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RESUMO

O célculo dental resulta da calcificacdo da placa bacteriana e, em sua forma mais
agressiva, esta associado a bactérias do complexo vermelho, como P. gingivalis, T.
denticola e T. forsythia. Entretanto, as opcdes terapéuticas ainda sdo limitadas,
especialmente no que se refere ao uso de compostos bioativos como alternativas
terapéuticas. Nesse sentido, este trabalho possui como objetivo investigar as principais
proteinas de viruléncia das bactérias do complexo vermelho, utilizando-as para identificar
potenciais inibidores naturais capazes de interferir nos mecanismos de patogenicidade
associados a doenca periodontal, através de abordagens in silico. Para isso, realizamos
uma revisao de literatura inicialmente para encontrar as principais proteinas virulentas, e
em seguida, foi adotada uma estratégia computacional de docking multitarget contra os
alvos estruturais, utilizando a biblioteca de ligantes de produtos naturais (COCONUT).
As proteinas virulentas encontradas na literatura foram a Kgp para a bactéria P. gingivalis,
a Cistalisina para a T. denticola e Carilisina de T. forsythia. Para o docking foram
utilizados 57.476 compostos, com remoc¢do de 844 duplicatas e 32.607 similares por
fingerprints Morgan (Tanimoto <0,7; leader clustering), chegando a 23.771 ligantes, ap6s
a conversdo em (.pdbqt). Os resultados do docking mostraram que a 5,0 A, a ocupacéo do
sitio foi alta em Cistalisina (84,17%) e Carilisina (97,98%), mas muito baixa em Kgp
(8,43%), o que pode refletir diferencas geométricas e fisico-quimicas na cavidade
amostrada. Na selecdo multitarget foram encontrados 296 compostos que atenderam ao
consenso estrito (3/3 no sitio) e foram ranqueados por energia média (E_mean); o Top 80
estrito ficou em ~—10,65 a —9,34 kcal/mol. A triagem por docking molecular com
compostos do banco de dados COCONUT identificou a substancia N-benzyl-3-[(3S)-2,5-
dioxo-3,4-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-3-yl]-N-methylpropanamide como o candidato
multitarget mais promissor, atendendo simultaneamente aos critérios de ocupacao do sitio

catalitico, consisténcia estrutural e energia de ligagdo (< —7,0 kcal/mol) nos trés alvos.

Palavras-chave: Protein Data Bank; Docking molecular; Doenga Periodontal;

Compostos bioativos; A¢do Multi-alvo.



ABSTRACT
Dental calculus results from the calcification of dental plaque and, in its most aggressive
form, is associated with red complex bacteria such as P. gingivalis, T. denticola, and T.
forsythia. However, therapeutic options remain limited, particularly with regard to the use
of bioactive compounds as alternative treatments. In this context, the present study aims
to investigate the main virulence proteins of red complex bacteria and to use them to
identify potential natural inhibitors capable of interfering with pathogenicity mechanisms
associated with periodontal disease through in silico approaches.To this end, we initially
conducted a literature review to identify the major virulence proteins, followed by the
adoption of a multitarget computational docking strategy against structural targets using
a natural products ligand library (COCONUT). The virulence proteins identified in the
literature were Kgp for P. gingivalis, cystalisin for T. denticola, and Karilysin for T.
forsythia. For docking, 57,476 compounds were used, with the removal of 844 duplicates
and 32,607 similar compounds based on Morgan fingerprints (Tanimoto < 0.7; leader
clustering), resulting in 23,771 ligands after conversion to (.pdbqt). Docking results at a
5.0 A cutoff showed high site occupancy for cystalisin (84.17%) and karilysin (97.98%),
but very low occupancy for Kgp (8.43%), which may reflect geometric and
physicochemical differences in the sampled cavities. In the multitarget selection, 296
compounds met the strict consensus criteria (3/3 site occupancy) and were ranked by
mean binding energy (E_mean); the strict Top 80 ranged from approximately —10.65 to
—9.34 kcal/mol. Molecular docking screening using compounds from the COCONUT
database identified N-benzyl-3-[(3S)-2,5-diox0-3,4-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-3-
yl]-N-methylpropanamide as the most promising multitarget candidate, simultaneously
meeting the criteria for catalytic site occupancy, structural consistency, and binding

energy (< —7.0 kcal/mol) across all three targets.

Keywords: Protein Data Bank; Molecular docking; Periodontal disease; Bioactive

compounds; Multitarget action.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Arcada dentaria humana com (a) periodonto saudavel e (b) evidenciando uma
periodontite instalada, com perda de insercdo, presenca de bolsas periodontais, retracdo
gengival e sangramento gengiVal. .........cccviieiieii i 19

Figura 2. P. gingivalis com suas fimbrias (F) numerosas e VME (V) livres e conectadas
ST U] 1= T 1= SRS 27

Figura 3. Treponema denticola ex Brumpt 1925 (Spirochaetaceae) com seus flagelos
PEFISPIASIMALICOS ......eevieeieiticiie ettt e ta et e e e e sreesreenneeneesneeneeas 28

Figura 4. Tannerella forsythia ATCC 43037 com a camada S-glicosilada (S), membrana
externa (OM), membrana citoplasmatica (CM) e vesiculas de membrana externa (VME),
originando-se (triANgul0 DIaNCO). ......c.oiviiiiie e 33

Figura 5. Visao simplificada das principais rotas de biossintese dos trés grupos de
metabolitos secundérios e suas conexdes com o metabolismo primério do carbono (C).

........................................................................................................................................ 37
Figura 6. Compostos que apresentam propriedades bioativas aplicadas no tratamento da
0T 10T (o] o1 (=SSOSR 39

Figura 7. Metabdlitos que apresentam propriedades bioativas aplicadas no tratamento da
0T 10T (o] o1 (=SSOSR SSUSSN 45

Figura 8. Distribuicbes globais das afinidades previstas (AutoDock Vina) por alvo.
Resumo estatistico das energias do melhor modo de docking (best_energy, kcal/mol) para
0s trés receptores: Gingipaina K, Cistalisina e Carilisina; n = 23.771 ligantes por alvo). A
linha horizontal representa o intervalo do minimo até o primeiro quartil (Q1); a caixa
representa o intervalo interquartil (IQR = Q1-Q3); e o traco interno indica a mediana.
Valores mais negativos correspondem a escores de docking mais favoraveis segundo a
fuNGE0 de PONTUAGAD 0O VINA. ....iiviiiieiiiiiiieie et 63

Figura 9. Ocupacéo do sitio catalitico pelas melhores poses de docking (cutoff = 5,0 A).
Gréfico de barras mostrando, para cada alvo (1C70, 4IN9 e 619A), a porcentagem de
ligantes cuja melhor pose (best_energy) foi classificada como dentro do sitio (in_site =
True) ou fora do sitio (in_site = False), com base na menor distancia (min_distance) entre
atomos do ligante e residuos de referéncia do sitio (min_distance < 5,0 A). n = 23.771
[IQANTES POI AIVO. ..ot 64

Figura 10. Complexo do ligante lider no sitio catalitico da Kgp de P. gingivalis. A direita,
a proteina é mostrada em superficie semitransparente (cinza) e cartoon (cinza), com o
ligante em sticks (verde) posicionado na cavidade catalitica; o circulo vermelho destaca
a regifo do sitio e sua localizag&o no contexto global da estrutura. A esquerda, um zoom
do sitio evidencia os principais residuos de contato com o ligante (ASP3®8 TYRS3®,
TRP¥! TRP%:3 ASN® e TYR®'?), ilustrando o padrdo de ancoragem do composto na
cavidade ativa. Ligacdes de hidrogénio sdo indicadas por linhas rosa, enquanto contatos
hidrofobicos sdo representados por linhas tracejadas cinza. As elipses e linhas vermelhas
indicam a area ampliada e a correspondéncia entre a visao global e o detalhe do sitio. 72

Figura 11. Complexo do ligante lider no sitio catalitico da Carilisina de T. forsyhtia
(4IN9). A direita, a proteina é mostrada em superficie semitransparente e cartoon (cinza),
com o ligante em sticks (verde) acomodado na cavidade catalitica; o circulo vermelho
delimita a regi&o do sitio e sua localizag&o no contexto estrutural global. A esquerda, o
zoom do sitio evidencia os principais residuos envolvidos na estabilizacdo da pose



(TYR% VALY ¢ PRO™). Ligagbes de hidrogénio sdo indicadas por linhas rosa,
enguanto contatos hidrofébicos séo representados por linhas tracejadas cinza. As elipses
e linhas vermelhas indicam a &rea ampliada e a correspondéncia entre a visao global e o
AEtAINE 0O STTIO. vttt 73

Figura 12. Complexo do ligante lider no sitio catalitico da Cistalisina de T. denticola
(1C70). A direita, a proteina é apresentada em superficie semitransparente e cartoon
(cinza), com o ligante em sticks (verde) posicionado na cavidade catalitica; o circulo
vermelho destaca a regifo do sitio e sua localizagdo no contexto estrutural global. A
esquerda, o zoom do sitio evidencia os principais residuos que estabilizam a pose e
delimitam o bolso de ligacio (VAL®, LEUY, TYR®, TYR!%, TYR!* VAL®%, VAL®,
ILE?%®, MET?"! e PHE?"™). Ligagdes de hidrogénio sio indicadas por linhas rosa, enquanto
contatos hidrofdbicos sdo representados por linhas tracejadas cinza. As elipses e linhas
vermelhas indicam a area ampliada e a correspondéncia entre a visdo global e o detalhe
(0 [0 o TSRS TP 74

Figura 13. Perfis de Radar de biodisponibilidade (SwissADME) dos 10 hits finais (Top
10 multitarget), mostrando a adequacdo simultanea as faixas consideradas favoraveis para
biodisponibilidade oral. Em cada radar, os seis eixos representam LIPO (lipofilicidade),
SIZE (tamanho), POLAR (polaridade), INSOLU (insolubilidade), INSATU (insaturacéo)
e FLEX (flexibilidade). A area rosa indica a zona de propriedades desejavel; o poligono
vermelho corresponde as propriedades previstas para cada composto. Painéis: a)
mol_18 267; b) mol_12 803; ¢) mol_16 59; d) mol 22 155; e) mol_1 481; f)
mol_5_367; g) mol_0_343; h) mol_0_899; i) mol_5_159; j) mol_14 957................... 76

Figura 14. Diagramas BOILED-Egg dos 10 hits finais (Top 10 multitarget). Os gréaficos
apresentam a relacdo entre WLOGP (eixo y) e TPSA (eixo x) para cada composto (painéis
a—j:a=mol_18 267,b=mol_12 803,c=mol_16 59,d =mol_22 155,e =mol_1 481,
f=mol 5 367, g =mol_0 343, h =mol_0 899, i = mol_5 159, j = mol_14 957). A
regido amarela (BBB) indica a faixa de propriedades associada a permeabilidade pela
barreira hematoencefalica, enquanto a regido branca (HIA) indica a faixa associada a alta
absorcéo intestinal humana. Os marcadores indicam o status previsto de substrato da P-
glicoproteina: PGP+ (azul) e PGP— (vermelho). ........cccoviiiiiiiiie e, 78

Figura 15. Visualizacdo do complexo 619A-mol_22 155 na gingipaina K (P. gingivalis).
A direita, a proteina é apresentada em superficie semitransparente e cartoon (cinza), com
o ligante em sticks (verde) acomodado na cavidade; o circulo vermelho destaca a regido
do sitio e sua posicdo no contexto estrutural global. A esquerda, 0 zoom evidencia 0s
residuos do microambiente de ligacdo (ALA3®", ASP388 LYS*2 ALA*3 TYR*® ASP*2
e PRO*®) e as principais interacdes intermoleculares observadas. Ligaces de hidrogénio
sdo mostradas como linhas rosa, enquanto contatos hidrofobicos s&o indicados por linhas
tracejadas cinza. As elipses e linhas vermelhas indicam a éarea ampliada e a
correspondéncia entre a visdo global e o detalhe do Sitio.........ccccccevievveiiiiecice e, 80

Figura 16. Visualizacdo do ligante mol_22 155 no sitio catalitico do alvo 4IN9
(Carilisina de T. forsythia). A esquerda, a proteina é mostrada em superficie
semitransparente e cartoon (cinza), com o ligante em sticks (verde) acomodado na
cavidade; o circulo vermelho delimita a regido do sitio e sua localizagdo no contexto
estrutural global. A direita, 0 zoom destaca os principais residuos do microambiente
imediato do bolso de ligagdo (TYR®, TYR'?, ALA!? e VALY™?) e as interagbes
intermoleculares observadas. LigacBes de hidrogénio sdo indicadas por linhas rosa,
contatos hidrofobicos por linhas tracejadas cinza e interagcdes m-stacking por linhas



tracejadas laranja. As elipses e linhas vermelhas indicam a &area ampliada e a
correspondéncia entre a visdo global e o detalhe do Sitio..........ccccccevveeviiiciiciicece, 81

Figura 17. Visualizacdo do ligante mol_22_ 155 no sitio de ligacdo do alvo 1C70
(Cistalisina de T. denticola). A direita, a proteina é mostrada em superficie
semitransparente e cartoon (cinza), com o ligante em sticks (verde) posicionado na
cavidade; o circulo vermelho destaca a regido do sitio e sua localizacdo no contexto
estrutural global. A esquerda, o zoom do sitio evidencia os principais residuos que
delimitam e estabilizam a pose (VAL®, VAL®, TYR®, ALA%A ALA%E, PHE?",
MET?"t e ASP%%). LigacGes de hidrogénio sdo indicadas por linhas rosa; contatos
hidrofobicos por linhas tracejadas cinza; e interacdes z-stacking por linhas tracejadas
laranja. As elipses e linhas vermelhas indicam a area ampliada e a correspondéncia entre
a visdo global e 0 detalhe dO Siti0........cccveviiiiiiiciec e 82



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Fatores de viruléncia da Porphyromonas gingivalis Shah e Collins 1988
(Porphyromonadaceae) e seus mecanismos A€ AGA0. ........cecvevereerreereeseeseerieseeseeneens 25

Tabela 2. Fatores de viruléncia da Treponema denticola ex Brumpt 1925
(Spirochaetaceae) e seus mecanisSMOS e ACAOD. ........ccvvevvereerieeriereereesie e e e e eee e eneeas 30

Tabela 3. Fatores de viruléncia da Tannerella forsythia Sakamoto 2002 (Tannerellaceae)
€ SEUS MECANISMOS U8 AGAO. ......eiveereerieiteetieeesteeste e e steeste e e e s e e teeeesreesreeeesreesteeneesneenns 34

Tabela 4. Compostos com propriedades bioativas que podem ser utilizados como
adjuvantes no tratamento Periodontal.............cccvecveieiieiieic e 42

Tabela 5. Coordenadas finais do centro da grid box e os tamanhos em cada dimenséo (A)
para as proteinas virulentas das bactérias do complexo vermelho. ............ccccoceevveiienens 53

Tabela 6. Residuos de referéncia representando o nucleo catalitico para o docking
00T0] [=ToT U] - T RSP P PR 55

Tabela 7. Ocupacdo do sitio catalitico pelas melhores poses de docking por alvo (cutoff
= 5,0 A). NGmero absoluto e porcentagem de ligantes classificados como in_site ou
out_site em cada receptor, considerando a melhor pose por ligante (menor best_energy)
e o critério geométrico min_distance < 5,0 A. n = 23.771 ligantes por alvo. ................ 65

Tabela 8. Top 10 ligantes por alvo (ranking individual) e afinidade prevista pelo
AutoDock Vina (best_energy, KCal/Mol). ..o 66

Tabela 9. Top 10 candidatos multitarget (3/3 in_site) com melhor consenso energético
entre Gingipaina K, Cistalisina e CariliSina. ...........cccocevviieiiienieie e 68

Tabela 10. Identificacdo quimica dos Top 10 hits multitarget (3/3). Ligand_id do pipeline
e anotacdo correspondente no COCONUT (InChiKey, nome, identificador CNP e
SIMIILES). ettt ettt n ettt e nrenaenrenreene e 69

Tabela 12. Propriedades fisico-quimicas e perfil farmacocinético preditos (in silico) dos
compostos selecionados, incluindo lipofilicidade (XLOGP3), peso molecular (MW),
polaridade superficial total (TPSA), solubilidade aquosa estimada (ESOL), fracdo de
carbonos sp? (Csp?) e flexibilidade molecular (numero de ligagdes rotaveis), avaliados
com base em critérios de drug-likeness e potencial de biodisponibilidade oral............. 77

Tabela 11. Top 80 candidatos multitarget (3/3 in_site) com melhor consenso energético
entre Gingipaina K, Cistalisina e CariliSina. ...........cccoccevviiieiciicci e 101



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADT — AutoDockTools

AKT — Proteina quinase B

BspA — Bacteroides surface protein A

CAPE — Ester fenetilico do &4cido cafeico

cLogP — LogP de Crippen

COX-2 — Ciclooxigenase-2

COCONUT - COlleCtion of Open Natural prodUcTs

CR3 — Receptor do complemento 3

ECFP — Extended-Connectivity Fingerprint

EGCG - Epigalocatequina-3-galato

ETKDGv3 — Experimental-Torsion Knowledge Distance Geometry — version 3
ERK - Extracellular signal-Regulated Kinase

ETKDG — Experimental-Torsion Knowledge Distance Geometry
FhbB — H-binding protein B

FimA — Fimbrias principais

HagA — Hemaglutinina A

HagB — Hemglutinina B

H.S — Gés sulfidrico

InChlKey — Chave do Identificador Quimico Internacional

iINOS — Oxido nitrico sintase induzivel

Kgp — Gingipaina K

KLIKK — Sequéncia terminal de aminoacidos —Lys-Leu-lle-Lys-Lys
JAK/STAT —Janus Kinase / Signal Transducer and Activator of Transcription
LPS — Lipopolissacarideo

LrrA — Proteina rica em repeti¢Ges de leucina

LOS - Lipooligossacarideo

MAPK — Quinase ativada por mitdgenos

MASP — Protease de serina associada a lectina ligadora de manose
MBL — Lectina Ligadora de Manose

MCP-1 — Monocyte Chemoattractant Protein-1



Mfal — Major Fimbrial Antigen 1

MM/GBSA — Molecular Mechanics / Generalized Born Surface Area
MMP — Metaloproteinase da matriz

mRNA — Acido ribonucleico mensageiro

Msp — Major Surface Protein

MW — Massa molecular

NAD(P)H — forma reduzida das coenzimas NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)
+ NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate)

NAM — Acido N-acetilmuramico

NF-kB — Fator nuclear kappa B

Nrf2/ARE — Nuclear factor erythroid 2—related factor 2/Antioxidant Response Element
OppA — Oligopeptide-binding protein A

PAINS — Pan-Assay INterference compoundS
PAMPs — Padr6es Moleculares Associados aos Patogenos
PAR-2 — Receptor de Protease

PDB — Protein Data Bank

PI3K — Fosfatidilinositol 3-quinase

PLP — Pyridoxal 5'-Phosphate

PPRs — Receptores de Reconhecimento de Padrdes
PrtH — Protease H

Rgp — Gingipaina R

RMSD — Desvio Quadratico Médio

TLR — Receptores Toll-Like

TfsA — Tannerella forsythia surface protein A
TfsB — Tannerella forsythia surface protein B
TPSA — Area de superficie polar topoldgica
TNF-o — Fator de necrose tumoral o

T9SS — Proteinas do tipo 9

VME — Vesicula de Membrana Externa

WHO - World Health Organization

Wnt — Familia de proteinas sinalizadoras



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt sttt 16
2. OBIETIVOS ...ttt ettt nenreereens 18
2.1 OBIETIVO GERAL ..ottt sttt 18
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oooveeeeceieseeeesee et eetsss s senssnenes 18
3. REFERENCIAL TEORICO ....cooviiieiceteeeteseee e eee sttt aesnes 19
3. L PERIODONTITE . ...iciiieieie ettt sttt naene e 19
3.2 BAQTERIAS DO COMPLEXO VERMELHO E SEUS FATORES DE
VIRULENCIA ...ttt sttt saeeneeneeneas 21
3.2.1 Porphyromonas gingivalis Shah e Collins 1988 (Porphyromonadaceae). 23
3.2.2 Treponema denticola ex Brumpt 1925 (Spirochaetaceae) ...........cccceeveee.. 27
3.2.3 Tannerella forsythia Sakamoto 2002 (Tannerellaceae) .............ccccovvvennes 31
3.2.4 Interag0es DACIEITANGS .......ccoiveiiiiiiiieiee e 35
3.3 TRATAMENTO PERIODONTAL ....ooiiiiieieiiesie et 35
3.4 COMPOSTOS BIOATIVOS DE ORIGEM VEGETAL APLICADOS AO
TRATAMENTO PERIODONTAL ..ottt ettt 37
4. MATERIAL E METODOS ......oovivevieesiceeee et sssssses s sessssenns 47
4.1 ALVOS PROTEICOS E A PREPARACAO DOS RECEPTORES ...........cc....... 47
4.2. CONSTRUCAO E FILTRAGEM DA BIBLIOTECA DE LIGANTES............. 48
4.2.1. Origem dos Compostos e Limpeza Estrutural ............c.ccccovieiveininenen. 48
4.2.2. Filtros de Alertas Estruturais (PAINS, BRENK, NIH) .........ccccoveivnnennee. 48
4.2.3. Filtros Fisico-Quimicos (Drug-Likeness EStrito) .........ccccocevvvveiveviesnnenne. 49
4.2.4. Remocao de Duplicatas e Reduc¢ao de Redundéancia Estrutural ............ 50
4.3. GERACAO DE ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS E PREPARACAO DOS
ARQUIVOS (.pdb/.paDOL) ...eceeeeeeieieie e 51
4.3.1. Geragao de Conformagdes 3D (.pdD) .....ocereriiiiiiii s 51
4.3.2. Converséo para (.pdbgt) COM MEEKO..........ccccooiiiiiiiiciene s 51
4.4. DEFINICAO DAS CAIXAS DE DOCKING.........covevieiireieeeesesensiessseiesienenns 52
4.5. PROTOCOLO DE DOCKING MOLECULAR .......ccocoviviieeesese e 53
4.6. DEFINICAO DOS SITIOS CATALITICOS E CLASSIFICAGAO DAS POSES
DE DOCKING ...ttt ettt sttt e et e e sbenresneenenneas 54
4.7. POS-PROCESSAMENTO, RANKING E INTERSECAO MULTITARGET ...... 56
4.8. CRITERIOS DE SELECAO DE HITS FINAIS........covvieeeeeeeerreeeeeneseieeeenens 57
4.9. AMBIENTE COMPUTACIONAL ...ttt 58
4.10. PREDIQﬁ:O DE INTERACOES PROTEINA-LIGANTE COM PLIP E
VISUALIZACAO ESTRUTURAL NO PYMOL ....ooiiiiiiiiiiieiieieieee e 60
4.11. PREDICAO IN SILICO DE PROPRIEDADES ADME E AVALIACAO DE
BIODISPONIBILIDADE ORAL (SWISSADME)......cccccoiiiiiiaiaieene e 61

5. RESULTADOS ... .o 62



5.1. COMPOSICAO FINAL DA BIBLIOTECA MOLECULAR........ccccooeevrrernnne, 62

5.2. DISTRIBUICAO GLOBAL DAS AFINIDADES POR ALVO. .........ccccocevvene, 62
5.3. OCUPACAO DO SITIO: IN_SITE VS OUT_SITE (CUTOFF =5,0 A)............ 64
5.4. TOP HITS POR ALVO (RANKING INDIVIDUAL) .....c.oovvevirreeesrersresienienes 65

5.5. CONSISTENCIA MULTITARGET E SELECAO FINAL POR CONSENSO... 66
5.6. HIT MULTITARGET PRINCIPAL: ANALISE COMPARATIVA NOS TRES

ALVOS ...ttt 67

5.7. PREVISAO ADME DOS COMPOSTOS TOP 10......c.ciieeeereseiieseesesesiesiseens 74
B. DISCUSSAD ...ttt et n s n st en s 83
7. CONCLUSAO. ......ooiteieeeeeeteee ettt ettt s sttt 87
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 88



1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 45% da populacdo
mundial é afetada por patologias bucais e, entre as ocorréncias, a doenca periodontal esta
em segundo lugar, sendo superada apenas pela carie dentaria (WHO, 2022). No Brasil,
de acordo com o resultado do Projeto SB-Brasil 2023, aproximadamente metade da
populagéo brasileira apresentou algum grau de comprometimento periodontal, sendo o
calculo dental a condi¢cdo com maior frequéncia de registros, 54,13% em adultos de 35 a
44 anos de idade (Brasil, 2025).

O célculo dental, ou tartaro, como também é conhecido, origina-se das relacdes
interdependentes dos microrganismos presentes no biofilme bacteriano (Oliveira et al.,
2023). Dentre as bactérias patogénicas, as do complexo vermelho exercem um papel
fundamental na periodontite, as quais compreendem a Porphyromonas gingivalis Shah e
Collins 1988 (Porphyromonadaceae), Treponema denticola ex Brumpt 1925
(Spirochaetaceae) e Tannerella forsythia Sakamoto 2002 (Tannerellaceae) (Subbiah et
al., 2022; Lazarus et al., 2025).

Nos casos mais avancgados, o biofilme bacteriano do calculo dental subgengival,
pode levar a danos irreversiveis do periodonto, com a inflamacao gengival generalizada,
reabsorcdes Osseas, mobilidade dental e até perdas de unidades dentéarias (Newman e
Carranza, 2020). Sendo assim, a periodontite configura-se como uma doenca inflamatdria
crbnica, de etiologia multifatorial, com énfase na resposta imune do hospedeiro e na

dishiose microbiana (Kwon et al., 2021).

As doencas periodontais podem comprometer consideravelmente a qualidade de
vida dos pacientes com implicagdes fisicas, emocionais e sociais (Reynolds; Duane,
2018; Wulandari et al., 2022; Hashim et al., 2024), bem como pode estar associada ao
agravamento de condi¢bes sistémicas de salde, como doencas cardiovasculares e
diabetes, sendo um problema de saude publica, e, dessa forma, tornando-se, relevante,

investir esforcos em sua prevencao e tratamento (Nazir et al., 2020; Freitas et al., 2025).

Atualmente, a periodontite é tratada por meio da intervencdo clinica do
profissional de odontologia, com a remocdo do tartaro, através do debridamento
periodontal, que é considerado o padrdo ouro, composto pela raspagem e alisamento
radicular de todos os dentes (Abdulkareem et al., 2021). Este tratamento pode estar

associado ou ndo a outras terapias adjuvantes, dentre o0s quais destacamos 0s
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antimicrobianos locais ou sistémicos, agentes fisicos, quimicos ou moduladores do
hospedeiro, além do controle dos fatores de risco e cirurgias periodontais (Figuero et al.,
2023).

No entanto, esses procedimentos podem revelar algumas limitagcdes, como as
retracbes gengivais decorrentes de raspagens e alisamento extensos e frequentes,
hipersensibilidade radicular pos-cirdrgicas (Kaufmann et al., 2020); alteracdo do paladar
e pigmentacdo dos dentes, pelo uso continuo da clorexidina (Sun et al., 2024); gerando
efeitos colaterais desfavoraveis e resisténcia microbiana que alguns pacientes podem

desenvolver com a utilizacdo dos antibioticos (Tawfig, 2023).

Sob essa perspectiva, compostos bioativos, a exemplo dos polifendis, alcaloides e
terpenos vém, gradativamente, sendo utilizados como promissoras terapias adjuvantes no
tratamento da periodontite, apresentando possiveis atividades anti-inflamatoria,
antimicrobiana e efeitos colaterais reduzidos, porém, necessitando de pesquisas que
fornecam mais dados sobre a sua eficécia, seguranca e estabelecam normas tanto para a
sua regulacdo, quanto para os processos de producdo (Chatzopoulos et al., 2022; Hashim
et al., 2024).

Nesse sentido, os bancos de dados publicos, como 0 COCONUT (COlleCtion of
Open Natural prodUcTs), retnem informacfes sobre compostos bioativos com
caracteristicas farmacoldgicas que podem ser utilizados em testes in silico para a
descoberta de potenciais agentes terapéuticos (Sorokina; Steinbeck, 2020). Atualmente,
screening virtuais tém contribuindo para a reducdo no tempo de pesquisa, custo de
bancada (Pinzi; Rastelli, 2019) e na diminuicéo do uso de animais experimentais (Lakhan,
2025).

O docking molecular é uma dessas abordagens computacionais que vem sendo
utilizada na busca por novas formas de tratamento para periodontite, prevendo
virtualmente as interacbes moleculares entre as proteinas-alvos de bactérias presentes no
biofilme do célculo dental e ligantes de compostos naturais (Subbiah et al., 2022; Wu et
al., 2024; Kamaraj, 2025; Saini et al., 2025), mas, individualmente para cada bactéria,
necessitando de trabalhos que identifiquem substancias que atuem de forma especifica e

simultanea em bactérias patogénicas importantes, como as do complexo vermelho.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as principais proteinas de viruléncia das bactérias do complexo vermelho,
utilizando-as para identificar potenciais inibidores naturais capazes de interferir nos

mecanismos de patogenicidade associados a periodontite, através de abordagens in silico.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma revisao na literatura visando identificar as principais proteinas de
viruléncia descritas para as bactérias do complexo vermelho (P. gingivalis, T.
denticola e T. forsythia);

e Analisar o papel funcional dessas proteinas de viruléncia nos mecanismos de
patogenicidade e progressao da doenca periodontal;

e Investigar, por meio de abordagens in silico, o potencial de interagdo de produtos
naturais com fatores de viruléncia selecionados do complexo vermelho;

¢ Identificar compostos naturais com afinidade prevista para os sitios cataliticos das
proteinas-alvo, com potencial inibitério sobre fatores de viruléncia bacteriana;

e Selecionar candidatos multitarget promissores, capazes de interagir com mais de
uma proteina de viruléncia do complexo vermelho, visando estratégias
terapéuticas alternativas.

e Caracterizar o perfil farmacocinético e a viabilidade de biodisponibilidade oral

dos compostos candidatos, com foco em propriedades ADME.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 PERIODONTITE

A periodontite € uma doenga inflamatoria crénica e multifatorial decorrente de um
biofilme bacteriano disbiotico, presente no célculo dental (Papapanou et al., 2018) e da
evasdo da resposta imune do hospedeiro (Hajishengallis, 2015), promovendo
progressivamente a degradacdo dos tecidos de suporte dos dentes: o osso alveolar, o
ligamento periodontal e o cemento radicular (Papapanou et al., 2018).

Em ambiente clinico, é possivel observar que diferente dos pacientes saudaveis
(Figura 1a), as pessoas que possuem a periodontite (Figura 1b) apresentam inflamacdes
gengivais que podem levar a perda de insercéo clinica, mobilidade dentéria, sangramentos
gengivais, retragdes, formacgéo de bolsas periodontais e, radiograficamente, reabsor¢do
Ossea alveolar (Papapanou et al., 2018).

Figura 1. Arcada dentaria humana com (a) periodonto saudavel e (b) evidenciando uma periodontite

instalada, com perda de insercdo, presenca de bolsas periodontais, retragdo gengival e sangramento

gengival.

Fonte: Rossi Odontologia (2025); Amor Satde Medicina e Odontologia Exames (2025)

A periodontite apresenta alta prevaléncia mundial, com cerca de 1,07 bilhdo de
pessoas afetadas no ano de 2021, concentrando-se em grupos socialmente desfavorecidos,
com discreta prevaléncia entre os homens com idades de 50 e 64 anos (WHO, 2022;

Nascimento et al., 2024). Essa patologia traz em suas formas mais severas, perdas de
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unidades dentarias, prejuizos na funcdo mastigatoria, estética, autoestima e qualidade de
vida do ser humano, tornando-se um grave problema de saude publica, demandando

investimentos para o seu tratamento (Papapanou et al., 2018; Wulandari et al., 2022).

No Brasil, em termos populacionais, as doencas periodontais aumentam de acordo
com a idade, com a forma mais grave atingindo frequentemente os adultos. No dltimo
levantamento epidemioldgico realizado, o SB-Brasil 2023, o calculo dental foi a condi¢éo
mais comum, tendo os participantes de 35 a 44 anos apresentado a maior prevaléncia,
54,13%; com 69,66% de perda de insercédo periodontal entre 0 a 3mm (Brasil, 2025).

O calculo dental, ou tartaro, como € comumente denominado, € originado por uma
reacdo de defesa dos microrganismos que residem na boca contra a imunidade do
hospedeiro, inicialmente formando a placa dentéria. Essa, quando mineralizada, em
virtude da presenca de calcio e fosforo oriundos principalmente da saliva, forma essa
condicdo, ocasionando as manifestacfes clinicas das doencas periodontais (Newman et
al., 2023). Assim, observa-se que, muito embora outros determinantes devam ser
considerados, o biofilme atua como o agente etioldgico primario nessas patologias
(Abdulkareem et al., 2021).

Além do tartaro, outros aspectos também devem ser considerados como
influenciadores dessas patologias. De acordo com o nivel de evidéncia, existem os fatores
predisponentes, associados a idade, habitos alimentares, nivel socioeconémico, atividade
fisica e consumo de alcool; indicadores de risco que incluem doencas cardiovasculares,
osteoporose, obesidade, transtornos psicoldgicos, estresse, disturbios do sono, deficiéncia
nutricional; e, os fatores de risco, como o tabagismo e diabetes mellitus (Sabine et al.,
2025).

Vale também ressaltar que existe uma relacdo robusta entre a periodontite e
algumas doencas sistémicas ndo transmissiveis, como as doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, auto-imunes (Rajasekaran et al., 2024), o diabetes mellitus,
depressédo, doenca renal cronica, alguns tipos de cancer (mama, prostata, pulméo, cabeca
e pesco¢o), infeccdo gastrica por Helicobacter pylori, asma, artrite reumatoide, sindrome
dos ovérios policisticos e doengas inflamatorias intestinais, impactando fortemente a

salde geral de um individuo (Botelho et al., 2022).

Comprometimento sisttémico por bactérias periodontopatogénicas pode ser

observado ap0s terapias, como raspagem, alisamento radicular e cirurgias periodontais,
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aonde a P. gingivalis e outros microrganismos, por meio de seus fatores de viruléncia,
podem desencadear a bacteremia, com a ocorréncia de endocardite subaguda,
potencializando os efeitos do infarto isquémico, doenca cardiaca coronariana e

aterosclerose (Aleksijevi¢ et al., 2022).

De acordo com a literatura, a periodontite pode produzir efeitos fisicos, orais,
sistémicos, psicoldgicos, sociais e econdmicos, tornando-se essencial, compreender a sua
microbiologia e patogénese, a fim de investir em pesquisas que priorizem intervencoes
eficazes (Hashim et al., 2024), somada a requisicdo de um protocolo de tratamento
integrado, com diagnostico precoce, intervencdo profissional adequada e uso de

adjuvantes apropriados (Yekani et al., 2025).

3.2 BACTERIAS DO COMPLEXO VERMELHO E SEUS FATORES DE
VIRULENCIA

Do ponto de vista microbiolégico, o célculo dental apresenta uma composicdo
complexa com bactérias aerébias e anaerdbias (Innocenti et al, 2023), tendo como
microrganismos patogénicos relevantes a T. denticola, P. gingivalis e a T. forsythia que
se agregam formando o “complexo vermelho” ocasionando as condi¢Ges mais severas da

doenca periodontal (YYashnova et al, 2025).

A denominagdo complexo vermelho surgiu em 1998, quando Dr. Sigmund
Socransky e colaboradores, definiram as comunidades de espécies bacterianas presentes
na placa subgengival, ordenando-os em 05 complexos: roxo e amarelo, encontrados em
biofilme saudavel; verde, composto por bactérias presentes na formacdo inicial do
biofilme; laranja, formada por espécies anaerébias gram-negativas, que se fixam por co-
adesdo e ddo inicio a doenca periodontal; e o vermelho, formado pelas bactérias P.
gingivalis, T. denticola e T. forsythia associadas a progressdo da patologia e de alta

viruléncia.

Muito embora, outros microrganismos tenham sido identificados como patdgenos
periodontais, como a Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Fernandes et al., 2024),
Retibacterium fastidiosum (Soueidan et al., 2024) e a Filifactor alocis (Faisal; Ali, 2025);
estudos recentes, corroboram a importancia das bactérias do complexo vermelho na
periodontite quanto a sua patogenicidade e viruléncia (Kametani et al., 2024; Dai et al.,
2025; Lazarus et al., 2025; Yashnova et al, 2025).
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Os fatores virulentos desenvolvidos por esses patdgenos-chave sdo responsaveis
pela colonizagdo, invasao tecidual, modulagdo do sistema imune e destrui¢do dos tecidos
periodontais (Hajishengallis; Lamont, 2012). Os metabdlitos toxicos produzidos pelas
bactérias e a protedlise extracelular resultantes dessa viruléncia, possibilitam uma
sinergia entre as bactérias do complexo vermelho, especialmente na progresséo e fases
mais severas, no qual estdo em niveis mais altos e mais frequentes, demonstrando o seu

papel significativo nessa patologia (Mohanty et al., 2019).

A presenca de determinadas estruturas dos patdgenos, como lipopolissacarideos
(LPS), peptideoglicanos, lipoproteinas e flagelina nos tecidos periodontais sdo
identificados como padrBes moleculares associados aos patégenos (PAMPS) pelos
receptores toll-like (TLR) (Dashper et al., 2011), culminando em uma sucesséo de eventos
que incluem a ativacdo do sistema imunolo6gico e da resposta inflamatéria (Dunkelberger;
Song, 2010).

O sistema complemento exerce um papel primordial na defesa do organismo
humano, ativando uma cascata de proteinas ao identificar agentes infecciosos,
promovendo a sua opsonizagdo e eliminacdo. Esse sistema pode atuar por trés eixos
distintos: a classica, a da lectina e a alternativa. Quando a via classica é ativada por
complexos antigeno-anticorpo, hé o estimulo da producéo de mediadores e citocinas pro-
inflamatorias, resultando na resposta inflamatéria classica (Dunkelberger; Song, 2010).

Todas as vias do complemento resultam na producao de convertases, responsaveis
pela formacdo de importantes efetores do sistema complemento, as anafilatoxinas
(C4a/C3a/C5a), moléculas pré-inflamatorias em potencial, derivadas da clivagem de C4,
C3 e C5; o complexo de ataque a membrana (C5b-9), responsavel por destruir corpos
estranhos; e, opsoninas (C3b) que realizam a fagocitose dos alvos e intensifica a ativacdo

do complemento pela via alternativa (Dunkelberger; Song, 2010).

Acontece que patdgenos bem-adaptados apresentam mecanismos evolutivos de
impedir ou anular os efeitos desse sistema imunologico, explorando componentes do
hospedeiro a seu favor e promovendo o quadro infeccioso (Dunkelberger; Song, 2010).
A seguir, pode-se verificar como bactérias do complexo vermelho manipulam os seus

alvos, causando a periodontite.
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3.2.1 Porphyromonas gingivalis Shah e Collins 1988 (Porphyromonadaceae)

Dentre os microrganismos associados a periodontite, P. gingivalis € uma bactéria
Gram-negativa, anaerdbica e ndo movel, destacando-se como um agente etiopatogénico
chave no desenvolvimento dessa doenca (Aleksijevié¢ et al., 2022). Esse patdgeno esta
associado a desregulacdo das vias inflamatdrias, do sistema complemento, do ciclo

celular e da apoptose periodontal (Chopra et al., 2020).

A P. gingivalis é a mais estudada entre os agentes bacterianos envolvidos na
periodontite e tem estratégias de sobrevivéncia especializadas, resistindo a condicGes
desfavoraveis na bolsa periodontal e ao estresse oxidativo, somando-se a habilidade em
captar recursos metabdlicos, seja pela aquisicdo de heme/ferro pela via hemoglobina
(Messina et al., 2025), como pela decomposicdo de insumos proteicos essenciais ao seu

metabolismo (Karin et al, 2015).

Um outro diferencial que essa bactéria possui e que a torna essencial no processo
infeccioso dessa patologia, é o arsenal de fatores de viruléncia e patogenicidade que a
mesma apresenta, como as gingipainas, fimbrias, vesiculas de membrana externa (VME),
LPS, hemolisina, hemaglutinina e capsula (Tabela 1) (Chopra et al., 2020; Aleksijevi¢ et
al., 2022).

As gingipainas sdo enzimas consideradas fatores de viruléncia cruciais de P.
gingivalis, sendo responséveis por cerca de 85% de sua atividade proteolitica extracelular
com notavel resisténcia aos inibidores do hospedeiro (Potempa et al., 1997; Diego et al.,
2014). As mesmas participam de todas as etapas do processo infeccioso, incluindo
adesdo, colonizacdo e invasdo do periodonto, obtencdo de nutrientes e modulagdo da
resposta imunolégica (Guo et al., 2010).

Essas proteinases de cisteina clivam substratos proteicos e peptidicos apés
residuos de arginina, que sdo as gingipainas R (RgpA e RgpB), e apos residuos de lisina
que sdo as gingipaina K (Kgp) (Travis et al., 1997). Os complexos RgpA e Kgp séo nédo
covalentes e possuem um dominio de adesdo/hemaglutinina e um dominio catalitico; por
outro lado, RgpB contém apenas um dominio catalitico e é estruturalmente analoga a

subunidade catalitica de RgpA (Imamura, 2003).

Diversas fungdes tém sido atribuidas as gingipainas, incluindo a sintese e ativacdo
das fimbrias principais (FimA) (Karin et al., 2015); inducdo de edema e sangramento por

meio da deterioracao de fibrinogénio e estimulo das vias da calicreina/cinina; promocao
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da via do complemento (Travis et al., 1997); alteracdo da composicao e da organizagédo
do biofilme (Messina et al., 2025); e, a destruicdo tecidual do periodonto, favorecendo a
invasdo e disseminacao dos patdgenos periodontais, o que culmina em inflamacéo cronica
e dano tecidual (Messina et al., 2025; Andrian et al., 2004).
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Tabela 1. Fatores de viruléncia da Porphyromonas gingivalis Shah e Collins 1988 (Porphyromonadaceae) e seus mecanismos de acao.

FATORES DE VIRULENCIA MECANISMO DE ACAO

REFERENCIA

Alteracdo da composicao e da organizacao do biofilme
Sintese e ativagdo das fimbrias principais (FimA)

Relacionadas a aquisi¢do de heme

Inducdo de edema e sangramento por meio da deterioracéo de fibrinogénio e estimulo das vias
da calicreina/cinina
Modulacdo da resposta imune
Lo Ativacdo da via do complemento (Travis et al., 1997)
Gingipainas

Promogao de inflamag&o cronica e dano tecidual

Por ndo serem reconhecidas pelos PPRs, ativam diretamente o eixo PAR-2 (receptor de
protease), havendo a produg&o de citocina I1L-33
Reducdo do desempenho cognitivo e comprometimento da integridade da barreira
hematoencefalica

Formacéo do biofilme e adeséo bacteriana as células hospedeiras

Fimbrias Amplificagdo da reabsorcédo dssea
Interagdo com o receptor do complemento 3 (CR3) em mondcitos ou macrofagos, subvertendo o sistema
imune e reduzindo a producéo de citocina IL-12p70

. . . A heterogeneidade de lipidios A em seu LPS modula o TRL4 de forma diferente, provocando uma

Lipopolissacarideo (LPS) R . Ry x
subversdo as células imunes; além de regular a expresséo de IL-6 e IL-8
Auxilio na aquisi¢do de heme
Contribuicdo na aquisi¢do de heme
Cépsula Promocao de resisténcia fagocitéria, dificul_tando a acdo do sistema complemento e dos neutréfilos
polimorfonucleares

Hemolisina
Hemaglutinina

Messina et al., 2025
Karin et al., 2015
Smalley; Olczak, 2017

Travis et al., 1997

Guo et al., 2010
Travis et al., 1997
Andrian et al., 2004

Tada et al., 2016

Li et al., 2024

Hasegawa.; Nagano;
2021

Suzuki et al. 2022

Hajishengallis et al.,
2007

Herath et al., 2013

Smalley; Olczak, 2017
Smalley; Olczak, 2017

Mohanty et al., 2019

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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As gingipainas ainda modulam as respostas imunes e inflamatorias do hospedeiro
de forma complexa e mais eficiente do que os demais periodontopatdgenos, regulando-as
de acordo com a sua necessidade: estimulando-as, quando em concentragdes reduzidas;
e, em altos niveis, degradando os receptores e mediadores dessas mesmas vias (Guo et
al., 2010).

Devido as suas funcbGes amplas e indispensaveis, essas proteinases tornam-se
potenciais alvos terapéuticos especificos (Diego et al., 2014). Recentemente, elas foram
associadas a maior gravidade da doenca periodontal em individuos com diabetes (Al-
Janabi et al., 2025) e também propostas como possiveis responsaveis pela reducdo do
desempenho cognitivo e pelo comprometimento da integridade da barreira
hematoencefalica (Li et al., 2024).

As fimbrias de P. gingivalis constituem outros fatores virulentos e séo
classificadas em dois tipos: FImA e Mfal. Elas promovem a adesdo bacteriana ao
hospedeiro, favorecendo a agregacdo tanto entre células da propria espécie quanto com
outras espécies patogénicas, contribuindo para a organizacdo e maturacdao do biofilme
subgengival (Hasegawa; Nagano, 2021). Suzuki et al. (2022) também demonstraram que
o0 reconhecimento das fimbrias Mfal por receptores toll-like em osteoclastos auxilia na

osteoclastogénese, favorecendo a reabsor¢do 6ssea.

A liberacdo de VME no periodonto por bactérias Gram-negativas orais funciona
como um significante fator de viruléncia na periodontite, pois essas vesiculas transportam
diretamente para o hospedeiro diversas substancias patogénicas, como proteases, toxinas,
enzimas, acidos nucleicos e lipopolissacarideos (Lazarus et al., 2025). As VME exercem
multiplas funces, incluindo o transporte de agentes virulentos, a formacao e maturagéo
do biofilme, a adesao e invaséo celular, a promocéo da inflamagdo com consequente dano
tecidual, a evasdo do sistema imune, além de cooperarem para a resisténcia
antimicrobiana e ambiental (Wang et al., 2025). Na Figura 2, pode-se observar as

numerosas fimbrias e VME da P. gingivalis livres e conectadas a superficie externa.
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Figura 2. P. gingivalis com suas fimbrias (F) numerosas e VME (V) livres e conectadas a superficie.

Fonte: Holt et al., 1999

3.2.2 Treponema denticola ex Brumpt 1925 (Spirochaetaceae)

A T. denticola é uma espiroqueta Gram-negativa, anaerdbica (Chan et al., 1993),
associada ao agravamento da reabsorcao 6ssea alveolar e a Gnica do complexo vermelho
que é movel. Essa bactéria participa da progressao da periodontite por meio de diversos
fatores de viruléncia, incluindo quimiotaxia e motilidade (mediadas por flagelos
periplasmaticos), a Major surface protein (Msp), dentilisina, cistalisina, lipoproteinas,
VME e lipooligossacarideos (Dashper et al., 2011), conforme podem ser visualizados,

com seus respectivos mecanismos de a¢do na Tabela 2.

A quimiotaxia e a motilidade constituem importantes mecanismos utilizados por
esse microrganismo para promover a colonizacdo do hospedeiro. O movimento ocorre
por meio da rotacdo dos flagelos, que se localizam no espaco periplasmatico, e pela forma
helicoidal do corpo bacteriano, cujo deslocamento lembra o funcionamento de uma
hélice. A motilidade de T. denticola é um diferencial em relacdo as demais bactérias do
complexo vermelho, permitindo a esse patdgeno percorrer com facilidade ambientes
altamente viscosos e adaptados as temperaturas fisiologicas, como os do tecido
conjuntivo. (Ruby & Charon, 1998; Li et al., 2000).
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Gragas a esse complexo matil, T. denticola é capaz de invadir tecidos periodontais
com integridade comprometida e migrar para bolsas periodontais profundas, orientando-
se por quimiotaxia (Lux et al., 2001). Dessa forma, consegue proliferar, sobreviver, obter
nutrientes e expandir sua colonizacdo, promovendo coagregacao e sinergia no biofilme
(Ng et al., 2019). Na figura 3, pode ser visualizada a T. denticola com seus flagelos

perisplasmaticos.

A Major surface protein (Msp), é uma glicoproteina responsavel pela adeséo,
modulacdo imunologica no hospedeiro e por sua capacidade de formar poros, 0 que a
torna citotoxica (Zhao et al., 2025). A associacao de T. denticola com P. gingivalis ocorre
por meio desse fator de viruléncia (Rosen et al., 2008). Ja a dentilisina, interage com o
fibrinogénio, auxiliando na colonizacao e interferindo na formacéo de codgulos (Bamford
et al., 2007), além de promover a desregulacdo das citocinas inflamatdrias, reduzindo as
interleucina-1p (IL-1p), IL-6 e o fator de necrose tumoral o, garantindo a persisténcia da

infeccdo (Miyamoto et al., 2006).

Figura 3. Treponema denticola ex Brumpt 1925 (Spirochaetaceae) com seus flagelos perisplasmaticos

Fonte: Chan et al., 1993

A cistalisina, um dos principais fatores de viruléncia de T. denticola (Krupka et
al., 2000; Mitchell et al., 2010), é uma proteina dependente de Pyridoxal 5'-Phosphate
(PLP) que utiliza L-cisteina como substrato, rompendo a ligacdo entre o enxofre gama
(Sy) e o carbono beta (Cg), produzindo aménia, piruvato e gas sulfidrico (H2S), o que a
torna altamente citotdxica (Krupka et al., 2000). O piruvato e o HS, abundantes em
bolsas periodontais profundas, estdo relacionados a nutrigdo bacteriana e ao avango da
doencga (Chu et al., 2002).
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Esse fator de viruléncia também é responsavel pelas atividades hemoliticas e
hemooxidantes da bactéria (Chu et al., 1994), promovendo a degradacdo das hemacias,
oxidando hemoglobinas e induzindo hemdlise. A ruptura das hemacias permite que T.
denticola obtenha nutrientes, como aminoacidos e, sobretudo, heme livre proveniente da
hemoglobina, tornando essa espécie uma peca importante no consércio microbiano das
bolsas periodontais profundas (Chu et al., 1994; Chu et al., 1999).

As lipoproteinas estdo presentes em todos os patdgenos e quando detectadas,
ativam as células de defesa do hospedeiro, pelo receptor TLR2 e por meio desse,
provocam a apoptose de células monociticas THP-1, contribuindo para a sua persisténcia
nos tecidos subjacentes (Aliprantis et al., 1999), bem como, induzem abundamentente a
sintese de citocinas IL-12 pelos macrdfagos, potencializando a inflamacéo (Brightbill et
al., 1999).

Outras fungdes também podem ser reportadas as lipoproteinas, como a
Oligopeptide-binding protein A (OppA), que tem predilecdo por ligacdes as proteinas
soltveis, como plasminogénio e fibronectina, cooperando na captacdo de nutrientes
peptidicos (Fenno et al., 2000) e a Factor H-binding protein B (FhbB), que é exclusiva
da T. denticola e interage com o sistema complemento, resultando em evasdo da resposta

imune hospedeira (Mcdowell et al., 2009).

Os LPS bacterianos contém um lipidio A (ou endotoxina), um polissacarideo
distal (ou antigeno O) e um oligossacarideo central ndo repetitivo. Sdo importantes
indutores das defesas do hospedeiro (Raetz; Whitfield, 2002) e impulsionam a reabsorcao
6ssea alveolar pelo estimulo da osteoclastogénese e da expressdo de metaloproteinase da
matriz (MMP) (Choi et al., 2003).

Os lipooligossacarideos (LOS), também denominados de glicolipidios, sdo
constituidos de um lipidio a base de glicerol, fosfatos e actcares no nacleo (Schultz et al.,
1998). Essas estruturas induzem a producdo de determinados mediadores inflamatorios
(Tanabe et al., 2008) e promovem lesdes dos tecidos vasculares, resultando em

sangramentos (Dauphinee; Karsan, 2006).
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Tabela 2. Fatores de viruléncia da Treponema denticola ex Brumpt 1925 (Spirochaetaceae) e seus mecanismos de agéo.

FATORES DE VIRULENCIA MECANISMO DE ACAO REFERENCIA
Motilidade e quimiotaxia Colonizago, aquisicdo de nutrientes, coagregacdo e sinergia bacteriana Ng et al., 2019
Adesdo, modulacéo imunoldgica e formacéo de poros Zhao et al., 2025
Ve Coagregacdo com P. gingivalis Rosen et al., 2008
Colonizagdo e modulacdo hemostatica Bamford et al., 2007
Dentilisina Persisténcia da infeccdo pela desregulagdo das citocinas inflamatorias Miyamoto et al., 2006

Exacerbacgdo da resposta inflamatoria e reabsorcdo 0ssea alveolar, através da ativacdo da

via TLR2/6 e consequente estimulo na producéo de citocinas IL-36y Hinson etal., 2022

Altamente citotoxica pela producéo de H,S Krupka et al., 2000

Cistalisina Nutricdo e crescimento bacteriano Chu et al., 2002
Atividades hemoliticas e hemooxidantes da bactéria Chuetal., 1994

Ativacdo do receptor TLR2 e promocao da apoptose de células monociticas THP-1 Aliprantis et al., 1999

Lipoproteinas

Potencializacdo da inflamagdo, através da inducédo da sintese de citocinas IL-12 pelos macréfagos Brightbill et al., 1999

Ativacdo da osteoclastogénese e a da expressdo de metaloproteinase da matriz (MMP) Choi et al., 2003
Lesdo dos tecidos vasculares pela inducéo de um complexo de receptores TLR4, CD14 e MD2 Dauphinee; Karsan, 2006

LPO

Indugdo da produgdo de mediadores inflamatérios — interleucina-6, interleucina-8, dxido nitrico e

prostaglandina E2 Tanabe et al., 2018

Fonte: Elaborada pela propria autora



3.2.3 Tannerella forsythia Sakamoto 2002 (Tannerellaceae)

A T. forsythia é uma bactéria oral Gram-negativa, anaerébica, ndo movel
(Sakamoto et al., 2002) e considerada um colonizador tardio do biofilme bacteriano. Seus
fatores de viruléncia incluem as proteinas Bacteroides surface protein A (BspA),
proteases H (PrtH) e da familia KLIKK; sialidases; sistemas de secre¢édo de proteinas do
tipo 9 (T9SS) e de O-glicosilacdo de proteinas; glicoproteinas de superficie, como a
Tannerella forsythia surface protein A (TfsA) e Tannerella forsythia surface protein B
(TfsB) da camada S; lipopolissacarideo do tipo rugoso; e VME (Schéaffer & Andrukhov,
2024), conforme podem ser visualizados na Tabela 3, com seus respectivos mecanismos

de acdo.

As proteases KLIKK correspondem a um grupo de proteinas que compartilham o
mesmo dominio C-terminal, apresentando a seguinte sequéncia terminal de aminoacidos
—Lys-Leu-lle-Lys-Lys. Esse grupo inclui trés serinoproteases: a mirolase, miropsina-1 e
miropsina-2, e trés metaloproteases: carilisina, mirolisina e forsilisina. Essas enzimas
degradam coléageno e elastina, favorecendo para a destruicdo dos tecidos periodontais
(Ksiazek et al., 2015).

A carilisina € uma metaloproteinase semelhante 8 MMP humanas e constitui um
fator de viruléncia essencial, por inibir mecanismos imunoldgicos antimicrobianos do
hospedeiro: suprime a atividade do sistema complemento pelo impedimento do
reconhecimento e a liga¢do ao patdgeno; bloquea as vias classica e de lectina por meio da
degradacéo de ficolina-2, ficolina-3, lectina ligadora de manose e Cgs; e, inativa a via
terminal, ao suprimir a proteina Cs, bloqueando o recrutamento de neutréfilos (Jusko et
al., 2012).

Essa metaloprotease consegue ativar a inflamacdo ao degradar especificamente
elastina, fibrinogénio e fibronectina (Karim et al., 2010), além de sustenta-la por meio do
bloqueio do peptideo antimicrobiano LL-37, deixando o LPS livre (Koziel et al., 2010).
A carilisina também € capaz de clivar parcialmente o fator de necrose tumoral o (TNF-
a) soluvel, produzido por macréfagos, gerando uma forma ativa da citocina, que induz
degradacdo do tecido periodontal, exacerbando a resposta inflamatoria e auxiliando na

persisténcia desse microrganismo no ambiente (Bryzek et al., 2014).

Por pertencer ao filo Bacteroidetes, T. forsythia, assim como P. gingivalis, possui

um sistema de secrec¢éo de proteinas do tipo 9 (T9SS), responsavel por transportar fatores
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de viruléncia para fora da célula que contenham um dominio estrutural de direcionamento
C-terminal. No caso de P. gingivalis, esse sistema libera gingipainas para 0 meio; ja em
T. forsythia, os produtos secretados permanecem na superficie celular, como as proteinas
TfsA e TfsB, que compdem a camada superficial (S-layer), e a proteina BspA;

influenciando na regulacéo das respostas inflamatdrias (Braun et al., 2022).

T. forsythia possui ainda uma caracteristica singular: é auxotrofica para o aglcar
acido N-acetilmurédmico (NAM), que precisa ser obtido exogenamente, a partir de detritos
de peptidoglicano de outras bactérias, decorrentes de morte celular (Mayer et al., 2020),
ou por suas proprias enzimas, como as sialidases. O NAM é essencial para a
sobrevivéncia dessa espécie, atuando tanto como fonte nutricional quanto como
componente indispensavel para a montagem da camada de peptidoglicano de sua parede

celular (Honma et al., 2016).

A O-glicosilacdo é um sistema utilizado por T. forsythia, no qual glicanos como
0s acidos nonulosoénicos, analogos ao acido sialico, séo adicionados as proteinas, fazendo
parte da colonizag&o bacteriana (Bloch et al., 2019). Adicionalmente, confere estabilidade
as glicoproteinas, amplificando a viruléncia desses patogenos (Veith et al., 2021).
Quando, esses glicanos estdo associados as proteinas TfsA e TfsB, formam a camada S
glicosilada, desempenhando fungdes importantes, como a adesédo aos tecidos periodontais
(Sakakibara et al., 2007). Na figura 4, é possivel detectar por microscopia eletronica a T.

forsythia com a presenca da camada S-glisosilada e a formacao da VME.

Outra funcdo atribuida ao &cido sialico captado pelas sialidases em T. forsythia é
o mimetismo molecular, no qual esse aclcar é incorporado as estruturas de superficie do
LPS e LOS. Isso dificulta sua deteccdo pelas células de reconhecimento do hospedeiro
que também possuem residuos desse acido em sua superficie e, consequentemente,

subverte a resposta imunoldgica (Jennings et al., 2022).

O LPS desse patogeno € do tipo rugoso e é responsavel por estimular a producao
de citocinas pro-inflamatorias: IL-1, IL-6 e TNF- o em macrofagos (Posch et al., 2013).
Um fator de viruléncia que também se destaca é a VME por promover a liberagdo de
mediadores pro-inflamatorios em macréfagos, como TNF- a e IL-8, incluindo a
guimiocina Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) em fibroblastos do ligamento
periodontal (Friedrich et al., 2015).
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Figura 4. Tannerella forsythia ATCC 43037 com a camada S-glicosilada (S), membrana externa (OM),

membrana citoplasmatica (CM) e vesiculas de membrana externa (VME), originando-se (tridngulo branco).

Fonte: Friedrich et al., 2015
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Tabela 3. Fatores de viruléncia da Tannerella forsythia Sakamoto 2002 (Tannerellaceae) e seus mecanismos de agao.

FATORES DE VIRULENCIA

Carilisina
(KLIKK)

Mirolase
(KLIKK)
BspA
PrtH

Sistema de secrecéo tipo 9

(T9SS)

Camada S glicosilada

(TsfA e TsfB)

VME

LPS rugoso

MECANISMO DE ACAO
Ativacédo da inflamagéo com degradacdo especifica de elastina, fibrinogénio e fibronectina
Modulacéo da inflamacéo por meio da inibicéo do peptideo antimicrobiano LL-37
Supressdo da atividade do sistema complemento
Degradacéo parcial do fator de necrose tumoral o (TNF-a) soliivel, com consequente destrui¢do do

tecido periodontal, exacerbagdo da resposta inflamatoria e persisténcia do patdégeno no ambiente
Promove a ruptura de fibrinogénio, comprometendo a coagulacdo na bolsa periodontal

Ativa os receptores TRL2 combinado com o TLR1, modulando a resposta imune do hospedeiro

Perda de insercéo clinica do tecido periodontal

Regulacdo das respostas inflamatorias

Supressdo da resposta inflamatdria pelos neutréfilos Th17, garantindo a persisténcia da bactéria, e levando a
inducéo das respostas TLR2-Th2, intensificando a reabsor¢do 6ssea alveolar
Adesdo aos tecidos periodontais
Inducdo de mediadores pro-inflamatérios — fator de necrose tumoral a (TNF- o)) e IL-8 em macrdfagos e de
IL-6, IL-8 e MCP-1 em fibroblastos
Estimulo da producéo de IL-1, IL-6 e TNF- a

REFERENCIA

Karim et al., 2010
Koziel et al., 2010
Jusko et al., 2012
Bryzek et al., 2014

Ksiazek et al., 2015

Onishi et al., 2008
Pei; Grishin, 2009

Braun et al., 2022

Settem et al., 2013
Sakakibara et al., 2007

Friedrich et al., 2015

Posch et al., 2013

Fonte: Elaborada pela propria autora
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3.2.4 InteracOes bacterianas

Tdo importantes quanto a prépria viruléncia dessas  bactérias
periodontopatogénicas sdo as suas interacOes estabelecidas para a manutencdo e o
agravamento da periodontite (Dashper et al., 2011). E possivel observar que P. gingivalis
e T. denticola atuam sinergicamente na coagregacdo e na formacdo do biofilme,
respectivamente, por meio da gingipaina RgpB e das fimbrias principais (Yamada et al.,
2005). Paralelamente, a dentilisina de T. denticola, em conjunto com a gingipaina de P.
gingivalis, danificam cooperativamente a vascularidade tecidual, degradando

fibrinogénio e resultando em sangramento (Bamford et al., 2007).

Outra interacdo significativa, diz respeito a proteina rica em repeti¢oes de leucina
(LrrA) de T. denticola, responsavel pela adesdo aos tecidos e pela associagdo
interbacteriana com T. forsythia (Ikegami et al., 2004). Ja P. gingivalis estimula a adesao
e a invasao celular de T. forsythia por meio de suas VME (Inagaki et al., 2006), enquanto
T. forsythia, em condigdes de restricdo nutricional, favorece o desenvolvimento de P.
gingivalis ao fornecer componentes que sao assimilados pelas gingipainas (Yoneda et al.,
2005).

A identificacdo dessa associacdo entre as bactérias do complexo vermelho propde
que terapias direcionadas a uma delas, pode acarretar o desequilibrio da colonizacdo
bacteriana desse agrupamento (Socransky et al., 1998). Portanto, os agravos ocasionados
por esses microrganismos, decorrentes de seus fatores de viruléncia, as suas
coagregacdes, interacdes e cooperacdo metabdlica, devem ser prevenidos e tratados

adequadamente por profissionais da odontologia (Yekani et al., 2025).

3.3 TRATAMENTO PERIODONTAL

O tratamento da periodontite tem como foco principal um controle eficaz das
bactérias patogénicas, com a remocdo do biofilme, a fim de eliminar os riscos de
inflamacdo ou infeccdo (Suvan et al., 2020). Abordagens diversas sdo necessérias,
compreendendo o controle dos fatores de risco, ado¢do de habitos comportamentais
saudaveis e cuidados de manutencédo periodontal. A remocdo mecénica do calculo dental
pelo profissional de salde é a abordagem de escolha fundamental e pode ser feita pela
raspagem supra-gengival, pela instrumentagdo sub-gengival e cirurgias periodontais,

associadas ou ndo a terapias adjuvantes (Sanz et al., 2020).
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Com os avancos tecnologicos, o debridamento periodontal passou a ser realizado
com pontas ultrassdnicas dotadas de efeito vibratério nas pontas, resfriadas por
microfluxo de &gua, facilitando a remocdo de célculos dentais (Arabaci et al., 2007).
Observa-se, também, uma adeséo crescente no uso de dispositivos de polimento a jato na
terapia periodontal de suporte, proporcionando seguranca e rapidez no procedimento e,

especialmente, conforto ao ser humano acometido por essa doenca (Martins et al., 2023).

No entanto, ressaltam-se alguns efeitos ndo desejaveis que podem ser ocasionados
algumas vezes durante e ap0s a realizacdo desses procedimentos mecanicos que sao dor
e sensibilidade dentaria (Smiley et al., 2015), retracdo gengival, comprometendo a salde
e consequentemente a estética dos dentes e gengiva do paciente (Kaufmann et al., 2020),
e um aumento significativo da hipersensibilidade radicular trazendo prejuizos na
qualidade de vida (Goh et al., 2016).

Para evitar a formacdo ou reincidéncia do tartaro, é essencial que o individuo
mantenha uma higiene oral adequada, com escovacéo regular, escovas interdentais, fio
dental, dentifricios e enxaguantes bucais. O dentista deve atuar ativamente na promogao
da saude bucal, orientando, motivando e capacitando o paciente (Sanz et al., 2020). Ainda
assim, observa-se com frequéncia a deposicdo de novos célculos dentérios, mesmo com
tais cuidados, tendo como uma das causas a baixa adesdo ao tratamento periodontal de
suporte (Echeverria et al., 2019).

A clorexidina € uma das substancias mais empregadas como adjuvante em
estagios mais avancados da periodontite, para o controle eficaz das bolsas periodontais,
apresentando propriedades anti-inflamatdria e antimicrobiana local, porém, podendo
causar alteracdo do paladar, pigmentacéo dos dentes e risco de resisténcia bacteriana pelo

seu uso continuo (Sun et al., 2024).

Além desses recursos terapéuticos, destaca-se o uso de antibidticos sistémicos, em
protocolos periodontais complementares, especialmente a combinagdo da amoxicilina ao
metrodinazol (Abdulkareem et al., 2021), levantando uma discussdo atual e de saude
publica sobre o aparecimento potencial de resisténcias bacterianas a esses medicamentos,
provocando o interesse na busca por novas alternativas terapéuticas (Ushanthika et al.,
2021).

Na tentativa de encontrar novas estratégias de acao que sejam menos invasivas,

varias ferramentas vém surgindo ao longo do tempo para reforgar essas abordagens,
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dentre eles, destacamos o laser, 0s agentes moduladores como as estatinas, os probioticos,
a terapia fotodindmica e com bacteri6fagos, mas que carecem de mais estudos cientificos
a fim de que sejam recomendadas de forma segura (Sanz et al., 2020; Abdulkareem et
al., 2021). Nessa perspectiva, 0s compostos bioativos devido aos seus mecanismos de
acao tém despertado o interesse dos pesquisadores e despontando como alternativas

promissoras para o tratamento da periodontite (Hashim et al., 2025).

3.4 COMPOSTOS BIOATIVOS DE ORIGEM VEGETAL APLICADOS AO
TRATAMENTO PERIODONTAL

Os compostos bioativos de origem vegetal sdo sintetizados pelo metabolismo
secundério das plantas e se distribuem em diferentes classes quimicas, que se distinguem
principalmente por suas formulas e estruturas moleculares (Santos, 2020). De forma
geral, esses metabolitos sdo organizados em trés grandes classes: terpenos, compostos
fendlicos e compostos nitrogenados secundarios (Figura 5) (Santos, 2020). A bioatividade
desses compostos esta relacionada a acdo antinflamatéria e antioxidante, tornando-se
eficazes no tratamento de doencas periodontais (Sorrenti et al., 2023).

Figura 5. Visdo simplificada das principais rotas de biossintese dos trés grupos de metabdlitos secundarios

e suas conexdes com o metabolismo primério do carbono (C).
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Fonte: Santos, 2020.
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O mecanismo de acdo dos compostos bioativos pode estar relacionado a interacéo
com a membrana celular dos microrganismos, aumentando sua fluidez e,
consequentemente, sua permeabilidade. Esse processo pode levar ao extravasamento do
conteddo intracelular e, em Gltima insténcia, a morte da célula (Nourbakhsh et al., 2022).
Além disso, essas substancias podem inibir enzimas essenciais ao metabolismo e a
viruléncia microbiana (Williams et al., 2020), bem como interferir na comunicacdo
intercelular dependente da densidade celular, blogqueando a expressao génica associada a

formacéo de biofilmes e a producéo de fatores de viruléncia (Hashim et al., 2025).

Para o tratamento da periodontite, o uso de constituintes fendlicos como
resveratrol (Figura 6a), curcumina (Figura 6b) e quercetina (Figura 6¢) tem mostrado
resultados promissores, uma vez que esses metabo6litos reduzem a expressao de citocinas
pré-inflamatorias, aumentam a expressdo de genes osteogénicos e inibem vias de
sinalizacdo, como NF-kB, demonstrando atividades anti-inflamatérias e osteogénicas

notaveis para a doenca (Tabela 4) (Inchingolo et al., 2022).

Quando combinados com carvacrol (Figura 6d) e epigalocatequina-galato (Figura
6e), esses principios ativos naturais citados acima, também exibem expressivas
propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas e antioxidantes, incluindo a modulagéo
da expressdo de MMP-2 e MMP-9, a inibigdo das vias MAPK, NF-kB e JAK/STAT, a
ativacdo da via Nrf2/ARE, além da reducdo na producdo de citocinas e do estresse
oxidativo local. Assim, tornando-se potenciais candidatos para o tratamento da
periodontite (Hashim et al., 2025).

Além de suas amplas atividades farmacologicas, esses agentes bioativos possuem
a vantagem de serem obtidos de fontes naturais. A curcumina, por exemplo, € sintetizada
nas raizes de Curcuma longa L. (Zingiberaceae) (circuma) (Al-Kattan, 2024); o
resveratrol é encontrado nas diversas estruturas da videira, inclusive nas uvas, folhas e
em seus produtos, como vinho tinto e passas (Capruciu, 2025); o carvacrol pode ser
extraido do Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) (tomilho) e do Origanum vulgare L.
(Lamiaceae) (orégano) (Sharifi-Rad et al., 2018); a quercetina é abundante em frutas
vermelhas e citricas, alem de cebolas e brocolis (David et al., 2016); e a catequina,
especialmente a epigalocatequina-3-galato (EGCG), é encontrada em Camellia sinensis
L. (Theaceae) (cha-da-india) (Musial et al., 2020).
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No tratamento da periodontite, o resveratrol atua limitando a formacéo de biofilme
e reduzindo a expressdo génica de fatores de viruléncia, como as fimbrias e as proteinases
Kgp e RgpA de P. gingivalis (Kugaji et al., 2019). Além disso, controla de forma
significativa a inflamacéo local e a endotoxemia sistémica (Zhang et al., 2022). Também
exibe propriedades regenerativas e anti-inflamatérias, modulando a via ERK/Wnt em
células-tronco gengivais e reduzindo a expressdo de TLR4, TNF-o e NF-xB (Tabela 4)
(Jiang et al., 2023).

Figura 6. Compostos que apresentam propriedades bioativas aplicadas no tratamento da periodontite.
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

A curcumina age reduzindo a expressdao de genes associados a fatores de
viruléncia, incluindo os de adesdo (fimA, hagA e hagB) e o0s que codificam proteinases
(rgpA, rgpB e kgp) em P. gingivalis (Kumbar et al., 2021). Atualmente, sua principal
forma de aplicacdo no tratamento periodontal € o gel de curcumina utilizado como

adjuvante a raspagem e alisamento radicular em pacientes com periodontite, apresentando
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efeito anti-inflamatorio, reducéo da profundidade de sondagem e diminuicéo dos niveis
salivares de procalcitonina, um marcador de inflamagéo sistémica (Abdel-Fatah et al.,
2023).

A quercetina, por sua vez, exerce a¢ao na regeneracdo do 0sso alveolar em casos
de periodontite. Devido a sua baixa solubilidade e biodisponibilidade oral, ela tem sido
administrada por meio de sistemas nanoestruturados, que permitem maior eficacia
terapéutica. Nessa forma, a quercetina propicia a modulacdo imunoldgica de macréfagos,
tem efeitos osteoimunomoduladores e restaura a capacidade osteoangiogénica das

células-tronco do ligamento periodontal (Tabela 4) (Yang et al., 2024).

No caso da EGCG, estudos experimentais em um modelo de periodontite induzida
por P. gingivalis demonstraram um pronunciado efeito anti-inflamatério, evidenciado
pela reducdo dos niveis das citocinas pré-inflamatorias IL-1p, IL-6, IL-17 e TNF-a na

gengiva dos camundongos tratados (Cai et al., 2015).

Em estudos baseados em simulacGes de docking e dindmica molecular, verificou-
se que quercetina, isovitexina (Figura 6f) e raponticina (Figura 6g) sdo capazes de inibir
a citocina pro-inflamatdria 1L-17 e seu receptor IL-17R, um eixo intimamente associado
a periodontite. Entre esses compostos, a isovitexina e a raponticina tiveram as maiores
afinidades de ligagdo e interagBes mais estaveis com as proteinas-alvo, modulando de
forma eficaz a via inflamatéria estudada. Esses resultados indicam que ambos os
fitogquimicos despontam como potenciais candidatos terapéuticos para o tratamento dessa
patologia (Lavu et al., 2025). Ja os resultados obtidos para quelidonina (Figura 6h),
rotenona (Figura 6i) e miricetina (Figura 6j) mostraram menores energias de ligacéo, além
de indicarem toxicidade insignificante. No entanto, ainda sdo necessarios estudos
adicionais in vitro e in vivo para confirmar a seguranca e a eficacia dessas substancias
(Saini et al., 2025).

6-shogaol (Figura 6k) é um composto majoritario presente nas raizes de Zingiber
officinale Roscoe (Zingiberaceae) (gengibre), pertencente a classe dos fenilpropanoides,
que possui efeitos anti-inflamatorias e antioxidantes. No tratamento da periodontite em
pacientes que possuem diabetes mellitus essa substancia neutralizou as espécies reativas
de oxigénio geradas a partir de produtos finais de glicacdo avancada, além de elevar os
niveis das enzimas antioxidantes heme oxigenase-1 e NAD(P)H quinona oxidoredutase
1, em relacédo as células expostas apenas aos produtos finais de glicacdo (Nonaka et al.,
2019).
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O éacido asiatico (Figura 61) € um triterpenoide obtido de Centella asiatica (L.)
Urban (Apiaceae) (centelha asiatica) que demonstra capacidade de suprimir a expressao
das citocinas pré-inflamatérias IL-6 e IL-8 induzidas pelo lipopolissacarideo de P.
gingivalis no tecido gengival. Na pesquisa, fibroblastos gengivais humanos e células de
macrofagos RAW264.7 foram pré-tratados com acido asiatico por uma hora antes da
exposicdo ao LPS. Os autores observaram que o composto bloqueia a ativagdo do NF-xB
induzida pelo LPS e reduz a producgdo de mediadores inflamatdrios (Hao et al., 2017).

A baicalina (Figura 7a) € um flavonoide glicosilado isolado de Scutellaria
baicalensis Georgi (Limiaceae), reconhecido por sua expressiva atividade anti-
inflamatoria e por seu uso terapéutico no manejo da periodontite (Cheng et al., 2025). No
estudo conduzido por Sun et al. (2016) em modelo animal, a administracdo de baicalina
a ratos infectados com P. gingivalis reduziu o dano periodontal e a reabsor¢do 6ssea

alveolar, efeito associado a diminuicdo da expressao dos receptores TLR2 e TLRA4.

O ester fenetilico do &cido cafeico (CAPE) (Figura 7b) é um composto fendlico,
presente na propolis e tem sido apontado como um potencial agente anti-inflamatorio para
o tratamento de doencas periodontais (Zhang et al., 2014) e pode ser obtido a partir de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Poaceae), conhecido como capim-limdo. Em
fibroblastos gengivais humanos estimulados com LPS, um componente da parede celular
da P. gingivalis, a aplicacdo de CAPE em concentragdes de até 40 uM reduziu a producéo
de citocinas IL-6, IL-8, do dxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e da ciclooxigenase-2
(COX-2) (Lietal., 2017).

A cinaropicrina (Figura 7c) é uma lactona sesquiterpénica com reconhecida acéo
anti-inflamatoria (Siedle et al., 2004), encontrada nas folhas de Cynara scolymus L.
(Asteraceae). Em fibroblastos gengivais humanos estimulados por LPS, esse agente
bioativo inibiu a sintese de mMRNA e proteina das citocinas I1L-6 e IL-8. Além disso, a
cinaropicrina reduziu de forma significativa a diferenciacdo de osteoclastos (Hayata et
al., 2018). De forma semelhante, o farrerol (Figura 7d), um 2,3-diidroflavonoide isolado
de Rhododendron ponticum subsp. baeticum (Boiss. & Reut.) Hand. Mazz. (Ericaceae),
também mostrou efeitos antibacterianos e anti-inflamatorios, modulando a producéo de

IL-6 e IL-8 em fibroblastos gengivais humanos (Wang et al., 2016).
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Tabela 4. Compostos com propriedades bioativas que podem ser utilizados como adjuvantes no tratamento periodontal.

N° Composto Acéo Formulario usado Efeitos colaterais esperados Referéncias
Anti-inflamatorio, Raros disturbios gastrointestinais,
1 Resveratrol o Enxaguante bucal ou gel o Botelho et al., 2009
antioxidante reacdo alérgica.
. Anti-inflamatdrio, . Abdel-Fatah et al.,
2 Curcumina o o ] Gel topico -
antioxidante, antimicrobiano 2023
. Anti-inflamatorio, . . o . .
3 Quercetina o Enxaguante bucal ou gel topico Reagdes alérgicas minimas David et al., 2016
antioxidante
A c | Antimicrobiano, ruptura de Enxaguante bucal ou gel de 6leo Irritacdo oral, sensacédo de Ciandrini et al.,
arvacro
biofilme essencial queimag&o 2014
Antimicrobiano, anti- Enxaguante bucal ou goma de L Steinmann et al.,
5 EGCG ] . o Possivel irritagdo leve
inflamatorio, antioxidante mascar 2013
6 Isovitexina - in vitro - Lavu et al., 2025
7 Raponticina - in vitro - Lavu et al., 2025
8 Quelidonina - in vitro - Saini et al., 2025
9 Rotenona - in vitro - Saini et al., 2025
10 Miricetina - in vitro - Saini et al., 2025
Anti-inflamatorias e
11 6-Shogaol o in vitro - Nonaka et al., 2019
antioxidantes
. L Antioxidante e anti-
12 Acido asiatico i . in vitro - Hao et al., 2017
inflamatorio
13 Baicalina Anti-inflamatoria in vitro - Sun et al., 2016
14 CAPE Anti-inflamatorio in vitro - Zhang et al., 2014
15 Cinaropicrina Anti-inflamatério in vitro - Hayata et al., 2018
Antibacteriana e anti-
16 Farrerol in vitro - Wang et al., 2016

inflamatéria
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17

18

19

20
21

22

23

Genisteina

Glicirrizina
Icariina

Oridonina

Plantamajoside
Silimarina

Acido Vérico

Regula a inducéo da Injecdo intraperitoneal diaria de

autofagia e inibe a ativacdo genisteina (20 mg/kg de peso
de osteoclastos corporal) durante trés semanas
Anti-inflamatorio in vitro

Anti-inflamatorios e )
) Injegdo a 0,1 ug mL™*
imunomoduladores

Anti-inflamatério in vitro
Anti-inflamatério in vitro
Antibacteriana e anti-
. L. in vitro
inflamatéria
Anti-inflamatoria in vitro

Bhattarai et al.
2017

Zhang et al., 2017
Zhang et al., 2018

Yuetal., 2019
Liuetal., 2019
Farzanegan et al.,
2019
Wang et al., 2016

Fonte: Adaptado de Hashim et al., 2025.
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A genisteina (Figura 7e) € um polifenol dietético abundante em derivados de
Glycine max (L.) Merrill (Fabaceae), popularmente conhecida como soja, e € amplamente
reconhecida por seus efeitos benéficos sobre o tecido 6sseo. Em modelo animal, a
administracdo intraperitoneal diaria de genisteina por trés semanas reduziu a perda 6ssea
alveolar induzida por LPS, bem como a degradacdo do tecido periodontal. Além disso, 0
tratamento com genisteina suprimiu a formacéo de osteoclastos e diminuiu a expressao
de marcadores inflamatérios na regido afetada em camundongos com periodontite
(Bhattarai et al., 2017).

Assim como observado para a cinaropicrina e o farrerol, a glicirrizina (Figura 7f),
um composto ativo presente nas raizes de Glycyrrhiza glabra L. (Fabaceae), conhecida
como alcaguz, também apresenta atividade anti-inflamatéria. Em estudos in vitro, a
glicirrizina reduziu a producdo de IL-6 e IL-8 induzida por LPS, além de diminuir a
expressao de COX-2 e iNOS. Esses resultados revelam que a glicirrizina exerce efeitos
anti-inflamatorios expressivos em fibroblastos gengivais humanos (Zhang et al., 2017).

A icariina (Figura 7g) é um flavonoide glicosilado predominante em espécies do
género Epimedium, amplamente utilizado na medicina tradicional chinesa. Em estudos
laboratoriais com miniporcos, a administrag@o local de icariina a 0,1 pg mL™" estimulou
a regeneracdo do tecido periodontal e apresentou efeitos anti-inflamatérios e
imunomoduladores (Zhang et al., 2018).

Outro metabolito que apresenta efeitos positivos no tratamento da periodontite €
a oridonina (Figura 7h), o principal terpeno isolado de Rabdosia rubescens (Hemsl.) H.
Hara (Lamiaceae), e € reconhecida por sua atividade anti-inflamatéria. No estudo de Yu
et al. (2019), os autores utilizaram um modelo in vitro de fibroblastos gengivais humanos
estimulados com LPS para avaliar tanto os efeitos anti-inflamatérios quanto o possivel
mecanismo de a¢do da oridonina. O composto, aplicado nas concentragdes de 10 a 30 pg
mL-1, foi administrado uma hora antes da exposic¢ao ao LPS. Os resultados demonstraram
que a oridonina reduziu significativamente a producdo dos mediadores inflamatorios IL-
6elL-8.

O plantamajosideo (Figura 7i) € um glicosideo fenilpropandide isolado da
Plantago asiatica L. (Plantaginaceae), que possui atividade anti-inflamatéria. Em
fibroblastos gengivais humanos estimulados com LPS de P. gengivais, mostram que o
plantamajosideo exerce efeitos anti-inflamatorios ao inibir a via de sinalizagéo
PI3K/AKT composta pela fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e pela proteina quinase B

(AKT). Essa inibicdo impede a ativagdo do fator de transcricdo NF-xB e,
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consequentemente, reduz a expressao de genes pro-inflamatorios em celulas expostas ao
LPS, o lipopolissacarideo bacteriano utilizado como estimulo inflamatério (Liu et al.,
2019).

Figura 7. Metabdlitos que apresentam propriedades bioativas aplicadas no tratamento da periodontite.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A combinagdo dos polifenois resveratrol e silimarina (Figura 7j) demonstra
potencial para atuar de forma antibacteriana e anti-inflamatdria nos tecidos periodontais.
O resveratrol reduz a secrecdo de IL-6 desencadeada por histamina em fibroblastos
gengivais humanos, enquanto a silimarina diminui a produgéo de TNF-a. De acordo com
0S autores, a associacdo entre esses dois compostos apresentou efeitos ainda mais
pronunciados. Assim, a mistura de resveratrol e silimarina suprimiu de maneira
significativa a resposta inflamatoria induzida por histamina em fibroblastos gengivais
cultivados, reduzindo os niveis de IL-6, IL-8, TPA-1 e TNF-a (Farzanegan et al., 2019).
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O acido veratrico (Figura 7k) € um acido benzoico simples encontrado em diversas
plantas e frutas e possui a¢Bes antioxidantes e anti-inflamatorias (Shin et al., 2013). Em
fibroblastos gengivais humanos, sua acdo foi avaliada frente a resposta inflamatoria
induzida por LPS. As células foram pré-tratadas com o composto por 1 hora antes da
estimulacdo com LPS. Os resultados indicaram que esse acido reduziu a producao de IL-
6 e IL-8 desencadeada por LPS, além de diminuir a expresséo das enzimas inflamatorias
INOS e COX-2 (Wang et al., 2016).

De modo geral, a literatura evidencia a necessidade de ampliar significativamente
os estudos in vivo, especialmente aqueles voltados a elucidacédo racional dos mecanismos
moleculares que regem as interagdes estruturais e funcionais entre 0s compostos bioativos
e seus alvos especificos. Investigacfes desse tipo podem esclarecer de que forma esses
metabolitos interferem diretamente nos fatores de viruléncia de bactérias
periodontopatogénicas, fornecendo bases cientificas sélidas para o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas adjuvantes (Hashim et al., 2025).

Hashim et al. (2025) também destacam limitacBes importantes que ainda
restringem o avancgo de agentes bioativos na pratica clinica, como a escassez de ensaios
clinicos robustos, a falta de padronizacdo nos desenhos experimentais e problemas
relacionados a baixa solubilidade em agua, reduzida biodisponibilidade e baixa
estabilidade oral de muitos fitoquimicos estudados.

Dentro desse panorama, a analise molecular do céalculo dental surge como uma
abordagem particularmente promissora. Estruturalmente estavel, o tartaro preserva
microrganismos orais, virus, proteinas humanas, metais pesados e residuos ambientais e
alimentares, constituindo um repositorio valioso de informacGes sobre a saude bucal
(Akcali; Lang, 2018). Essa caracteristica o torna um alvo relevante para estudos in silico,
permitindo ndo apenas investigar sua composi¢ao e processo de formacgdo, mas também
explorar compostos com potencial de agir especificamente sobre bactérias
periodontopatogénicas presentes no biofilme (Subbiah et al., 2022).

Nesse contexto, as simulacgdes de docking molecular despontam como ferramentas
eficazes para prever e analisar a interagdo de moléculas bioativas com determinados alvos
como o calculo dental, contribuindo para a identificacdo de agentes terapéuticos
inovadores (Forli et al., 2016). Esses recursos contribuem para a seletividade e
especificidade de determinados farmacos, reduzindo o risco de resisténcia antimicrobiana
de certas cepas e prevenindo a eliminacdo indiscriminada de espécies (Chorge et al.,
2024).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ALVOS PROTEICOS E A PREPARACAO DOS RECEPTORES

Foram utilizadas trés proteinas alvos associadas as bactérias do complexo
vermelho, cujas estruturas cristalograficas estdo depositadas no Protein Data Bank (PDB)
(Berman et al., 2000). As estruturas correspondem aos dominios cataliticos da Gingipaina
K (Kgp), uma protease lisina-especifica de P. gingivalis (codigo: 619A) (Guevara et al.,
2019), da Cistalisina de T. denticola (codigo: 1C70) (Krupka et al., 2000) e da Carilisina
de T. forsythia (codigo: 4IN9) (Guevara et al., 2013). Todas as estruturas foram
determinadas por difracdo de raios X em complexo com inibidores/ligantes co-
cristalizados e apresentam alta resolucéo (1,20 A para Kgp; 1,90 A para cistalisina; 1,55
A para carilisina), sendo adequadas para estudos de docking em nivel atbmico (Guevara
et al., 2019; Krupka et al., 2000; Guevara et al., 2013).

A preparacdo dos receptores seguiu o protocolo padronizado em AutoDockTools
(ADT), garantindo consisténcia entre os trés sistemas (Morris et al., 2009). Inicialmente,
os arquivos (.pdb) originais foram inspecionados para identificacdo das principais cadeias
e de componentes cristalograficos adicionais. Para cada alvo, manteve-se apenas a cadeia
proteica catalitica de interesse, eliminando cépias redundantes presentes na unidade
assimétrica e fragmentos de cadeias ndo envolvidos no sitio ativo. Moléculas de agua
cristalogréficas, ions e ligantes ndo desejados foram removidos, com excecdo de
componentes diretamente associados a estrutura/atividade do sitio catalitico quando
pertinentes, conforme anotado na entrada estrutural e discutido na literatura

correspondente.

Em seguida, procedeu-se a correcdo de eventuais inconsisténcias topoldgicas
simples, como residuos com ocupancia parcial ou lacunas distantes do sitio catalitico,
quando essas discrepancias poderiam interferir na definicdo geométrica do receptor. A
protonacdo dos residuos foi ajustada para condi¢des fisiolégicas (pH ~7,0), aplicando-se
0 modelo padrao de protonacdo implementados em AutoDockTools: hidrogénios polares
adicionados a residuos ionizaveis, levando em conta os estados de carga usuais para Asp,
Glu, Lys, Arg, His e N- e C-terminais (Morris et al., 2009). Paralelamente, foram
atribuidas cargas parciais de Gasteiger a todos os atomos, e, hidrogénios ndo polares
foram fundidos aos atomos pesados correspondentes, conforme o fluxo classico de
preparacdo de receptores na familia AutoDock/Vina (Gasteiger; Marsili, 1980; Morris et
al., 2009).
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Por fim, os tipos atdbmicos compativeis com o campo de for¢ca do AutoDock foram
definidos no ADT e cada proteina preparada foi salva no formato (.pdbqt), resultando nos
arquivos: 619A prepared.pdbqt, 1C70_prepared.pdbqt e 4IN9_prepared.pdbqgt. Esses
arquivos constituem as representaces finais dos receptores empregadas nas etapas

subsequentes de definicdo das caixas de docking e triagem virtual de ligantes.

4.2. CONSTRUC}AO E FILTRAGEM DA BIBLIOTECA DE LIGANTES
4.2.1. Origem dos Compostos e Limpeza Estrutural

A biblioteca inicial de ligantes foi obtida a partir do banco de dados COCONUT
(COlleCtion of Open Natural prodUcTs), um repositdrio agregado de produtos naturais
construido a partir de maltiplas fontes abertas e disponibilizado para aplicacfes em
quimioinformatica e descoberta de farmacos (Sorokina; Steinbeck, 2020). O conjunto

bruto foi utilizado em formato (.sdf).

Em um primeiro estagio, os compostos foram submetidos a uma etapa de
higienizacdo  estrutural utilizando a biblioteca RDKit (disponivel em:
<https://www.rdkit.org/>) uma ferramenta empregada para leitura, padronizacdo e
validacdo de estruturas quimicas, além de suportar calculos de descritores e rotinas de

preparo de dados para triagem virtual (Landrum et al., 2015).

Nessa fase, foram removidas moléculas com problemas estruturais criticos que
comprometeriam a robustez do pipeline nas etapas subsequentes, incluindo casos em que
a molécula ndo era interpretavel pelo RDKit (por exemplo, mol=None), falhas de
sanitizacdo e inconsisténcias quimicas detectadas durante a validacdo (como erros de

valéncia e conectividade incoerente).
4.2.2. Filtros de Alertas Estruturais (PAINS, BRENK, NIH)

Sobre o conjunto previamente higienizado, foram aplicados filtros de alertas
estruturais com o objetivo de priorizar a remocdo de moléculas contendo subestruturas
frequentemente associadas a interferéncia em triagens, além de grupos funcionais
considerados indesejaveis por risco de reatividade, instabilidade ou recorréncia de
problemas em bibliotecas de screening. Para isso, utilizou-se o RDKit por meio do
modulo FilterCatalog, configurado com os catalogos PAINS_A, PAINS B e PAINS C
(Baell; Holloway, 2010), alem do catadlogo BRENK (Brenk et al., 2008) e do conjunto
NIH disponibilizado como catalogo de exclus&o no préprio ecossistema do RDKIit.
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Os filtros PAINS reunem motivos subestruturais frequentemente relacionados a
falsos positivos em mdltiplos ensaios, enquanto os catalogos BRENK e NIH agregam
padrGes ligados a reatividade excessiva, instabilidade e fragmentos com historico
recorrente de problemas em triagens. O critério adotado foi estritamente excludente:
qualquer molécula que tivesse ao menos um match em qualquer um dos catalogos, foi
removida. Essa etapa foi executada no mesmo estagio de triagem em que os filtros fisico-
quimicos foram aplicados, com paralelizacdo por multiprocessing, visando reduzir a
probabilidade de avangar compostos com maior risco de comportamento artefatual ou

guimicamente indesejavel na selecéo inicial.
4.2.3. Filtros Fisico-Quimicos (Drug-Likeness Estrito)

As moléculas aprovadas na higienizacdo estrutural foram submetidas a um
conjunto de filtros fisico-quimicos conservadores, adotados para restringir a biblioteca a
um espago “drug-like” mais estrito em termos de tamanho, lipofilicidade, polaridade ¢
flexibilidade. Esses critérios foram definidos como uma janela operacional inspirada em
principios cléssicos de desenvolvimento de farmacos e biodisponibilidade oral, mas
ajustada de forma mais restritiva para reduzir custo computacional e priorizar substancias
com maior chance de desempenho em docking em fases posteriores (Lipinski et al., 1997;
Veber et al., 2002).

A etapa foi implementada no mesmo  fluxo do  script
coconut_filter_strict_parallel.py, com célculo de descritores no RDK:it, incluindo massa
molecular (MW), logP de Crippen (cLogP), area de superficie polar topolégica (TPSA) e
namero de ligacgdes rotaveis. O logP foi estimado pelo método de contribuicbes atbmicas
de Wildman—Crippen, amplamente utilizado em pipeline de triagem virtual (Wildman;
Crippen, 1999), e o TPSA foi calculado por abordagem fragmentaria baseada em
contribuicdes, associada a predi¢do de permeabilidade e transporte passivo (Ertl et al.,
2000). Foram retidas apenas moléculas que satisfizeram simultaneamente os seguintes
limites: 250 < MW < 450 Da, 1 < logP <4, 20 < TPSA < 100 A2 e ligagdes rotaveis < 6.
Os filtros fisico-quimicos foram aplicados conjuntamente aos filtros de alertas estruturais,
com paralelizagdo computacional por multiprocessing, de modo que qualquer molécula

reprovada em pelo menos um dos critérios fosse descartada.
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4.2.4. Remocao de Duplicatas e Reducao de Redundéancia Estrutural

Mesmo ap0s a triagem por alertas estruturais e por critérios fisico-quimicos, a
biblioteca resultante ainda poderia conter redundancia, tanto na forma de duplicatas
exatas quanto na forma de conjuntos de moléculas altamente similares, o que inflacionaria
o0 custo computacional do docking e poderia enviesar o ranking final por repeticdo de
quimiotipos. Para mitigar esse efeito, realizou-se primeiramente a deduplicacdo por
InChlKey candnico, mantendo-se apenas uma entrada por chave e removendo as
duplicatas exatas. O uso de InChl/InChlKey como identificador padronizado é
amplamente adotado para colapsar representacfes equivalentes de uma mesma estrutura

em pipeline de quimioinformatica (Heller et al., 2015).

Em seguida, aplicou-se uma etapa de reducdo de redundéncia por similaridade
baseada em fingerprints circulares e no coeficiente de Tanimoto. Uma estratégia classica
para comparar estruturas representadas por fingerprints binarios e controlar diversidade
quimica em bibliotecas (Bajusz et al., 2015). Foram geradas fingerprints Morgan/ECFP
com raio 2 e 2048 bits, que capturam ambientes topoldgicos locais e sdo amplamente
utilizadas para caracterizagdo molecular e comparacédo por similaridade (Rogers; Hahn,
2010).

A selecdo do subconjunto diverso foi realizada por um esquema sequencial do
tipo leader selection, no qual uma molécula s6 era promovida a “centro” quando
apresentava similaridade de Tanimoto < 0,7 em relacdo a todos os centros previamente
selecionados; caso contrério, era considerada redundante e ndo era mantida como novo
representante. Abordagens de clustering, selecdo de diversidade baseadas em fingerprints
e Tanimoto sdo amplamente empregadas para reduzir conjuntos grandes, preservando
cobertura de quimiotipos e evitando super-representacdo de séries altamente analogas
(Butina, 1999).

O conjunto final foi exportado no arquivo coconut_screen_ready_strict.sdf,
acompanhado do arquivo tabular coconut_screen_ready_strict.csv, e foi utilizado como
biblioteca consolidada para as etapas subsequentes de geracdo de conformagdes 3D e
triagem por docking multitarget. Toda a rotina foi executada com apoio do ecossistema
RDKit, utilizado tanto para geracdo de fingerprints quanto para operagOes de
padronizacdo e manipulacdo molecular. Essa estratégia prioriza diversidade quimica e

reduz viés por repeticdo de analogos, ao custo de uma abordagem conservadora que
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privilegia representantes por quimiotipo em detrimento da preservagdo de séries muito

proximas nesta fase inicial.

4.3. GERACAO DE ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS E PREPARACAO DOS
ARQUIVOS (.pdb/.pdbgt)

4.3.1. Geragéao de Conformac6es 3D (.pdb)

O conjunto final de ligantes selecionados apés as etapas de filtragem do banco
COCONUT foi preparado estruturalmente para o docking por meio do script
(generate_3d_and_pdbgt_meeko_parallel.py), desenvolvido para operar de forma
paralela sobre bibliotecas extensas. A primeira etapa consistiu na geracdo de uma
conformacdo tridimensional para cada molécula a partir das estruturas contidas em
coconut_screen_ready_strict.sdf, utilizando RDKit. Para cada ligante, hidrogénios
explicitos foram adicionados (Chem.AddHs) e mantidos ao longo do processo, uma vez

que etapas posteriores de preparacdo exigem hidrogénios explicitos.

A geometria 3D inicial foi gerada pelo algoritmo Experimental-Torsion
Knowledge Distance Geometry (ETKDG), na parametrizacdo ETKDGvV3 disponibilizada
no RDK:it, utilizando seed fixa (0XFOOD) para reprodutibilidade do embedding (Riniker;
Landrum, 2015). Moléculas que falharam no embedding (retorno diferente de zero) foram
descartadas nesta etapa, ndo gerando arquivo de saida correspondente. Cada ligante com
conformacdo 3D valida foi salvo individualmente em formato (.pdb), em diretério
dedicado, com nomenclatura baseada no identificador ja presente no SDF (_Name)
quando disponivel, ou, alternativamente, no padrdo mol_<chunk_id>_<indice> para

manter rastreabilidade do processamento.

Para viabilizar o processamento em larga escala, o script segmentou a biblioteca
em blocos de tamanho fixo (--chunk-size, padrdo 1000 ligantes) e distribuiu esses blocos
entre multiplos processos via multiprocessing, reduzindo o tempo total de preparacdo. O
total de moléculas com (.pdb) gerado foi reportado pelo resumo final do script (“Total

processed molecules”).
4.3.2. Conversao para (.pdbgt) COM MEEKO

Na sequéncia, as estruturas 3D geradas foram convertidas para o formato (.pdbqt),
requerido pelo AutoDock Vina e pelo ecossistema AutoDock para representar, além das

coordenadas atémicas, informacdes essenciais ao docking, como tipos atdbmicos, cargas
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parciais e a descricdo explicita de torsbes/ligacdo rotavel (Morris et al., 2009; Trott;
Olson, 2010; Eberhardt et al., 2021). Esse estagio foi realizado com a biblioteca Meeko,
que atua como uma camada de preparacdo molecular programéavel e de alto desempenho
para interoperabilidade com AutoDock/Vina, recebendo moléculas do RDKit ja com
geometria 3D e hidrogénios explicitos e produzindo uma representacao compativel com
(.pdbqt), incluindo percepcdo quimica, definicdo de ligacdes rotaveis e parametrizacdo
necessaria para o docking (Santos-Martins et al., 2025).

Para cada ligante, o script carregou a molécula preparada e a submeteu ao fluxo
de preparacdo do Meeko, gerando um arquivo (.pdbgt) individual salvo em diretério
dedicado e mantendo o mesmo identificador-base do PDB correspondente, preservando
rastreabilidade entre as etapas do pipeline. A conversédo para (.pdbqt) foi executada em
paralelo por chunks, seguindo a mesma estratégia de particionamento e distribuicédo por

multiprocessing usada na geracdo 3D, de modo a maximizar o aproveitamento de CPU.

O script também incorporou tratamento explicito de falhas: moléculas que
apresentaram erros em qualquer etapa (por exemplo, inconsisténcias quimicas residuais,
problemas de parametrizacdo ou falha na escrita do (.pdbqt)) tiveram as excecOes
registradas em log e foram automaticamente descartadas. Com isso, o conjunto final em
(.pdbqt) contém apenas ligantes que completaram com sucesso as etapas de geracao 3D
e parametrizacdo, estando prontos para as campanhas de docking multitarget no
AutoDock Vina (Trott; Olson, 2010; Eberhardt et al., 2021).

4.4. DEFINICAO DAS CAIXAS DE DOCKING

A caixa de busca do docking (grid box) foi definida no ADT a partir de evidéncias
estruturais dos complexos cristalograficos, utilizando como referéncia espacial os ligantes
co-cristalizados e a inspecdo do sitio catalitico de cada receptor (Morris et al., 2009). Para
cada proteina previamente preparada em (.pdbqgt) (619A prepared.pdbqt,
1C70_prepared.pdbqt e 4IN9_prepared.pdbqt), o respectivo ligante experimental foi
carregado apenas para orientar o posicionamento e a extensdo da caixa, sendo removido
antes das execucOes de docking, de modo a evitar qualquer interferéncia na busca

conformacional (Guevara et al., 2019; Krupka et al., 2000; Guevara et al., 2013).

A caixa foi ajustada manualmente para cobrir completamente o volume do sitio
de ligacdo observado experimentalmente e regides adjacentes, garantindo espaco para

acomodar ligantes estruturalmente diversos, o que é particularmente importante para
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bibliotecas de produtos naturais. Como verificacdo adicional, a delimitagdo do grid box
foi conferida visualmente para englobar residuos cataliticos e de reconhecimento
relevantes em cada sistema (Guevara et al., 2019; Krupka et al., 2000; Guevara et al.,
2013).

O centro da caixa foi definido a partir da posicdo do ligante co-cristalizado e as
dimensfes foram expandidas até cobrir confortavelmente a cavidade funcional e sub-
bolsbes adjacentes. As coordenadas finais do centro da caixa e os tamanhos em cada
dimensdo (em A) foram definidos (Tabela 5). Em todos os casos, a busca no Vina foi
definida exclusivamente pelos parametros de centro e dimensfes da caixa, mantendo
constantes os demais parametros do docking conforme o protocolo experimental, e as
dimensdes foram escolhidas para evitar truncamento do sitio e reduzir risco de poses
artificiais por restri¢do espacial (Trott; Olson, 2010; Eberhardt et al., 2021).

Tabela 5. Coordenadas finais do centro da grid box e os tamanhos em cada dimens&o (A) para as proteinas

virulentas das bactérias do complexo vermelho.

Centralizacéo Dimenséo
Proteinas center_x center_y center_z size_X size_ y size z
Gingipaina K 5,555 —16,617 7,942 42 44 42
Cistalisina 20,112 —6,859 21,182 54 46 46
Carilisina 105,821 111,594 —8,598 54 42 56

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

4.5. PROTOCOLO DE DOCKING MOLECULAR

O docking molecular foi conduzido com o AutoDock Vina (v1.2.7), aplicando um
protocolo padronizado aos trés alvos proteicos (Gingipaina K, Cistalisina e Carilisina).
Em todos os casos, foram utilizados os receptores previamente preparados em (.pdbqt) e
a biblioteca de ligantes em (.pdbqt) gerada a partir do conjunto
coconut_screen_ready_strict.sdf (apds filtragem, deduplicacdo e reducdo de
redundancia), garantindo consisténcia metodoldgica entre os alvos e possibilitando

comparacéo direta das afinidades estimadas.
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A execucdo em larga escala foi automatizada pelo script run_vina_batch.py, que
percorre todos os arquivos (.pdbqt) do diretorio de ligantes, constroi a linha de comando
do Vina para cada molécula e executa 0 docking via subprocess. Para cada ligante, o
script incorpora explicitamente os parametros da caixa de docking (centro e dimensdes)
previamente definidos para o alvo correspondente (--center_x, --center_y, --center_z, --
size_x, --size_y, --size_z) e mantém constantes os parametros globais do Vina:
exhaustiveness = 8, num_modes = 9, energy_range = 4,0 kcal/mol, seed = 12345, além
de controlar o nimero de threads por execucdo individual por meio de --cpu (definido

pelo argumento --cpu-per-job).

A triagem foi paralelizada em nivel de processo com multiprocessing.Pool,
permitindo executar maltiplos docking independentes e simultaneamente (--nprocs),
enguanto o namero de threads internos por job foi mantido sob controle para evitar
superalocacdo de nucleos. Os resultados foram gravados como arquivos individuais no
padrdo *_out.pdbqt em um diretério de saida especifico por alvo e, quando habilitado, o
script também gerou log por ligante (--log-dir) contendo o comando executado, a saida
padrdo (stdout), mensagens de erro (stderr) e o cddigo de retorno, permitindo auditoria
de falhas.

Ao final, o script reportou um resumo do total de ligantes processados, bem-
sucedidos e falhos (retorno diferente de zero), e a padronizacdo da estrutura de saida
viabilizou as etapas subsequentes de extracdo automatica de energias, classificacdo

geométrica das poses em relacdo ao sitio e identificacdo de hits multitarget consistentes.

4.6. DEFINICAO DOS SITIOS CATALITICOS E CLASSIFICACAO DAS POSES DE
DOCKING

A avaliacdo da relevancia funcional das poses geradas pelo docking foi baseada
em um critério geométrico objetivo: a proximidade minima entre a pose do ligante e um
conjunto de residuos representativos do sitio catalitico e dos sub-sitios imediatos de
reconhecimento de cada alvo. Para cada uma das proteases estudadas (Gingipaina K,
Cistalisina e Carilisina), foi definido um conjunto de residuos de referéncia incluindo
residuos cataliticos e residuos adjacentes relevantes para reconhecimento, selecionados a
partir da literatura estrutural associada as estruturas cristalogréficas e da inspe¢do dos
complexos co-cristalizados (Guevara et al., 2019; Krupka et al., 2000; Guevara et al.,
2013). (Tabela 6).
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Tabela 6. Residuos de referéncia representando o nucleo catalitico para o docking molecular.

Proteinas Residuos de Aminoéacidos

Gingipaina K ASP38 HSE*4 GLY*%, CYS*, ILE*'8, TRP®2, TRP5!3, ASpS16

Cistalisina VAL3® ALA®, TYR® TYR!Z, TYR ASNY'S, LYS?® PHE?3, ASP%%, ARG

Carilisina HISY4, LEUMS, TYR®™2, ILEY2, TYRY4 PROY, TYRY® TYRY, LYS!8, ARG

Fonte: Elaborada pela prdpria autora.

Com base nesses residuos, definiu-se operacionalmente uma “pose no sitio
catalitico” como aquela cuja menor distancia entre qualquer 4&tomo do ligante e qualquer
atomo pertencente ao conjunto de residuos de referéncia do receptor fosse < 5,0 A
(cutoff), um limiar pratico para discriminar ocupacao efetiva do sitio versus poses

periféricas dentro da caixa de busca (Trott; Olson, 2010).

A classificacdo sistematica das poses foi automatizada com o script
classify_poses_by site.py, desenvolvido para este projeto, que recebe como entrada o
receptor utilizado no docking (.pdb ou .pdbqt), o diretério contendo os arquivos de saida
do Vina para um alvo (arquivos .pdbqt, tipicamente *_out.pdbqgt) e a lista de residuos do
sitio informada como cadeia:residuo separada por virgulas, permitindo também omitir a
cadeia (por exemplo, :210 ou 210) para compatibilidade com casos em que a identificacdo

de cadeia ndo é confiavel.

Para cada ligante, o script extrai a energia associada a melhor solucdo reportada
pelo Vina a partir da primeira ocorréncia de REMARK VINA RESULT e reconstroi as
coordenadas do ligante a partir do primeiro modo (MODEL 1) quando o arquivo contém
multiplos modelos; caso ndo haja se¢des MODEL, todas as linhas ATOM/HETATM séo
tratadas como uma unica pose. Em seguida, sdo coletadas as coordenadas dos atomos dos
residuos de referéncia no receptor e é calculada a distancia minima entre o conjunto de
atomos do ligante e o conjunto de atomos do sitio, atribuindo-se a flag in_site

(True/False) conforme o cutoff definido. Falhas de parsing do ligante ou auséncia de
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atomos recuperaveis resultam em min_distance ausente e in_site=False, evitando falsos

positivos por erro de leitura.

Por fim, os resultados sdo consolidados em arquivos (.csv) por alvo (por exemplo,
619A site_classification.csv, 1C70 _site_classification.csv e
4IN9_site_classification.csv), contendo para cada ligante: ligand_id (derivado do nome
do arquivo), best_energy (kcal/mol), min_distance (A) e in_site (True/False), permitindo
filtrar rapidamente ligantes com boa afinidade e ocupacéo efetiva do sitio e sustentar a

etapa posterior de integracéo e ranking multitarget entre os trés alvos.
4.7. POS-PROCESSAMENTO, RANKING E INTERSECAO MULTITARGET

O pos-processamento dos resultados de docking teve como objetivo padronizar,
ranquear e selecionar hits multitarget de forma reprodutivel a partir dos arquivos de
classificacdo por sitio gerados na etapa anterior (*_site_classification.csv). Essa etapa foi
automatizada no script rank_and_select_multitarget_hits.py, que integra os resultados
dos trés alvos (Gingipaina K, Cistalisina e Carilisina) e aplica um fluxo Unico de: (i)
leitura e validagéo dos (.csv) por alvo, (ii) padronizacao dos identificadores (ligand_id)
para garantir comparabilidade entre campanhas, (iii) filtragem por ocupacdo do sitio
(in_site=True) e por afinidade prevista pelo AutoDock Vina, (iv) geracdo de ranking por
alvo e (v) construcdo de um conjunto final multitarget por intersecdo estrita (3/3),
reduzindo o impacto de ruido do scoring e variacGes de pose entre receptores (Trott;
Olson, 2010; Eberhardt et al., 2021).

Como entrada, o script utiliza os trés arquivos 619A_site classification.csv,
1C70_site_classification.csv e 4IN9_site_classification.csv, contendo ao menos
ligand_id, in_site e uma coluna de afinidade associada a melhor pose reportada pelo Vina
(por exemplo, best_energy). Durante o carregamento, sdo realizadas verificacbes de
consisténcia e padronizacbes (como conversdo de campos para tipos
numéricos/booleanos e normalizacdo de nomes), evitando que diferencas de formatacao

entre execucdes prejudiquem a comparacao e 0 ranqueamento.

Em seguida, para cada alvo, mantém-se apenas ligantes classificados como dentro
do sitio (in_site=True) e que satisfazem um limiar minimo de afinidade (por exemplo,
best energy < —7,0 kcal/mol), priorizando candidatos com interpretagcdo funcional mais
direta em termos de possivel inibicdo competitiva/ortostérica (Trott; Olson, 2010). Apos

a filtragem, os ligantes séo ordenados de forma deterministica por afinidade (valores mais
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negativos primeiro) e, quando aplicavel, restringe-se a analise aos Top N por alvo para

reduzir o espaco de busca da anélise multitarget sem perder os candidatos mais fortes.

A etapa multitarget € construida a partir da integracdo dos rankings por alvo em
uma tabela unica por ligand _id. Como neste trabalho foi adotado exclusivamente o
critério estrito 3/3, um ligante s6 foi mantido como hit multitarget quando apresentou
simultaneamente ocupacdo do sitio (in_site=True) e afinidade dentro do critério em todos
os trés alvos. Para priorizagdo final dos hits multitarget, o desempenho global foi
sintetizado por um escore de consenso baseado nas afinidades previstas nos trés sistemas
(por exemplo, soma das afinidades), permitindo ordenar candidatos que apresentam bom
desempenho de forma consistente nas trés proteinas e reduzir a probabilidade de selecdo
de falsos positivos especificos de um unico receptor (Trott; Olson, 2010; Eberhardt et al.,
2021).

Como saida, foram gerados arquivos de ranking por alvo e uma tabela consolidada
multitarget (por exemplo, multitarget_hits.csv) contendo as métricas por alvo e o escore
de consenso, viabilizando diretamente as etapas seguintes de inspecdo estrutural,

priorizacdo final e anotagcdo quimica/bioldgica dos hits.
4.8. CRITERIOS DE SELECAO DE HITS FINAIS

A selecdo dos hits finais foi conduzida com regras objetivas e rastreaveis,
combinando (i) afinidade prevista pelo AutoDock Vina, (ii) ocupacdo geométrica do sitio
catalitico (classificacdo in_site baseada na distancia minima aos residuos de referéncia) e
(iii) consisténcia multitarget entre os alvos (Gingipaina K, Cistalisina e Carilisina). O uso
integrado de critérios energéticos e geométricos busca reduzir falsos positivos associados
a limitacBes do scoring e a poses energeticamente favoraveis, porém posicionadas fora
da cavidade funcional, aumentando a interpretabilidade mecanistica dos candidatos
selecionados (Trott; Olson, 2010; Eberhardt et al., 2021). Neste trabalho foi adotado
exclusivamente o regime estrito 3/3, de modo que um ligante sé foi considerado hit final
quando apresentou evidéncia consistente de ocupacgédo do sitio catalitico em todos 0s

sistemas avaliados.

Em termos operacionais, a selecdo exigiu o atendimento simultaneo de duas
condicBes em cada um dos trés alvos: (1) um limiar minimo de afinidade por alvo, retendo
apenas ligantes com best_energy < —7,0 kcal/mol em Gingipaina K, Cistalisina e

Carilisina; e (2) um critério espacial de ocupacao do sitio, exigindo in_site = True nos
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trés alvos (3/3), conforme o cutoff geométrico definido no momento de classificacao.
Assim, o conjunto final de hits competitivos (“inibi¢ao no sitio”) foi definido como a
intersecdo estrita de ligantes que simultaneamente satisfizeram o critério energético e o
critério geométrico nos trés receptores, 0 que aumenta a robustez frente a diferencas
estruturais entre proteinas, ruido do scoring e variagdes na pose do melhor modo do

docking.

Para fins de analise exploratéria — sem integracdo ao conjunto final de hits
competitivos — ligantes que apresentaram afinidade favoravel, mas falharam no critério
in_site em pelo menos um alvo foi apenas registrado separadamente para inspecao
posterior e avaliacao de possiveis bolsdes periféricos/alostéricos, sem serem considerados
hits finais no regime 3/3. Dessa forma, os hits finais foram definidos de maneira estrita e

consistente por ocupacéo do sitio em 3/3 e afinidade minima nos trés alvos.
4.9. AMBIENTE COMPUTACIONAL

Todos os procedimentos de filtragem da biblioteca COCONUT, geracdo de
estruturas tridimensionais, preparacdo de receptores, definicdo das caixas de docking,
execucdo das campanhas de acoplamento molecular e pos-processamento dos resultados
foram realizados em ambiente Linux em estacdo de trabalho com CPU multi-core,
explorando paralelizacdo por mdaltiplos processos nas etapas de maior custo
computacional. A memédria RAM disponivel foi suficiente para manipulacdo de
bibliotecas em escala de dezenas de milhares de compostos, incluindo leitura/escrita de
(.sdf) e processamento em lote de milhares de arquivos (.pdbqt), sem necessidade de
particionamento manual por memoria. O pipeline foi implementado em Python 3.12 e
estruturado em scripts dedicados.

A filtragem e consolidacdo da biblioteca foi realizada com RDKit, empregado
para leitura e sanitizacdo estrutural, calculo de propriedades fisico-quimicas (MW, logP,
TPSA e ligacOes rotaveis), geracdo de fingerprints Morgan (raio 2; 2048 bits) e aplicagéo
de catalogos de alertas estruturais (PAINS_A/B/C, BRENK e NIH) via FilterCatalog
(Landrum et al., 2015; Baell; Holloway, 2010; Brenk et al., 2008). Essa etapa foi
implementada no script coconut_filter_strict_parallel.py, combinando uma fase paralela
(multiprocessing) para sanitizagdo/filtros/célculo de descritores com uma fase serial no
processo principal para deduplicacdo por InChlKey (Heller et al., 2015) e leader
clustering por similaridade de Tanimoto com fingerprints circulares Morgan/ECFP

(Rogers; Hahn, 2010), diminuindo redundéncia estrutural e preservando diversidade
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quimica (Butina, 1999). Como saida, foi gerada a biblioteca final consolidada

(coconut_screen_ready_strict.sdf) e um arquivo tabular associado.

A geracgéo de conformagdes 3D e a preparacdo dos ligantes foram realizadas no
script  generate_3d_and_pdbqt_meeko_parallel.py, com  paralelizacdo  por
multiprocessing e segmentacdo por blocos (--chunk-size). A conformacédo 3D inicial foi
gerada via ETKDGv3 do RDKit, com seed fixa para reprodutibilidade, seguindo
principios de distance geometry informada e uso de conhecimento torsional experimental
para melhorar a qualidade de conformac6es iniciais (Riniker; Landrum, 2015). Na
sequéncia, as estruturas foram convertidas para (.pdbqt) com a biblioteca Meeko, que
automatiza a preparacdo de ligantes para AutoDock/Vina por meio de percepg¢do quimica,
definicdo de ligagdes rotaveis e parametrizacdo compativel com esse formato (Santos-
Martins et al., 2025). Apenas moléculas cuja escrita do (.pdbqt) retornou sucesso, foram

mantidas para o docking, evitando propagar estruturas invalidas.

Campanhas de docking foram executadas com AutoDock Vina v1.2.7, invocado
via executavel vina e orquestrado pelo script run_vina_batch.py, mantendo um protocolo
padronizado de busca e controle de reprodutibilidade (Trott; Olson, 2010; Eberhardt et
al., 2021). A triagem foi paralelizada em nivel de processo (--nprocs) e o numero de
threads internos por instancia do Vina foi controlado via --cpu-per-job (passado ao
parametro --cpu), reduzindo contencdo por superalocacdo de nucleos. Os resultados
foram gravados como arquivos individuais (*_out.pdbqt) por ligante e, quando habilitado,
log por ligante foram gerados em diretdrio dedicado (--log-dir) contendo stdout/stderr e

cddigo de retorno para auditoria de falhas.

O pos-processamento foi automatizado em duas fases: primeiro, as poses foram
classificadas quanto a ocupacdo do sitio catalitico no script classify_poses by site.py,
utilizando um cutoff geométrico baseado na distancia minima entre atomos do ligante e
residuos de referéncia; em seguida, a integracdo multitarget e o ranking final foram
conduzidos no script rank_and_select_multitarget_hits.py, adotando-se exclusivamente
o critério estrito 3/3 (ligante elegivel no sitio em todos os trés alvos) e priorizagdo por

consenso de afinidade, gerando saidas consolidadas para inspecédo e anotacao.

Por fim, a rastreabilidade e 0 acompanhamento do processamento foram obtidos
por mensagens de progresso e sumarios impressos pelos scripts, podendo ser persistidos
como logs por redirecionamento da saida padrdo; para transparéncia do custo

computacional e reprodutibilidade, recomenda-se reportar em tabela, para cada fase
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(filtragem, geracdo 3D/PDBQT e docking por alvo), o nimero de moléculas processadas,
o namero final de moléculas validas e o tempo total, idealmente também normalizado por
1.000 ligantes.

4.10. PREDICAO DE INTERACOES PROTEINA-LIGANTE COM PLIP E
VISUALIZACAO ESTRUTURAL NO PYMOL

A predicéo de interagdes intermoleculares entre os ligantes selecionados e os trés
alvos proteicos foi realizada a partir dos complexos proteina—ligante em coordenadas
atdbmicas (.pdb), contendo simultaneamente o receptor e o ligante de interesse na pose
final do docking. Para padronizar a analise, cada complexo foi salvo como um arquivo
PDB Unico, garantindo que o ligante estivesse definido como heteroatomo (HETATM) e
que a identidade do ligante (resname/ID) fosse consistente ao longo dos alvos. Em
seguida, as interacBes foram calculadas com o PLIP (Protein—Ligand Interaction
Profiler) (Salentin et al., 2015), que identifica automaticamente contatos proteina—ligante
a partir de critérios geométricos e quimicos. Para cada complexo, o PLIP foi executado
em modo de analise de estrutura, detectando e classificando as principais categorias de
interagdo (ligacdes de hidrogénio, contatos hidrofdbicos, pontes salinas, interacdes n—m e
n—cation, além de outras quando aplicaveis), e produzindo como saida um relatorio

estruturado e arquivos auxiliares para inspecéo.

A visualizacdo e a producdo das figuras foram conduzidas no PyMOL (disponivel
em: <https://www.pymol.org/>), utilizando os mesmos complexos analisados no PLIP,
com foco em duas escalas complementares: (i) viséo global do alvo para contextualizar a
localizacdo do ligante na superficie, e (ii) zoom do sitio para detalhar residuos e
interacbes. Em cada estrutura, a proteina foi representada como superficie
semitransparente combinada com cartoon para evidenciar a topologia global, enquanto o
ligante foi exibido em sticks com coloracdo contrastante. Para o painel ampliado, os
residuos do sitio e/ou aqueles reportados pelo PLIP como participantes de interagdes
foram selecionados e mostrados em sticks, com rétulos apenas para 0s residuos
diretamente envolvidos. As interacOes previstas foram desenhadas como elementos
gréficos sobrepostos: ligagdes de hidrogénio foram destacadas como linhas rosa,
enquanto contatos hidrofobicos foram representados como linhas tracejadas cinza,
seguindo um padréo visual Unico entre os trés alvos para facilitar comparagdo. As figuras
finais foram geradas por renderizacdo de alta qualidade (ray tracing) e exportadas em alta

resolucdo, mantendo a mesma orientacdo de camera e escala quando possivel, e com

60



indicacdo explicita da regido ampliada por elipses/contornos e linhas-guia ligando a visao

global ao detalhe do sitio.

4.11. PREDICAO IN SILICO DE PROPRIEDADES ADME E AVALIACAO DE
BIODISPONIBILIDADE ORAL (SWISSADME)

Para caracterizar, de forma padronizada, o perfil de propriedades fisico-quimicas
associado a biodisponibilidade oral dos hits selecionados, foram gerados graficos do tipo
Radar de biodisponibilidade com a plataforma SwissADME (Absorc¢édo, Distribuicéo,
Metabolismo e Excrecdo). Para cada composto, foi utilizado como entrada o cédigo
SMILES correspondente a estrutura quimica do ligante. Esses SMILES foram obtidos a
partir da etapa de anotagéo/identificacdo dos ligantes no pipeline, garantindo que cada
string representasse exatamente o composto associado ao respectivo ligand id. Em
seguida, cada SMILES foi inserido individualmente no campo de consulta do

SwissADME e a predicéo foi executada com as configurac6es padréo da ferramenta.

A partir do SMILES fornecido, o SwissADME calcula automaticamente
descritores-chave (incluindo lipofilicidade, tamanho molecular, polaridade, solubilidade,
flexibilidade e grau de insaturacdo) e os sintetiza no Radar de biodisponibilidae, no qual
o poligono do composto ¢ comparado a uma faixa de referéncia (“4rea rosa”) que
representa intervalos tipicos considerados favoraveis para biodisponibilidade oral. Neste
trabalho, esses graficos foram utilizados como um instrumento comparativo entre 0s
candidatos finais, permitindo identificar rapidamente moléculas com perfil global
compativel com a zona recomendada e aquelas que extrapolam limites em eixos

especificos.
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5. RESULTADOS
5.1. COMPOSICAO FINAL DA BIBLIOTECA MOLECULAR

A curadoria do banco COCONUT foi conduzida para obter uma biblioteca de
produtos naturais em escala manejavel, com qualidade estrutural adequada para triagem
virtual e diversidade quimica preservada. O conjunto inicial continha 715.818 moléculas
em formato (.sdf). A filtragem foi realizada por um pipeline automatizado em Python
utilizando RDK:it, com execugéo paralela (nprocs = 20), combinando limpeza estrutural,
exclusdo por alertas subestruturais, filtros fisico-quimicos estritos e reducdo de

redundancia por similaridade.

Apo6s a sanitizagdo/higienizacdo estrutural, foram aplicados filtros de alertas
estruturais (PAINS, BRENK e NIH) com critério estritamente excludente, visando
reduzir o avanco de compostos frequentemente associados a interferéncia em triagens e
comportamento artefatual (Baell; Holloway, 2010; Brenk et al., 2008). Na sequéncia,
foram aplicados filtros fisico-quimicos conservadores (250 < MW <450 Da, 1 < logP <
4, 20 < TPSA < 100 A2 e ligagdes rotaveis < 6), resultando em 57.476 candidatos

provaveis.

Para controlar redundancia, realizou-se deduplicacdo por InChlKey, removendo
844 duplicatas exatas (Heller et al., 2015). Em seguida, foi aplicada reducdo de
redundancia por similaridade com fingerprints Morgan (raio = 2; 2048 bits) e indice de
Tanimoto < 0,7 em um esquema sequencial de selecdo de centros, removendo 32.607
moléculas como redundantes (Rogers; Hahn, 2010). O quantitativo de 24.025 compostos
foi exportado como coconut_screen_ready_strict.sdf, acompanhado do arquivo tabular
coconut_screen_ready_strict.csv, para geragdo 3D no RDKit.

Durante a geracdo das estruturas 3D e a conversdo para (.pdbgt), 254 moléculas
apresentaram erro, totalizando 23.771 compostos finais que constituiram a biblioteca

definitiva para a realizacdo do docking multitarget.

5.2. DISTRIBUICAO GLOBAL DAS AFINIDADES POR ALVO

A distribuicdo global das afinidades previstas (kcal/mol), obtidas a partir da
melhor pose de cada ligante, revelou perfis distintos entre os alvos avaliados. Para a

Gingipaina K, os escores variaram até —19,66, com Q1 =—7,58, mediana =—6,93 ¢ Q3 =
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—6,39, indicando uma distribui¢cdo concentrada em valores moderados e uma cauda
limitada de ligantes com escores altamente favoraveis. Para a Cistalisina, observou-se um
deslocamento da distribui¢do para valores mais negativos, com minimo de —11,72, Q1 =
—8,46, mediana = —7,80 ¢ Q3 = —7,09, sugerindo uma maior propor¢ao de ligantes com
escores favoraveis nesse alvo. Esse deslocamento foi ainda mais acentuado para a
Carilisina, que apresentou minimo de —20,66, Q1 =—9,19, mediana =—8,29 ¢ Q3 =—7,57,
refletindo, no contexto do escore do AutoDock Vina, uma maior frequéncia de poses com

valores mais negativos (Figura 8).

Em conjunto, esses resultados demonstram que a mesma biblioteca molecular
gerou distribuicfes de escore distintas para cada receptor sob o mesmo protocolo de
docking. Essas diferencgas refletem variagdes no comportamento do modelo de pontuacéo
e na exploracdo conformacional especifica de cada sistema, ndo devendo ser interpretadas
como medidas diretamente comparaveis de afinidade real entre proteinas diferentes.
Ainda assim, 0 contraste entre as distribuicbes fornece um panorama quantitativo
relevante para contextualizar o0s estagios subsequentes de analise, incluindo a
classificacdo geométrica das poses em relacdo ao sitio catalitico, o ranqueamento
especifico por alvo e a selecdo multitarget baseada em critérios combinados.

Figura 8. Distribui¢des globais das afinidades previstas (AutoDock Vina) por alvo. Resumo estatistico das
energias do melhor modo de docking (best_energy, kcal/mol) para os trés receptores: Gingipaina K,
Cistalisina e Carilisina; n = 23.771 ligantes por alvo). A linha horizontal representa o intervalo do minimo
até o primeiro quartil (Q1); a caixa representa o intervalo interquartil (IQR = Q1-Q3); e o trago interno

indica a mediana. Valores mais negativos correspondem a escores de docking mais favoraveis segundo a
funcdo de pontuacdo do Vina.

Distribuigdes globais de afinidade (resumo: minimo, Q1, mediana, Q3)

Gingipaina K (619A) | n=23771

Cistalisina (1C70) li n=23771

Carilisina (4IN9) | n=23771

' v T :
-20 -18 -16 -14 -12 -10 -8 -6
Vina best_energy (kcal/mol)

== Linha: minimo » Q1 =] Caixa: IQR (Q1-Q3) === Traco: mediana

Fonte: Elaborada pela propria autora.
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5.3. OCUPACAO DO SITIO: IN_SITE VS OUT _SITE (CUTOFF =5,0 A)

Os resultados evidenciaram diferencas marcantes entre os receptores quanto a
ocupacdo do sitio ativo pela melhor pose dos ligantes. Para a Cistalisina, 20.008 dos
23.771 ligantes (84,17%) apresentaram a melhor pose classificada como in_site, enquanto
3.763 (15,83%) foram classificados como out_site. Na Carilisina, a ocupacéo do sitio foi
ainda mais pronunciada, com 23.290 ligantes (97,98%) classificados como in_site e
apenas 481 (2,02%) como out_site. Em contraste, a Kgp apresentou um padréo oposto,
no qual a maioria dos ligantes teve a melhor pose fora do sitio catalitico: apenas 2.004
ligantes (8,43%) foram classificados como in_site, enquanto 21.767 (91,57%)

permaneceram out_site (Figura 9; Tabela 7).

Figura 9. Ocupagcdo do sitio catalitico pelas melhores poses de docking (cutoff = 5,0 A). Gréafico de barras
mostrando, para cada alvo (1C70, 4IN9 e 619A), a porcentagem de ligantes cuja melhor pose (best_energy)
foi classificada como dentro do sitio (in_site = True) ou fora do sitio (in_site = False), com base na menor
distancia (min_distance) entre atomos do ligante e residuos de referéncia do sitio (min_distance < 5,0 A).
n = 23.771 ligantes por alvo.

Ocupacao do sitio catalitico (cutoff = 5,0 A)
5100

B Dentro do sitio (%)
I Fora do sitio (%)

[==]
o

[=2]
o

40

20

Porcentagem de ligantes (%

Cistalisina (1C70) Carilisina (4IN9) Gingipafnas K (619A)

Fonte: Elaborada pela prdpria autora.
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Tabela 7. Ocupagcdo do sitio catalitico pelas melhores poses de docking por alvo (cutoff = 5,0 A). Ndmero
absoluto e porcentagem de ligantes classificados como in_site ou out_site em cada receptor, considerando
a melhor pose por ligante (menor best_energy) e o critério geométrico min_distance < 5,0 A. n = 23.771

ligantes por alvo.

) ) Porcentagem de Porcentagem
Numero de poses NUmero de poses

Alvo Total . . poses dentro do  de poses fora
dentro do sitio fora do sitio » .
sitio do sitio
Cistalisina 23771 20008 3763 84,17% 15,83%
Carilisina 23771 23290 481 97,98% 2,02%
Gingipaina K 23771 2004 21767 8,43% 91,57%

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Essas diferencas indicam que, sob o modelo de pontuacao e a estratégia de busca
adotados, a melhor solugdo reportada pelo AutoDock Vina tende a se localizar na
cavidade catalitica da Cistalisina e da Carilisina para a maioria dos ligantes, enquanto, na
Gingipaina K, a melhor pose € mais frequentemente posicionada fora do sitio definido
pelos residuos de referéncia. Essa discrepancia tem implicacdes diretas para 0 pos-
processamento dos resultados e justifica a priorizacdo de critérios combinados que
incluam a ocupacdo do sitio (in_site), evitando que poses energeticamente favoraveis,
porém fora da regido funcional, dominem o ranqueamento. Além disso, considerando que
0 Vina reporta maltiplos modos por ligante, analises complementares podem selecionar,
para cada composto, o melhor modo localizado no sitio ativo entre os modos disponiveis,
reduzindo o risco de que poses periféricas com escores ligeiramente mais favoraveis

obscurecam interacdes ortostéricas relevantes.

5.4. TOP HITS POR ALVO (RANKING INDIVIDUAL)

Os resultados de ranqueamento por energia evidenciaram comportamentos
distintos entre os alvos. Para a Kgp, grande parte dos ligantes melhor pontuados teve a
melhor pose fora do sitio catalitico (in_site = False), exigindo a analise em dois recortes:
um ranking global por energia e um ranking restrito ao sitio, focado em ligantes
compativeis com ocupacao ortostérica. Em contraste, para a cistalisina e a carilisina, 0s
ligantes melhor ranqueados permaneceram predominantemente no sitio catalitico (in_site

= True), tornando o ranking energético mais diretamente interpretavel. A Carilisina
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apresentou, ainda, escores geralmente mais negativos, refletindo diferencas no

comportamento do scoring entre os sistemas, e ndo afinidades reais comparaveis entre

proteinas. Portanto, dois perfis emergiram: Cistalisina e Carilisina com top hits

majoritariamente in_site, e Gingipaina K com necessidade de filtragem adicional por

ocupacdo do sitio (Tabela 8).

Tabela 8. Top 10 ligantes por alvo (ranking individual) e afinidade prevista pelo AutoDock Vina

(best_energy, kcal/mol).

Cistalisina Carilisina Gingipaina K
Ranking
Ligantes Afinidade Ligantes Afinidade Ligantes Afinidade
1 mol_5_268 11724  mol_15 491  -20.658 mol_6_729 -17.507
2 mol_4_348 11649  mol_12 307  -20.369  mol 17 383  -16.187
3 mol_20 888  -11.600 mol 9 259  -20.124  mol 19 961  -15.681
4 mol_16_10 -11.421 mol_19 71 -19.691  mol_17 219  -15.263
5 mol_5_199 11321 mol_10 314  -19589  mol 19 893  -15.151
6 mol_22 607  -11.283  mol_11 468  -18.723 mol_6_126 -14.572
7 mol_20 451  -11.244 mol_24 9 -18.407 mol_7_495 -14.040
8 mol_18_241 -11.244 mol_6_729 -18.262 mol_19 712 -14.034
9 mol 13 983  -11.212  mol_19 527  -18.184  mol 15 914  -13.913
10 mol_22 368  -11.212  mol_16 493  -18.056  mol 1 136  -13.857

Fonte: Elaborada pela préopria autora.

5.5. CONSISTENCIA MULTITARGET E SELECAO FINAL POR CONSENSO

Ap0s a aplicacdo do cutoff energético, 8.811 dos 23.771 ligantes que passaram

pelo docking (37,1%) exibiram afinidade satisfatoria simultanea nos trés alvos. A selecdo
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final adotou o critério estrito de ocupacdo do sitio em todos os receptores (3/3 in_site),
resultando em 296 ligantes, o que corresponde a 3,36% dos elegiveis por afinidade e a
1,25% do total p6s-docking. Esses 296 ligantes foram priorizados pelo valor médio de
energia entre os trés alvos (E_mean), visando selecionar candidatos com desempenho
equilibrado. O conjunto principal reportado corresponde aos 80 ligantes com E_mean
mais favoravel, cujas energias médias variaram aproximadamente de —10,65 a —9,34
kcal/mol, mantendo simultaneamente a ocupacdo do sitio catalitico em todos os alvos
(Tabela 11 — Anexo).

5.6. HIT MULTITARGET PRINCIPAL: ANALISE COMPARATIVA NOS TRES
ALVOS

A aplicacdo do consenso multitarget com critério estrito de ocupacdo do sitio (3/3
in_site) e cutoff energético comum resultou em um conjunto final de hits com ocupacao
consistente da cavidade catalitica nos trés receptores. Esses ligantes foram ranqueados
por um escore de consenso baseado nas afinidades combinadas entre os alvos, priorizando
desempenho equilibrado. O Top 10 final redne os candidatos mais robustos, com bons
escores simultaneos em Gingipaina K, Cistalisina e Carilisina, e é apresentado na Tabela
9, juntamente com as afinidades por alvo, os rankings individuais e o escore de consenso

global.

Em seguida, os compostos do Top 10 foram anotados quimicamente por
identificadores do COCONUT (InChlKey, nome, ID e SMILES) para garantir
rastreabilidade e facilitar etapas posteriores de curadoria e interpretacéo estrutural. Essa
anotacdo é apresentada na Tabela 10, permitindo vincular cada ligand_id do pipeline aos
respectivos registros quimicos, reduzindo ambiguidade e possibilitando reprodutibilidade

do conjunto final.
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Tabela 9. Top 10 candidatos multitarget (3/3 in_site) com melhor consenso energético entre Gingipaina K,

Cistalisina e Carilisina.

Cistalisina Carilisina Gingipaina K
Ligante Suw(z,;f/miodl;:\ de

Afinidade Rank Afinidade Rank Afinidade Rank

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
mol_18_267 -8.599 4832 -14.618 196 -12.268 49 -35.485
mol_12_803 -8.932 3016 -13.435 615 -11.680 107 -34.047
mol_16_59 -8.736 4020 -13.609 520 -11.494 135 -33.839
mol_22_155 -10.808 38 -10.932 2226 -8.253 335 -29.993
mol_1 481 -10.429 112 -10.403 2595 -8.894 312 -29.726
mol_5_367 -10.739 49 -10.579 2450 -8.272 333 -29.590
mol_0_343 -9.995 356 -11.533 1926 -8.012 358 -29.540
mol_0_899 -10.267 177 -10.844 2268 -8.194 339 -29.305
mol_5 159 -10.223 203 -10.698 2358 -8.370 328 -29.291
mol_14 957 -10.559 76 -10.296 2704 -8.315 330 -29.169

Fonte: Elaborada pela prépria autora
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Tabela 10. Identificacdo quimica dos Top 10 hits multitarget (3/3). Ligand_id do pipeline e anotagdo correspondente no COCONUT (InChlKey, nome, identificador CNP e
SMILES).

Ligand_id InChlKey Name Identifier Smiles
KDFQABSFVYLGPM-  1-(1-methyl-2-oxo0-5-phenyl-3H-1,4-benzodiazepin-3- Cclcccc(NC(=O)NC2N=C(c3cccee3)c3ccccc3N
mol_18_267 UHFFFAOYSA-N yl)-3-(3-methylphenyl)urea CNP0277213.0 (C)C2=0)c1
N-[(6aS,8S)-2-(5-chloro-2-methoxyphenyl)-6,11- _ _
XOIUKMRZCKJIXAA- . ) N " CNCC(=0)N[C@H]1C[C@H]2C(=0)Nc3ccc(-
mol_12 803 KSSEIOAISA-N dioxo 6{:1,7,8,_9 tetrahydro-5H pyrrplo[2,1 _ CNP0591052.1 c4cc(Cl)cecd0C)ce3C(=0)N2C1
c][1,4]benzodiazepin-8-yl]-2-(methylamino)acetamide
YDPUVJFHVSAJSZ- N-benzyl-3-[(3S)-2,5-diox0-3,4-dihydro-1H-1,4- CN(Cclcceecl)C(=0O)CC[C@@H]1NC(=0)c2c
mol_16_59 KRWDZBQOSA-N benzodiazepin-3-yl]-N-methylpropanamide CNP0310204.1 cccc2NC1=0
mol 22 155 LTDIMIUZRAXQDV- 2-[(1'-acetyl-4-ox0-3,4-dihydrospiro[chromene-2,4'- CNP0572590.0 CC(=0)N1CCC2(CC1)CC(=0O)clcc(OCC(=0O)N
= UHFFFAOYSA-N piperidin]-6-yl)oxy]-N-(4-methylbenzyl)acetamide ' Cc3ccc(C)ee3)cecl02
i (3aR,10aS)-2-(cyclohexanecarbonyl)-8-(3- COclccecc(-
mol_1_481 '%ﬁ;\(ﬂv?gggi'ﬁ methoxyphenyl)-4-methyl-1,3.3a,10a- CNP0016509.1  c2cce3c(c2)O[C@H]2CN(C(=0)CACCCCCA)C]
tetrahydropyrrolo[3,4-b][1,4]benzoxazepin-5-one C@H]2N(C)C3=0)c1
~ ~{N}[[(1~{R},2~{R},4~{S},5~{R})-5-(2-methyI-5- Cnlnc(-
mol_5_367 NCT%E;\Q;(%%F;ZA?SN phenyl-pyrazol-3-yhquinuclidin-2-ylmethyl]-1,3-  CNP0010982.1  c2cceee2)ccl[C@H]LCIN@]2CC[C@H]LCC@
benzodioxole-5-carboxamide @H]2CNC(=0)clccc2c(cl)OC0O2
N-[(3S,3aR,6S,6aR)-3-[[4-(4-phenylphenyl)pyrimidin- _
WWXKFRDVUQFIDQ- -y i ’ i O=C(N[C@H]1CO[C@H]2[C@@H]10C[C@
mol_0_343 CIRSTVEYSA-N 2-ylJlamino]-2,3,3a,5,6,6a hexahydrofur_o[3,2 b]furan CNP0411686.1 @H]2Nc1ncee(-c2coe(-c3ecceed)ec2)n1)CLCC
6-yl]cyclopropanecarboxamide
mol 0 899 KYUAOMWDTQZNKQ- 1-(4-phenylpiperazin-1-yl)-2-[(3R,4S)-3-[(5-pyridin-2- CNP0011291 1 O=C(C[C@@H]1CCNC[C@@H]1Cclcc(-
- = SFTDATJTSA-N yl-1,2-oxazol-3-yl)methyl]piperidin-4-yl]ethanone ' c2cceen2)on1)N1CCN(c2ccecc2)CCl
mol 5159 pisRNDIXDSKAFL-  -2enzyl-3-[[(1~{R},2~{R}4~{S},5{R})-5-(5- CNPO011366.1  Cping(C2CCCC2)cel[C@H]ICIN@]2CC[C@

cyclopentyl-2-methyl-pyrazol-3-yl)quinuclidin-2-
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mol_14 957

BDTNDASRSA-N

RYUYJWKHQLDRNA-
FQEVSTIZSA-N

yllmethyl]urea

1-[(6S)-2-phenyl-6,8-dihydro-5H-imidazo[2,1-
c][1,4]oxazin-6-yl]-N-(quinolin-2- CNP0495414.1
ylmethyl)methanamine

H]1C[C@@H]2CNC(=0O)NCclcccecl

clcee(-

c2cn3c(n2)CO[C@@H](CNCc2cccdceccccdn2)C

3)ccl

Fonte: Elaborada pela propria autora.
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Dentre os inibidores testados virtualmente, o resultado mais promissor com a Kgp
de P. gingivalis mostrou que o ligante lider estd acomodado em uma cavidade delimitada
pelos residuos rotulados ASP388 TYR3® TRP¥! TRP%3, ASN° e TYR®2 que
compdem o microambiente imediato do bolso de ligacdo observado no zoom. O arranjo
desses residuos define um pocket com carater misto: de um lado, a presenca de ASP388
e ASN°2 indicando a disponibilidade de grupos polares no interior/entrada da cavidade;
de outro, a cavidade ¢é fortemente moldada por residuos aromaticos e hidrofébicos, como
TRP¥! TRP® ¢ TYR®?, que formam parte da parede do sitio e contribuem para o
contorno estérico que envolve o ligante. TYR®® aparece adjacente a essa regio,
completando a moldura do bolso na vizinhanga do composto, sugerindo que a ancoragem
ocorre em um segmento do pocket onde ha simultaneamente espaco para encaixe do

esqueleto aromatico do ligante e pontos de interacdo polar.

Quanto as interacdes explicitamente indicadas na Figura 10, o ligante estabelece
uma ligagdo de hidrogénio representada pela linha rosa, localizada na regido préxima de
ASP38 TRP**! TRP®S o que sugere um contato polar especifico que ajuda a “fixar” a
pose no sitio. Em paralelo, a estabilizacdo é reforcada por contatos hidrofébicos (linhas
tracejadas cinza) distribuidos ao longo do ligante, envolvendo principalmente os residuos
aromaticos ASN®1?, TYR®®® e TYR®!2, consistentes com empacotamento apolar contra as
paredes do pocket.
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Figura 10. Complexo do ligante lider no sitio catalitico da Kgp de P. gingivalis. A direita, a proteina é
mostrada em superficie semitransparente (cinza) e cartoon (cinza), com o ligante em sticks (verde)
posicionado na cavidade catalitica; o circulo vermelho destaca a regido do sitio e sua localizagdo no
contexto global da estrutura. A esquerda, um zoom do sitio evidencia os principais residuos de contato com
o ligante (ASP3®, TYR3®? TRP%! TRP°3, ASN°? e TYR®?), ilustrando o padrdo de ancoragem do
composto na cavidade ativa. Ligagdes de hidrogénio sdo indicadas por linhas rosa, enquanto contatos
hidrofdbicos séo representados por linhas tracejadas cinza. As elipses e linhas vermelhas indicam a area

ampliada e a correspondéncia entre a visao global e o detalhe do sitio.

TYR 389

TRP 513

ASN 510

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O ligante lider aparece acomodado em uma cavidade bem definida da Carilisina
de T. forsythia, delimitada pelos residuos rotulados TYR%®, VAL2 ¢ PROY®, que
compdem o microambiente imediato do pocket observado no zoom (Figura 11). A
disposicao desses residuos sugere um bolso relativamente compacto, em que a cavidade
combina um componente hidrofobico, associado principalmente a VAL e a propria
cadeia lateral de PRO", que contribuem para o contorno estérico e apolar do sitio, com
a presenca de um residuo aromatico/polarizavel (TYR%) que marca uma das bordas do
pocket. No painel global, a posicao do ligante destaca que a ancoragem ocorre dentro da
depressdo mostrada na superficie, indicando que a pose apresentada esta inserida no

interior da cavidade e ndo em uma regido superficial aleatdria.

Quanto as interacOes explicitamente indicadas, o ligante estabelece ligacGes de
hidrogénio representadas por linhas rosas, concentradas na regido central do composto e

direcionadas ao entorno de PRO'", sugerindo um ponto de ancoragem polar importante
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nessa vizinhanca imediata. Além disso, observam-se contatos hidrofébicos (linhas
tracejadas cinza) conectando o ligante a TYR!% e VAL, consistentes com estabilizagéo

apolar ao longo das extremidades do ligante dentro do pocket.

Figura 11. Complexo do ligante lider no sitio catalitico da Carilisina de T. forsyhtia (4IN9). A direita, a
proteina é mostrada em superficie semitransparente e cartoon (cinza), com o ligante em sticks (verde)
acomodado na cavidade catalitica; o circulo vermelho delimita a regido do sitio e sua localizagdo no
contexto estrutural global. A esquerda, o zoom do sitio evidencia os principais residuos envolvidos na
estabilizacdo da pose (TYR%, VAL®? e PRO). LigagOes de hidrogénio sdo indicadas por linhas rosa,
enquanto contatos hidrofébicos sdo representados por linhas tracejadas cinza. As elipses e linhas vermelhas

indicam a area ampliada e a correspondéncia entre a visao global e o detalhe do sitio.

TYR 106 x

VAL 152

A

PRO 175

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A Figura 12 evidencia que o ligante lider esta encaixado no bolso catalitico de
Cistalisina de T. denticola, cercado principalmente por residuos apolares (VAL®, LEUY’,
VAL® VAL, ILE?, MET?™) e por um “anel” aromatico que molda a cavidade (TYR®,
TYR'?, TYR4 PHE?®). Esse conjunto delimita um pocket majoritariamente
hidrofobico, com superficies rigidas fornecidas por tirosinas/fenilalanina e ajuste estérico

dado por valinas/isoleucina/leucina/metionina.

No detalhamento das interacfes, predominam contatos hidrofobicos (tracejado
cinza) entre o ligante e VAL, LEUY, TYR®, VAL®, VAL®, ILE?®, MET?"! e PHE?",
Ha também ligacOes de hidrogénio (linhas rosas) envolvendo o ligante e a regido de
TYRZ/TYR e MET?™, que ajudam a orientar a pose dentro do sitio. O ligante lider
estd encaixado no bolso catalitico de Cistalisina de T. denticola, cercado principalmente
por residuos apolares (VAL®®, LEUY, VAL®% VAL®, ILE?%, MET?™) e por um “anel”
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aromatico que molda a cavidade (TYR®, TYR!?, TYR!? PHE?®). Esse conjunto
delimita um pocket majoritariamente hidrofébico, com superficies rigidas fornecidas por

tirosinas/fenilalanina e ajuste estérico dado por valinas/isoleucina/leucina/metionina.

Figura 12. Complexo do ligante lider no sitio catalitico da Cistalisina de T. denticola (1C70). A direita, a
proteina é apresentada em superficie semitransparente e cartoon (cinza), com o ligante em sticks (verde)
posicionado na cavidade catalitica; o circulo vermelho destaca a regido do sitio e sua localizagdo no
contexto estrutural global. A esquerda, o zoom do sitio evidencia os principais residuos que estabilizam a
pose e delimitam o bolso de ligacdo (VALS3®, LEUY, TYR®, TYR!S, TYR! VAL®, VAL®, ILE?®,
MET?™t e PHE?™). LigagGes de hidrogénio sdo indicadas por linhas rosa, enquanto contatos hidrofébicos
sdo representados por linhas tracejadas cinza. As elipses e linhas vermelhas indicam a area ampliada e a

correspondéncia entre a visdo global e o detalhe do sitio.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

5.7. PREVISAO ADME DOS COMPOSTOS TOP 10

A avaliacdo do perfil ADME e das propriedades fisico-quimicas preditas indicou
que mol_22 155, mol_0_343, mol_5 367 e mol_0_899, representados pelos poligonos
em vermelho, apresentaram o conjunto mais equilibrado de caracteristicas associadas a
biodisponibilidade oral, com uma distribuicdo uniforme na area rosada (Figura 13). Esses
compostos exibiram lipofilicidade moderada, pesos moleculares dentro da faixa
recomendada (< 450 g/mol), polaridade adequada e solubilidade predita aceitavel. Além
disso, apresentaram fracio Csp® compativel com boa complexidade estrutural e
flexibilidade molecular moderada, favorecendo interacdes proteina—ligante (Tabela 12).

No entanto, compostos como mol_18 267, mol_16 59 e mol_14 957, apesar de
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apresentarem os demais parametros adequados, exibiram insaturacdo fora dos padrdes,

respectivamente, 0,12/0,25/0,22 o que pode representar limitagfes farmacocinéticas.

Os diagramas BOILED-Egg indicaram que a maioria dos compostos:
mol_18 267, mol_1 481, mol 5 367, mol 0 899, mol 5 159 e mol 14 957,
apresentaram potencial penetracdo na barreira hematoencefalica, estando contidos no
circulo amarelo, com possibilidade de agir no sistema nervoso central, o que ndo €
esperado. Os compostos mol_22 155, mol_0 343, mol_12 803 e mol_16 59,
apresentaram consideravel probabilidade de absorcdo intestinal, sem indicacdo de
permeabilidade pela barreira hematoencefalica e também, mostraram-se substratos da P-
gp, ou seja, com menor absorcao pelo trato gastro-intestinal, representado pelo ponto azul,
0 que é esperado para compostos que tenham indicacdes aplicacdo topica oral, como

enxaguantes, pastas dentais, microdispositivos orais (Figura 14).

Portanto, diante da analise dos perfis do radar de disponibilidade e do diagrama
de BOILED-Egg, as moléculas mol_22 155 e mol_0 343 sdo indicadas como o0s
candidatos com perfil farmacocinético mais favoravel para administracdo oral, tendo o
primeiro resultado obtido as propriedades fisico-quimicas e perfil farmacocinéticos

preditos mais equilibrados.
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Figura 13. Perfis de Radar de biodisponibilidade (SwissADME) dos 10 hits finais (Top 10 multitarget),
mostrando a adequacdo simultanea as faixas consideradas favoraveis para biodisponibilidade oral. Em cada
radar, os seis eixos representam LIPO (lipofilicidade), SIZE (tamanho), POLAR (polaridade), INSOLU
(insolubilidade), INSATU (insaturacdo) e FLEX (flexibilidade). A area rosa indica a zona de propriedades

desejavel; o poligono vermelho corresponde as propriedades previstas para cada composto. Painéis: a)
mol_18 267; b) mol_12_803; c) mol_16_59; d) mol_22_155; e) mol_1 481; f) mol_5_367; g) mol_0_343;
h) mol_0_899; i) mol_5_159; j) mol_14 957.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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Tabela 12. Propriedades fisico-quimicas e perfil farmacocinético preditos (in silico) dos compostos selecionados, incluindo lipofilicidade (XLOGP3), peso molecular (MW),
polaridade superficial total (TPSA), solubilidade aquosa estimada (ESOL), fracdo de carbonos sp? (Csp?) e flexibilidade molecular (nimero de ligacdes rotaveis), avaliados com

base em critérios de drug-likeness e potencial de biodisponibilidade oral.

Parametros mol_18 267 mol_12 803 mol 16 59 mol 22 155 mol_1 481 mol 5 367 mol 0 343 mol 0 899 mol 5 159 mol_14 957

(0,7 < XLOGP3 <

5 3.79 174 1.50 2.42 421 3.39 3.10 253 3.24 2550
(150 p m‘g; 00 39546 442.90 351.40 436,50 43453 444,53 442,51 445 56 42158 370.45
(20 < T}F;?)A <130 73.80 99.77 7851 84.94 50.08 68.62 85.37 7450 62.19 51.97
(-6 < Logs < 0) 481 357 291 -3.89 5.20 472 4.48 412 423 3.94
(025 = Fraction 0.12 0.32 0.25 0.40 0.46 0.38 0.35 0.42 0.60 0.22
sp’ < 1)
(ligagdes rotaveis, 5 6 6 7 4 6 7 7 8 5

n)

Fonte: Elaborada pela prdpria autora.
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Figura 14. Diagramas BOILED-Egg dos 10 hits finais (Top 10 multitarget). Os graficos apresentam a
relacdo entre WLOGP (eixo y) e TPSA (eixo x) para cada composto (painéis a—j: a = mol_18 267, b =
mol_12 803, ¢ = mol_16 59, d = mol 22 155, e = mol_1 481, f = mol_5 367, g = mol 0 343, h =
mol_0 899, i = mol_5 159, j = mol_14 957). A regido amarela (BBB) indica a faixa de propriedades
associada a permeabilidade pela barreira hematoencefalica, enquanto a regido branca (HIA) indica a faixa
associada a alta absorgdo intestinal humana. Os marcadores indicam o status previsto de substrato da P-

glicoproteina: PGP+ (azul) e PGP— (vermelho).

a b c
d e f
g h i
]

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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A molécula mol_22 155 esta presente no Top 10 que representa o conjunto de
ligantes com desempenho equilibrado entre os trés alvos, além de conter os desempenhos
mais adequados nos parametros ADME e BOILED-Egg. Na imagem (Figura 15), o
ligante mol_22_ 155 aparece acomodado em uma cavidade superficial/bolso delimitado
principalmente por ALA%®” e ASP3 em uma extremidade, e por ASP*? e PRO*® na
regido oposta, com participacdo lateral de LYS*2, ALA*? e TYR*®, Esse arranjo sugere
um microambiente misto, no qual dois residuos acidos (ASP3 e ASP452) conferem forte
componente polar/aniénico ao bolso, enquanto ALA/ALA*?% e PRO*2 contribuem com
contorno hidrofobico/estérico e TYR*?® adiciona uma parede aromatica que ajuda a
“moldar” a cavidade ao redor do ligante. LY S*??, por sua vez, posiciona uma cadeia lateral
carregada que tende a atuar como elemento de reconhecimento eletrostatico e de

orientacdo do composto dentro do sitio.

Quanto as interagdes indicadas no zoom, observa-se uma ligacdo de hidrogénio
(linha rosa) conectando o ligante ao entorno polar do pocket, coerente com o papel de
ASP3®&/ASP*2 como pontos de ancoragem para grupos doadores/aceptores do ligante.
Em paralelo, a estabilizacdo € reforcada por contatos hidrofobicos (tracejado cinza)
distribuidos ao longo do esqueleto do ligante, envolvendo principalmente a vizinhanca de
ALABTALAS PRO*® ¢ a face aromatica de TYR*®, o que é compativel com
empacotamento apolar e complementaridade estérica. No conjunto, a pose mostrada
combina um “pino” polar (H-bond) com maltiplos contatos apolares, um padréo tipico de
acomodacdo estdvel quando a cavidade oferece simultaneamente pontos de
reconhecimento eletrostatico e paredes hidrofobicas para travar o ligante na geometria

observada.
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Figura 15. Visualizagdo do complexo 619A-mol_22 155 na gingipaina K (P. gingivalis). A direita, a
proteina é apresentada em superficie semitransparente e cartoon (cinza), com o ligante em sticks (verde)
acomodado na cavidade; o circulo vermelho destaca a regido do sitio e sua posi¢do no contexto estrutural
global. A esquerda, o zoom evidencia os residuos do microambiente de ligacio (ALA3®7, ASP388 | Y42
ALA3, TYR*5, ASP*2 ¢ PRO*?) e as principais interacdes intermoleculares observadas. LigacGes de
hidrogénio sdo mostradas como linhas rosa, enquanto contatos hidrofobicos sdo indicados por linhas
tracejadas cinza. As elipses e linhas vermelhas indicam a area ampliada e a correspondéncia entre a visdo

global e o detalhe do sitio.

ASP 388

LYS 422

I ASP 452

PRO 453

TYR 425

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Em relagdo a proteina Carilisina, a molécula mol_22_155 acomoda-se em uma
depressdo bem definida da proteina, claramente inserido no interior da cavidade destacada
na visao de superficie. O zoom mostra que o bolso onde o0 composto se ancora € delimitado
principalmente por TYR®, TYR'? ALA'* e VAL compondo um microambiente
misto: VAL e ALA?* contribuem para o contorno apolar/estérico do pocket, enquanto
TYR% ¢ TYR!? introduzem uma borda aromatica que tende a moldar a cavidade e

oferecer superficie para empacotamento do esqueleto do ligante.

Quanto as interacdes indicadas, o ligante estabelece uma ligacdo de hidrogénio
(linha rosa) com TYR, sugerindo um ponto de ancoragem polar que ajuda a orientar a
pose no sitio. A estabilizacdo é reforcada por contatos hidrofobicos (tracejado cinza)
envolvendo VAL, consistentes com encaixe apolar de uma das extremidades do ligante
contra a parede do pocket. Além disso, observa-se uma interagdo z-stacking (tracejado

laranja) com TYR?, compativel com empilhamento/aromatico entre o anel do ligante e
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o0 anel fenolico do residuo, o que tende a contribuir para a fixacdo do ndcleo aromatico

do composto dentro da cavidade (Figura 16).

Figura 16. Visualizagdo do ligante mol_22_155 no sitio catalitico do alvo 4IN9 (Carilisina de T. forsythia).
A esquerda, a proteina é mostrada em superficie semitransparente e cartoon (cinza), com o ligante em sticks
(verde) acomodado na cavidade; o circulo vermelho delimita a regido do sitio e sua localizagdo no contexto
estrutural global. A direita, 0 zoom destaca os principais residuos do microambiente imediato do bolso de
ligacdo (TYR, TYR, ALA™* e VAL™) e as interacOes intermoleculares observadas. LigacGes de
hidrogénio sdo indicadas por linhas rosa, contatos hidrofébicos por linhas tracejadas cinza e interagdes m-
stacking por linhas tracejadas laranja. As elipses e linhas vermelhas indicam a area ampliada e a

correspondéncia entre a visdo global e o detalhe do sitio.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Para a Cistalisina a molécula mol_22_155 aparece acomodada no sitio de ligacéo,
em uma regido delimitada por um nicleo majoritariamente apolar formado por VAL®%,
VAL®, ALA%A e ALA%B que contribuem para o ajuste estérico e o “encaixe” do
esqueleto do ligante. Esse microambiente € complementado por residuos aromaticos, em
especial TYR® e PHE?", que definem uma parede rigida do pocket e favorecem a
estabilizagdo por empacotamento e interagdes com sistemas aromaticos. MET? surge
como componente adicional da cavidade, reforcando o carater hidrofébico local,
enquanto ASP?%® marca uma borda mais polar do sitio, sugerindo um ponto potencial de

ancoragem eletrostatica/polar na periferia imediata do ligante.
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Quanto as interacdes explicitamente indicadas, observa-se que a pose é sustentada
por uma combinacdo de ligacdes de hidrogénio (linhas rosa) e contatos hidrofobicos
(tracejado cinza). As ligacbes de hidrogénio aparecem associadas ao entorno de
VAL%®/VAL® e também na regido proxima de TYR®*, sugerindo um alinhamento do
ligante guiado por contatos polares que ajudam a orientar a conformacéo dentro do bolso.
Em paralelo, predominam contatos hidrofobicos com ALA%A/ALA%E  além de
interagbes apolares com MET?' e PHE?"®, consistentes com estabilizacdo por
complementaridade de superficie. Adicionalmente, as linhas tracejadas laranja indicam
interacbes do tipo ™SkiNg associando o sistema aromatico do ligante a residuos
aromaticos do sitio (notadamente TYR®/PHE?"), o que reforca o travamento da pose e a
manuteng&o do ligante no interior da cavidade observada no painel global (Figura 17).

Figura 17. Visualizacdo do ligante mol_22_155 no sitio de ligacdo do alvo 1C70 (Cistalisina de T.
denticola). A direita, a proteina ¢ mostrada em superficie semitransparente e cartoon (cinza), com o ligante
em sticks (verde) posicionado na cavidade; o circulo vermelho destaca a regido do sitio e sua localizagéo
no contexto estrutural global. A esquerda, o zoom do sitio evidencia os principais residuos que delimitam
e estabilizam a pose (VAL®, VAL®, TYR®, ALA%A ALA%B PHE?®, MET?"! e ASP%¥). LigacGes de
hidrogénio séo indicadas por linhas rosa; contatos hidrofébicos por linhas tracejadas cinza; e interacdes z-
stacking por linhas tracejadas laranja. As elipses e linhas vermelhas indicam a area ampliada e a

correspondéncia entre a viséo global e o detalhe do sitio.

K
ALA 96B
PHE 273

MET 271

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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6. DISCUSSAO

A periodontite ¢ uma doenca inflamatdria cronica de elevada prevaléncia mundial
e reconhecida como um relevante problema de satde publica (Papapanou et al., 2018).
Sua progressao compromete de forma significativa a qualidade de vida, com impactos
fisicos, funcionais e psicossociais, incluindo perda dentéaria, disfuncdo mastigatoria,
comprometimento estético, reducdo da autoestima e agravamento de doencas sistémicas
(Reynolds; Duane, 2018; Kwon et al., 2021; Hashim et al., 2024; Freitas et al., 2025).
Diante desse cenario, 0 manejo da periodontite ndo se restringe a resolucdo de sinais
clinicos locais, mas demanda abordagens terapéuticas capazes de contribuir para a
restauracdo do equilibrio sistémico, psicolégico e social do individuo (Wulandari et al.,
2022).

O tratamento convencional baseia-se principalmente na remocdo mecanica do
biofilme bacteriano por meio de raspagem e alisamento radicular, frequentemente
associada a procedimentos cirdrgicos e terapias adjuvantes (Abdulkareem et al., 2021).
Embora essas intervencdes apresentem resultados clinicos favoraveis, suas limitac6es sdo
bem documentadas, incluindo recorréncia da doenca, efeitos adversos pds-tratamento e o
surgimento de resisténcia microbiana associada ao uso de antibioticos (Sanz et al., 2020;
Kaufmann et al., 2020; Tawfig, 2023). Essas restricdes reforcam a necessidade de

estratégias terapéuticas complementares, mais seletivas e biologicamente direcionadas.

Sob a perspectiva etioldgica, a periodontite € uma condi¢cdo multifatorial
fortemente associada a disbiose microbiana e a evasdo da resposta imune do hospedeiro
(Kwon et al., 2021). Nesse contexto, bactérias do complexo vermelho desempenham
papel central na progressdo da doenca, ndo apenas pela sua presenca no biofilme, mas
principalmente pela acdo de seus fatores de viruléncia, capazes de modular a resposta
imunoldgica, intensificar o processo inflamatério e promover a destruicdo do tecido
periodontal (Dashper et al., 2011; Diego et al., 2014; Schéffer & Andrukhov, 2024;
Yashnova et al., 2025).

Entre esses fatores de viruléncia, destacam-se trés proteases-chave: a Kgp de P.
gingivalis, envolvidas em mdultiplas etapas do processo infeccioso, incluindo adesao,
colonizacdo, aquisicdo de nutrientes e modulagao da resposta imune (Guo et al., 2010); a
Cistalisina de T. denticola, que contribui para a producéo de piruvato e H.S, favorecendo
a obtencdo e o compartilhamento de nutrientes em bolsas periodontais profundas, além

de intensificar sangramentos gengivais e a progresséo da doenga (Chu et al., 1994; 1999;
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2002); e a Carilisina de T. forsythia, que inibe mecanismos imunoldgicos antimicrobianos
do hospedeiro, exacerba a resposta inflamatdria e induz destrui¢éo do tecido periodontal,
favorecendo a persisténcia desse microrganismo no ambiente patoldgico (Jusko et al.,
2012; Bryzek et al., 2014).

Os resultados de docking molecular obtidos neste estudo fornecem evidéncias
estruturais relevantes para a exploracdo dessas proteases como alvos terapéuticos.
Observou-se um deslocamento progressivo para valores mais negativos nas distribui¢oes
de afinidade para Kgp de P. gingivalis (—6,93 kcal/mol), Cistalisina de T. denticola (=7,80
kcal/mol) e Carilisina de T. forsythia (—8,29 kcal/mol). Nesse contexto, a Carilisina
apresentou o melhor desempenho em termos de compatibilidade geométrica e fisico-
quimica entre o pocket amostrado e 0 espaco quimico da biblioteca, de acordo com o
modelo de pontuacdo do AutoDock Vina (Trott; Olson, 2010).

Entretanto, valores mais negativos em docking molecular devem ser interpretados
com cautela, pois podem refletir cavidades mais amplas e permissivas, maior contribuicdo
hidrofébica no calculo do score ou limitagdes de parametrizacdo, especialmente no caso
de metaloproteases. Nessas enzimas, a presenca e a coordenacdo do metal catalitico
podem distorcer tanto a geometria quanto a energia prevista quando o método nao
descreve a coordenacdo metalica de forma realista (Trott; Olson, 2010; Kacprzak et al.,
2010). Para a Carilisina, o deslocamento observado é consistente com sua natureza MMP-
like e com a tendéncia do docking em gerar scores mais favoraveis em cavidades amplas
e hidrofébicas; ainda assim, esses achados exigem validacdo adicional por inspecédo

estrutural detalhada e aplicacao de filtros antiartefato.

A analise do sitio de ocupacio (cutoff = 5 A) reforca essa interpretagao estrutural.
A Carilisina apresentou o maior percentual de poses localizadas no sitio catalitico
(~98%), enquanto a Kgp exibiu apenas ~8% de ocupacao nessa regido. Esse padrdo indica
que, para a Kgp, os scores obtidos pelo Vina frequentemente derivam de pockets
periféricos, e ndo do ndcleo catalitico, uma vez que aproximadamente 92% das poses
ficaram fora da regido definida como sitio de ocupacdo. Esse comportamento é coerente
com o perfil funcional da Kgp, cujos inibidores classicos sdo, em geral, peptidomiméticos
e dependem de encaixe altamente especifico no sitio ativo (Cerda-Costa et al., 2020; Wu
et al., 2019). Assim, os resultados sugerem que uma biblioteca drug-like de produtos

naturais tende a favorecer sitios alternativos nessa protease, enquanto, para Cistalisina e

84



Carilisina, a cavidade catalitica principal se apresenta como o sitio geometricamente mais

favoravel.

As visualizagdes estruturais do melhor ligante nos trés alvos corroboram essas
observacdes ao permitir distinguir entre um bom valor de score e um modo de ligagédo
estruturalmente plausivel. Em todas as proteinas, os ligantes se posicionaram no interior
da cavidade, estabelecendo um padrdo tipico de interacbes, com predominancia de
contatos hidrofébicos, incluindo residuos aroméaticos como TYR e TRP, e a formacao de

ligacGes de hidrogénio com residuos polares do sitio.

Diante desses achados, a inibicdo simultanea dessas proteases de viruléncia
emerge como uma estratégia promissora para reduzir a patogenicidade do biofilme
periodontal. A abordagem multitarget proposta neste estudo, sustentada pelos resultados
de docking molecular, busca enfraquecer o consércio bacteriano por meio da modulagéo
seletiva de fatores de viruléncia, em vez da eliminacdo indiscriminada dos
microrganismos. Essa estratégia tem potencial para reduzir a pressdo seletiva por

resisténcia e contribuir para a manutencéo ou restauracao do equilibrio ecoldgico oral.

Os resultados apresentados reforcam a viabilidade estrutural dessa estratégia ao
indicar candidatos capazes de interagir de forma plausivel com sitios cataliticos ou
regides funcionalmente relevantes das trés proteases avaliadas. Embora o docking
represente uma etapa exploratéria e ndo substitua validacdes experimentais, os achados
fornecem uma base racional consistente para a priorizacdo de compostos com potencial
modulador multitarget de fatores de viruléncia criticos da periodontite, em consonéancia
com evidéncias prévias sobre o uso de compostos bioativos naturais (Sun et al., 2016; Li
et al., 2017; Hayata et al., 2019; Liu et al., 2019; Saini et al., 2025; Chorge et al., 2024;
Hashim et al., 2025).

Nesse contexto, 0s produtos naturais destacam-se como alternativas adjuvantes
promissoras, devido as suas propriedades anti-inflamatorias, imunomoduladoras,
antioxidantes e antimicrobianas (Sorrenti et al., 2023; Yang et al., 2024; Lavu et al.,
2025). A integracdo dessas evidéncias com os resultados de docking apresentados neste
estudo sustenta o potencial dos produtos naturais como fontes de compostos multitarget
direcionados a modulagdo da viruléncia bacteriana, abrindo perspectivas para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais seletivas e sustentaveis no controle da

periodontite.
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Entre os principais compostos identificados no top hit do docking molecular,
destacam-se moléculas semissintéticas e sintéticas derivadas de produtos naturais. Dentre
elas, a 2-[(1'-acetyl-4-ox0-3,4-dihydrospiro[chromene-2,4'-piperidin]-6-yl)oxy]-N-(4-
methylbenzyl)acetamide, um composto organo-heterociclico, derivado semissintético da
cumarina (Ghatpande et al., 2020), mostrou-se especialmente promissora para a inibigcdo
multitarget de proteinas de viruléncia das bactérias do complexo vermelho, por apresentar

amelhor pose de ligacdo e um perfil farmacocinético mais favoravel a administragéo oral.

Embora os produtos naturais sejam uma fonte valiosa de estruturas bioativas,
muitos deles apresentam limitacGes quanto as suas propriedades farmacoldgicas, como
baixa poténcia, especificidade restrita, toxicidade relevante e perfis farmacocinéticos
desfavoraveis, o que dificulta sua aplicacdo direta como farmacos (Aware et al., 2022).
Nesse sentido, a otimizacdo e a modificacdo racional das estruturas moleculares tornam-
se etapas essenciais para aprimorar suas propriedades bioldgicas e viabilizar o
desenvolvimento de compostos com maior seguranca, eficacia e controle em aplicagdes
farmacéuticas (Ding & Xue, 2024).

A modificacdo e a otimizacdo racional de estruturas moleculares permitem a
geracdo de bibliotecas diversificadas de compostos, explorando o potencial quimico dos
produtos naturais e ampliando as perspectivas para o desenvolvimento de novos
farmacos. Nesse contexto, o banco de dados COCONUT reline uma ampla colecdo de
compostos associados a produtos naturais, incluindo ndo apenas metabdlitos isolados
diretamente de organismos, mas também derivados semissintéticos e compostos

sintéticos inspirados em produtos naturais.

Portanto, a triagem e do desenvolvimento de farmacos baseados em produtos
naturais avancou de forma expressiva com a incorporacdo de ferramentas de
bioinformatica, inteligéncia artificial e computacdo de alto desempenho (Malandraki-
Miller & Riley, 2021). Abordagens como predi¢do de alvos, analise de perfis metabdlicos,
modelagem molecular e estudos da dindmica e da termodinamica de farmacoforos tém
ampliado substancialmente a capacidade de identificar compostos lideres a partir de
fontes naturais. Essas estratégias possibilitam a exploracéo sistematica de transformacdes
estruturais, iniciando-se a partir do produto natural intacto, avancando para a
identificacdo de fragmentos bioativos e culminando em processos de otimizagdo
estrutural, orientados por propriedades bioldgicas e farmacocinéticas (Ding & Xue,
2024).
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7. CONCLUSAO

Portanto, as proteases Kgp, Cistalisina e Carilisina, produzidas por bactérias do
complexo vermelho, desempenham papel central na progressdo da periodontite e
constituem alvos relevantes para estratégias de inibicdo de fatores de viruléncia. A
triagem por docking molecular com compostos do banco de dados COCONUT
identificou a substancia 2-[(1'-acetyl-4-ox0-3,4-dihydrospiro[chromene-2,4'-piperidin]-
6-yl)oxy]-N-(4-methylbenzyl)acetamide promissora para a inibicdo multitarget de
proteinas de viruléncia das bactérias do complexo vermelho, por apresentar a melhor pose
de ligacdo e um perfil farmacocinético mais favoravel a administracao oral. Os tops hits
obtidos correspondem majoritariamente a moléculas sintéticas ou semissintéticas
inspiradas em produtos naturais e devem ser interpretados como candidatos estruturais
prioritarios, cuja relevancia bioldgica requer validacdo adicional. Etapas subsequentes,
incluindo redocking, inspecdo estrutural, rescoring e dindmicas moleculares, sao
essenciais para consolidar a selecdo final e avangar no desenvolvimento racional de

moduladores multitarget para o controle da periodontite.
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Tabela 11. Top 80 candidatos multitarget (3/3 in_site) com melhor consenso energético entre Gingipaina

K, Cistalisina e Carilisina.

Cistalisina Carilisina Gingipaina K
Ligante Suw(z,;f/miodl;:\ de

Afinidade Rank Afinidade Rank Afinidade Rank

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
mol_18_267 -8.599 4832 -14.618 196 -12.268 49 -35.485
mol_12_803 -8.932 3016 -13.435 615 -11.680 107 -34.047
mol_16 59 -8.736 4020 -13.609 520 -11.494 135 -33.839
mol_22_155 -10.808 38 -10.932 2226 -8.253 335 -29.993
mol_1 481 -10.429 112 -10.403 2595 -8.894 312 -29.726
mol_5_367 -10.739 49 -10.579 2450 -8.272 333 -29.590
mol_0_343 -9.995 356 -11.533 1926 -8.012 358 -29.540
mol_0_899 -10.267 177 -10.844 2268 -8.194 339 -29.305
mol_5_159 -10.223 203 -10.698 2358 -8.370 328 -29.291
mol_14 957 -10.559 76 -10.296 2704 -8.315 330 -29.170
mol_8 175 -10.362 135 -10.217 2805 -8.489 319 -29.068
mol_22 368 -11.212 9 -9.818 3569 -7.918 372 -28.948
mol_14 653 -9.994 358 -10.963 2208 -7.970 366 -28.927
mol_1_ 499 -9.176 2016 -11.270 2053 -8.188 342 -28.634
mol_13 58 -9.474 1156 -11.130 2134 -8.021 354 -28.625
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Cistalisina Carilisina Gingipaina K
Ligante Su?llz':l];mio(:? de
Afinidade Rank Afinidade Rank Afinidade Rank
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
mol_19 591 -10.404 119 -10.261 2739 -7.790 383 -28.455
mol_22_804 -9.240 1811 -10.711 2345 -8.478 320 -28.429
mol_17_179 -9.821 451 -10.183 2847 -8.424 322 -28.428
mol_9 745 -10.266 179 -10.411 2590 -7.749 388 -28.426
mol_6_901 -9.144 2139 -10.447 2563 -8.155 313 -28.406
mol_4 864 -10.202 218 -10.098 2976 -8.003 359 -28.303
mol_21 301 -10.146 261 -10.452 2556 -71.572 419 -28.170
mol_12 438 -9.073 2401 -10.991 2191 -8.081 350 -28.145
mol_15 409 -9.897 444 -10.255 2749 -7.981 361 -28.133
mol_19_380 -9.591 908 -10.061 3035 -8.422 323 -28.074
mol_8 566 -9.679 744 -10.329 2665 -7.978 365 -27.986
mol_12_ 360 -9.768 613 -9.515 4510 -8.657 316 -27.940
mol_5_958 -10.407 118 -9.388 4979 -8.143 344 -27.938
mol_10 968 -9.873 469 -9.605 4182 -8.418 325 -27.896
mol_16 862 -9.297 1626 -9.525 4456 -8.973 310 -27.795
mol_2_42 -10.300 161 -9.961 3232 -7.509 440 -27.770
mol_7_329 -9.460 1193 -10.309 2688 -7.980 362 -27.749
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Cistalisina Carilisina Gingipaina K
Ligante Su?llz':l];mio(:? de
Afinidade Rank Afinidade Rank Afinidade Rank
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
mol_9_354 -8.947 2941 -10.668 2379 -8.119 346 -27.734
mol_8_990 -9.702 709 -10.083 2997 -7.936 369 -27.721
mol_4_893 -9.358 1444 -10.605 2428 -71.672 398 -27.635
mol_12 962 -9.945 403 -10.072 3012 -7.610 410 -27.627
mol_11 391 -9.793 479 -9.898 3377 -7.924 370 -27.615
mol_8 299 -9.650 795 -9.873 3444 -8.070 351 -27.593
mol_6 916 -9.111 2254 -11.134 2131 -7.344 504 -27.589
mol_16 824 -10.200 220 -9.406 4919 -7.961 368 -27.567
mol_22 676 -8.878 3281 -10.289 2717 -8.400 326 -27.567
mol_2 254 -8.729 4050 -10.555 2470 -8.252 336 -27.536
mol_15_882 -10.23 196 -10.108 2957 -7.151 581 -27.489
mol_4 218 -9.729 670 -9.529 4442 -8.190 341 -27.448
mol_13 345 -8.721 4101 -10.279 2723 -8.445 321 -27.445
mol_21 871 -7.570 420 -9.873 470 -9.999 3158 -27.442
mol_12 213 -9.714 688 -9.683 3942 -7.968 367 -27.365
mol_0_976 -10.003 351 -9.550 4364 -7.788 384 -27.341
mol_23 640 -10.254 185 -9.584 4241 -7.495 445 -27.333
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Cistalisina Carilisina Gingipaina K
Ligante Su?llz':l];mio(:? de
Afinidade Rank Afinidade Rank Afinidade Rank
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
mol_2_315 -10.136 267 -9.450 4735 -7.607 411 -27.193
mol_22_86 -9.811 551 -9.796 3627 -7.559 423 -27.166
mol_21_808 -9.191 1969 -9.897 3381 -8.016 357 -27.104
mol_7_186 -9.075 2396 -10.378 2619 -71.479 452 -26.932
mol_8 734 -8.843 3462 -9.850 3486 -8.129 345 -26.822
mol_5_231 -9.846 501 -9.461 4703 -71.471 455 -26.778
mol_15_267 -9.159 2081 -10.355 2636 -7.257 532 -26.771
mol_5_334 -9.105 2268 -9.799 3615 -7.863 377 -26.767
mol_6_265 -8.626 4656 -10.065 3026 -8.016 355 -26.707
mol_21_985 -9.154 2106 -9.729 3801 -7.757 386 -26.640
mol_9_205 -9.393 1351 -9.556 4344 -7.683 397 -26.632
mol_21 219 -8.766 3856 -10.222 2799 -7.630 407 -26.618
mol_13 446 -8.945 2954 -9.542 4398 -8.109 347 -26.596
mol_21 558 -9.006 2690 -10.476 2532 -7.066 627 -26.548
mol_7_168 -9.973 375 -9.435 4794 -7.135 588 -26.543
mol_4 839 -9.08 2375 -9.883 3411 -7.570 421 -26.533
mol_8 236 -8.735 4023 -9.996 3161 -7.693 395 -26.424
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Cistalisina Carilisina Gingipaina K
Ligante Su?llz':l];mio(:? de

Afinidade Rank Afinidade Rank Afinidade Rank

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
mol_16_520 -9.319 1559 -9.890 3397 -7.159 579 -26.368
mol_23_768 -9.002 2710 -10.098 2974 -7.256 533 -26.356
mol_20_752 -9.573 942 -9.565 4303 -7.207 558 -26.345
mol_0_740 -8.822 3579 -9.797 3621 -7.651 403 -26.270
mol_11 465 -9.058 2470 -9.427 4818 -7.623 408 -26.108
mol_21 860 -8.580 4065 -9.600 4203 -7.887 375 -26.067
mol_3_762 -8.643 4539 -9.956 3250 -7.394 487 -25.993
mol_10_696 -8.910 3118 -9.698 3895 -7.366 499 -25.974
mol_17 370 -8.998 2734 -9.497 4574 -7.422 472 -25.917
mol_0 471 -9.110 2256 -9.547 4377 -7.175 571 -25.832
mol_8 367 -9.142 2143 -9.548 4376 -7.127 593 -25.817
mol_0_147 -8.728 4059 -9.527 4451 -7.470 458 -25.725
mol_20_626 -9.122 2221 -9.389 4973 -7.096 612 -25.607
mol_0_507 -8.751 3924 -9.626 4124 -7.114 602 -25.491
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