYS119 (n-alquil) HIS111 (rn-Cétion)
HIS110
HIS110 e ) HIS111 (n-Cation);,
- - -alquil
EMF-12B 6,8 GLN23 CYS119 (w-alquil) GLY27 (H-C)
CYS29 ¢ CYS119
GLY27 ¢ GLY198
EMF-12C 25,0 HIS111 (m-alquil); TRP30 ¢ ©

CYS29 (Alquil)

(H-C)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A seguir podem ser visualizadas as representagdes tridimensionais de cada ligante da

classe de chalconas e flavondides frente a enzima Catepsina B (PBD 8B4T):

Figura 15 - Visualizagdo tridimensional das melhores poses e respectivas interacdes dos
ligantes frente ao modelo da enzima Catepsina B (PBD 8B4T)


https://www.rcsb.org/structure/8B4T
https://www.rcsb.org/structure/8B4T

28

IS110

/ = TRP221
CYS29

EM-1A

EM-1B

IS110

VALI176

EM-2C

EMFI12A

EMFI12B

A %Ysm

EMF12C

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: Em verde estdo representadas interagdes por ligagdo de Hidrogénio; em rosa-claro, interagdes
hidrofébicas; em rosa-escuro, interacdes Amida-m stacking; em laranja, interagdes atrativas; em verde-claro,
interacdes de Van Der Waals em cinza, interagdes por ligacdo de Hidrogénio ndo classicas com Carbono; em
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azul, interagdo por liga¢do de Halogénio; e em vermelho, interagdes desfavoraveis.

Foram previstas algumas propriedades fisico-quimicas dos compostos por meio da
plataforma ADMETlIab 3.0 (Fu et al., 2024).

Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas previstas para os compostos por meio da plataforma
ADMETlab 3.0

Composto  Massa  Aceptores Doadores LogP Violagdes as Regras de
Molecular de H de H Lipinski
(g/mol)

CB 472,18 7 3 3,889 0
EM-1A 283,12 4 1 2,573 0
EM-1B 282,05 5 1 3,564 0
EM-1C 268,07 4 1 3,625 0
EM-2A 267,13 3 1 3,848 0
EM-2B 268,07 4 1 3,621 0
EM-2C 254,09 3 1 3,692 0

EMF-12A 285,09 2 0 4,309 0
EMF-12B 286,04 3 0 3,912 0
EMF-12C 272,06 2 0 4,010 0

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os resultados obtidos para os compostos-teste (Tabela 3 e Figura 15) compreendem
valores de afinidade variados em relagdo ao ligante de referéncia (CB). Dentre os
compostos-testes, apenas o EMF-12C apresentou o valor mais distante, e os candidatos
EM-2B ¢ EMF-12B apresentaram valores de energia inferiores, ¢ melhores que o composto
de referéncia. Portanto, por meio da analise dos resultados encontrados, também foram
atribuidas possiveis explicagdes com base na estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas
e interacdes intermoleculares previstas.

Em relagdo aos resultados obtidos na triagem enzimatica in vitro, 0 composto-teste
EMF-12B apresentou maior potencial inibitorio frente a catepsina B, consequentemente o
menor valor de ICs,, alinhando com o teste in silico, que gerou um valor energético de -6,8

kcal/mol, melhor que o observado para o ligante de referéncia.
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O EM-2B apresentou o melhor valor de afinidade -6,9 kcal/mol, o que pode ser
explicado pelas interagdes por ligacao de Hidrogénio realizadas com os residuos HIS111 e
TRP221, semelhante ao ligante CB. No estudo realizado in vitro, este composto apresentou o
segundo maior potencial inibitdrio, o que também ¢ evidenciado por meio das interagdes
intermoleculares observadas.

Ambos os compostos, EM-2B ¢ EMF-12B, sdao semelhantes estruturalmente, pois
possuem o mesmo grupo 1,3 dioxolano. Do ponto de vista fisico-quimico (Tabela 4), o
composto EM-2B possui um grupamento doador e aceptor de hidrogénio a mais que o
composto EMF-12B, o que pode justificar sua maior estabilidade nos testes realizados.

Portanto, os compostos-testes EM-2B e EMF-12B destacaram-se na inibicdo da
catepsina B, estabelecendo um alinhamento dos estudos in silico e in vitro. Assim como
discutido anteriormente para os testes realizados com a Catepsina L, todos os
compostos-testes estdo estatisticamente dentro da faixa de desvio-padrdo do ligante referéncia

(-6,6 kcal/mol), e podem ser considerados semelhantes em relacao a fungdo score calculada.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho, conduzido por meio da técnica de Molecular Docking, respalda o
estudo in vitro de protdtipos promissores para inibicdo das Catepsinas B e L, devido a
visualizacdo de interagdes intermoleculares relevantes junto as propriedades fisico-quimicas
analisadas. Como compostos mais promissores, destacaram-se os candidatos EM-1B e
EMF-12B frente a Catepsina L, e os candidatos EM-2B ¢ EMF-12B frente a Catepsina B. Na
avaliagdo da funcdo score e interagdes intermoleculares, estes candidatos a prototipos
apresentaram os melhores perfis de inibicdo por meio da técnica in silico. Assim, o
alinhamento dos resultados permite a discussdo acerca de um possivel mecanismo de agdo ¢ a

selegdo dos melhores compostos para uma proxima bateria de testes e estudos.
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