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Introducio

As infecgdes fungicas causadas por leveduras do género Candida representam um
importante desafio de satde publica em escala global, estando associadas a elevadas taxas de
morbidade e mortalidade, especialmente entre pacientes hospitalizados, imunocomprometidos
ou submetidos a cuidados intensivos. Esse cenario ¢ agravado pela emergéncia e disseminacao
de cepas resistentes as principais classes de antifungicos de uso clinico, incluindo azdis,
polienos e equinocandinas. A limitagdo das opgdes terapéuticas disponiveis reforca a
necessidade de identificar novas classes de compostos bioativos e explorar estratégias capazes
de interferir em diferentes componentes essenciais da fisiologia fungica.

Entre os candidatos moleculares em prospeccao, os sais imidazodlicos tém despertado
interesse devido a sua versatilidade sintética e a atividade antimicrobiana descrita para
diferentes derivados. Em particular, sais imidazdlicos contendo cadeias alquilicas longas
apresentam carater anfifilico, resultante da combinagdo entre o nucleo catidonico e os
substituintes hidrofébicos, propriedade que pode favorecer interagdes com componentes da
parede celular e da membrana plasmatica de microrganismos. Estudos prévios sugerem que a
perturbacdo da organizagdo da membrana e de estruturas associadas a integridade celular pode
contribuir para a atividade antimicrobiana desses compostos.

Nesse contexto, metodologias in silico constituem ferramentas amplamente empregadas
na triagem de compostos bioativos e na geracao de hipoteses sobre seus potenciais mecanismos
moleculares. A plataforma PASS Online (Prediction of Activity Spectra for Substances)
permite estimar, com base em relagdes estrutura—atividade, probabilidades associadas a
diferentes atividades biologicas. Complementarmente, estudos de acoplamento molecular
(molecular docking) permitem investigar modos de ligagdo putativos, orientagdes dos ligantes
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em cavidades proteicas e padrdes de interagdo intermolecular, além de comparar os scores de
docking obtidos para diferentes estruturas.

A parede celular e a membrana plasmatica representam componentes fundamentais para
a manuten¢do da homeostase de Candida. Nesse contexto, a exo-B-1,3-glucanase (PDB ID:
1EQC), envolvida na remodelacdo de B-glucanos da parede celular, ¢ a lanosterol 14a-
demetilase (CYPS51; PDB ID: 5V5Z), enzima da familia do citocromo P450 envolvida na
biossintese do ergosterol, constituem alvos moleculares relevantes para investigar possiveis
interacdes de compostos com processos associados a integridade da parede e da membrana
fingicas.

Diante desse cenario, o presente trabalho teve como objetivo investigar, por abordagem
in silico, o potencial antifingico multi-alvo de uma biblioteca de sais imidazdlicos,
correlacionando os perfis de atividade bioldgica preditos pelo PASS Online com os scores de
docking e os padrdes de interacdo intermolecular obtidos para a exo-p3-1,3-glucanase (PDB ID:
1EQC) e a lanosterol 14a-demetilase (CYP51; PDB ID: 5V5Z), bem como identificar regides
de ancoramento e residuos potencialmente envolvidos na estabilizagdo dos complexos
proteina—ligante.

Material e Métodos

Desenho da Biblioteca e Predicdo In Silico: A biblioteca de derivados imidazodlicos
compreendeu compostos com cadeias alquilicas de diferentes comprimentos (Cio—Cis),
substituintes funcionais e diferentes contra-ions. As estruturas tridimensionais dos ligantes
foram submetidas a minimizacdo de energia utilizando o campo de forca MMFF94,
considerando-se os estados de protonacdo em pH 7,4, por meio do software UCAF Chimera
Alpha version 1.2. A predi¢ao do espectro de atividades biologicas foi realizada utilizando a
plataforma PASS Online (Prediction of Activity Spectra for Substances). Foram analisadas as
probabilidades de atividade (Pa) e inatividade (P1) para atividades relacionadas a potenciais
mecanismos antifingicos, considerando-se prioritariamente as previsdoes em que Pa > Pi
(Tabela 1).

Preparacdo dos Receptores Macromoleculares: Foram selecionadas estruturas tridimensionais
disponiveis no Protein Data Bank (PDB) correspondentes a exo-B-1,3-glucanase de Candida
albicans (PDB ID: 1EQC; volume da cavidade selecionada: 831 A% e a lanosterol 14a-
demetilase (CYP51; PDB ID: 5V5Z; volume da cavidade selecionada: 2074 A3). A preparagio
dos receptores envolveu a remog¢ao de moléculas de 4gua e solventes cristalograficos, adig¢do
de hidrogénios polares e atribui¢cdo de cargas parciais pelo método de Kollman. Na estrutura da
CYP51, o grupo prostético heme (HET:601) foi mantido no sitio ativo durante as simulagdes,
de modo a preservar a composi¢ao estrutural da cavidade catalitica.

Protocolo de Acoplamento Molecular: Os estudos de acoplamento molecular foram realizados
no servidor web CB-Dock2. O algoritmo CurPocket foi empregado para a identificacao
automatica de potenciais cavidades de ligagao, seguida de acoplamento molecular utilizando o
AutoDock Vina para amostragem conformacional e pontuagdo das poses. Para a estrutura
1EQC, a caixa de acoplamento foi centrada nas coordenadas cartesianas x =33,y =4lez =
61, enquanto para a estrutura SV5Z o centro foi estabelecido em x =—34,y =—16 e z=25. As
dimensdes das caixas de acoplamento variaram de 24 a 32 A para 1EQC e de 25 a 32 A para
5V5Z. As dimensdes da caixa de grid foram variadas seletivamente entre 24 e 32 A para o PDB
1EQC, e de 25 a 32 A para o PDB 5V5Z, a fim de mapear com precisio o cenario
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conformacional e acomodar a topografia estrutural de seus respectivos sitios de ligagdo. O
ajuste do espaco de busca dentro desses intervalos especificos evita o truncamento de
caracteristicas estruturais em cavidades de ligagdo maiores, garante uma amostragem
abrangente das potenciais configuragdes do ligante e minimiza o custo computacional associado
a grids hiperdimensionados. Essa otimizag¢do direcionada equilibra a necessidade de uma
exploracdo conformacional de alta resolucao dentro de dominios de ligacdo distintos, evitando
a inclusdo de regides de superficie ndo especificas e de baixa afinidade.

A capacidade do protocolo de reproduzir as poses experimentais foi avaliada por

redocking dos ligantes cocristalizados, Oteseconazole / VT-1161 no PDB 5V5Z e
Castanospermina para o PDB 1EQC. Apos sua remogdo das respectivas estruturas, os ligantes
foram submetidos a0 mesmo protocolo de preparacdo e acoplamento. O desvio quadratico
médio (Root-Mean-Square Deviation, RMSD) foi calculado entre a pose de maior pontuagao
obtida no redocking e a conformagdo experimental presente na estrutura cristalografica (RMSD
de 1,27 A para o PDB 5V5Z - https://zhanggroup.org/LS-align/output/LS1789727381914198/-
e 0,2156 A para 0 PDB 1EQC - https://zhanggroup.org/LS-
align/output/LS1789728069860118/. Adotou-se RMSD < 2,0 A como critério de aceitabilidade
para a reproducdo da pose cristalografica.
Andlise dos Escores de Acoplamento e das Interagoes Intermoleculares: A selecao das poses
foi baseada nos menores Vina scores (kcal/mol) fornecidos pela fungdo de pontuacao do
AutoDock Vina, sendo valores mais negativos interpretados como indicativos de poses
energeticamente mais favoraveis dentro do protocolo empregado. As poses selecionadas foram
analisadas e visualizadas em representagdes bidimensionais e tridimensionais utilizando o
BIOVIA Discovery Studio Visualizer v. 25. Foram inspecionados contatos intermoleculares
putativos, incluindo ligagdes de hidrogénio, contatos de van der Waals e interagdes hidrofobicas
dos tipos alquil, n-alquil, t-sigma e n-w, visando comparar os padrdes de interagdo apresentados
pelos diferentes derivados.

Resultados e Discussao

Predicdo do perfil de atividade biologica da biblioteca pelo PASS Online: A analise pelo PASS
Online permitiu comparar o espectro de atividades biologicas preditas para os compostos da
biblioteca. A Tabela 1 apresenta as principais atividades associadas a potenciais mecanismos
antifungicos, expressas pelas probabilidades de atividade (Pa) e inatividade (P1).

Para a maioria dos sais imidazdlicos, observou-se um perfil predito potencialmente
multi-alvo, com valores elevados de Pa para atividades associadas a parede celular e a
membrana plasmadtica. Entre as principais predigdes destacaram-se a inibicdo da glucan exo-
1,3-B-D-glucosidase (Pa = 0,901; Pi = 0,003), a inibicao da glucan endo-1,6-B-glucosidase (Pa
=0,893; Pi = 0,003) e o antagonismo da integridade da membrana plasmatica (Pa = 0,844; Pi
= 0,005). Os derivados monoalquilados CioMImCI, Ci2MImCl, CisMImCl e CisMImCI
também apresentaram predicdo associada a inibi¢do da permeabilidade da membrana (Pa =
0,740; P1=0,024). A similaridade dos valores de Pa e Pi entre esses derivados indica que, para
essas atividades, o modelo ndo discriminou de forma expressiva o efeito do comprimento da
cadeia alquilica.
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Modificagcdes no padrido de substitui¢do do nucleo 1m1dazohco entretanto foram
acompanhadas por alteragdes no perfil predito. O derivado bis-alquilado (Cio),MImCI
apresentou menor probabilidade de atividade associada a inibicdo da glucan exo-1,3-B-D-
glucosidase (Pa = 0,707; Pi = 0,011) em comparacdo aos derivados monoalquilados. Por sua
vez, os compostos desprovidos do nucleo imidazodlico, 1-hexadecilmetanossulfonato e 1-
octadecilmetanossulfonato, apresentaram como atividades de maior probabilidade predita a
inibicao da glucan 1,4-a-maltotrioidrolase (Pa = 0,912; P1=0,002) e da exoribonuclease II (Pa
= 0,881; Pi = 0,003), enquanto a probabilidade associada a inibicdo da glucan exo-1,3-B-D-
glucosidase foi menor (Pa=0,761; Pi=0,007).

Em conjunto, esses resultados sugerem que a presenga € o padrdao de substituicao do
nucleo imidazolico contribuem para modular o espectro de atividades biologicas preditas. As
predi¢des obtidas pelo PASS Online foram, portanto, utilizadas como base para investigar, por
acoplamento molecular, a compatibilidade estrutural dos derivados com alvos associados a
remodelagdo da parede celular e a biossintese de ergosterol.

Tabela 1. Principais atividades bioldgicas relacionadas ao potencial antifingico preditas pelo

PASS Online para a biblioteca de compostos.

Compostos Atividade predita Pa Pi Categoria
C1oMImCl, C;:2MImCl, C;4sMImCl, . o
oviem zVim wvim Glucan exo-1,3-pB-D-glucosidase inhibitor 0,901 0,003 Parede celular
C16MImCl
Mesmos compostos Glucan endo-1,6-B-glucosidase inhibitor 0,893 0,003 Parede celular
. . . Membrana
Mesmos compostos Membrane integrity antagonist 0,844 0,005 -
plasmatica
e Membrana
Mesmos compostos Membrane permeability inhibitor 0,740 0,024 .
plasmatica
(C10)2MImCl Glucan exo-1,3-p-D-glucosidase inhibitor 0,707 0,011 Parede celular
C16MImMeS, ClﬁCzOHImCl, . e e
C1eBnImCl, CisMImCl Glucan exo-1,3-p-D-glucosidase inhibitor 0,901 0,003 Parede celular
Mesmos compostos Glucan endo-1,6-B-glucosidase inhibitor 0,893 0,003 Parede celular
. . . Membrana
Mesmos compostos Membrane integrity antagonist 0,844 0,005 .
plasmatica
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Estudos de acoplamento molecular frente a exo-f-1,3-glucanase (PDB ID: IEQC): Para
investigar a compatibilidade estrutural dos compostos com um alvo associado a remodelacao
da parede celular, foram realizadas simula¢des de acoplamento molecular com a exo-B-1,3-
glucanase de Candida albicans (PDB ID: 1EQC; volume da cavidade selecionada: 831 A?). Os
Vina scores variaram de —5,8 a —7,5 kcal/mol, indicando a obten¢do de poses de acoplamento
energeticamente favoraveis dentro do protocolo empregado.

Entre os compostos avaliados, CisBnImCl apresentou o Vina score mais favoravel (=7,5
kcal/mol), em comparacdo a —6,6 kcal/mol para CisMImCIl. A pose selecionada para
C16BnImCl apresentou contatos hidrofobicos e aromaticos envolvendo residuos como F144,
F229, F258, W363 e W373, sugerindo que a introducdo do substituinte benzila amplia as
possibilidades de interacdo com regides hidrofobicas da cavidade. Esse resultado indica que a
benzilagdo do nucleo imidazoélico pode exercer influéncia mais pronunciada sobre o padrao de
ancoramento do que o simples aumento do comprimento da cadeia alquilica.

De modo geral, as poses selecionadas apresentaram contatos recorrentes com residuos

polares e aromaticos da cavidade, incluindo Glu192, Glu292, Asp145, Asn146, W363, W373,
Y255, F144, F229 e F258. Interagdes de hidrogénio putativas também foram observadas para
derivados especificos. CisC2OHIMCI, por exemplo, apresentou Vina score de —6,9 kcal/mol e
interacao de hidrogénio com Asp227, sugerindo que a introducao do grupo hidroxietila pode
ampliar as possibilidades de interacao polar no sitio de ligagao.
Estudos de acoplamento molecular frente a lanosterol 14o-demetilase (CYP51; PDB ID:
SV57): A CYPS51 (PDB ID: 5V5Z), enzima envolvida na biossintese do ergosterol, apresenta
uma cavidade catalitica de 2074 A® contendo o grupo prostético heme (HET:601). Os
compostos avaliados apresentaram Vina scores entre —6,4 e —8,7 kcal/mol. CisBnlmCl
apresentou novamente o score mais favoravel (8,7 kcal/mol), seguido por C1C2OHImCI (—8,1
kcal/mol) e (Ci9)oMImCI (=7,9 kcal/mol). Notavelmente, Ci¢sBnImCl também apresentou o
melhor desempenho no modelo da exo-B-1,3-glucanase, destacando-se como o derivado com
perfil de acoplamento mais consistente entre os dois alvos avaliados.

A andlise das poses indicou contatos hidrofébicos com residuos da cavidade catalitica,
incluindo Tyr118, Phel26, Ile131, Tyr132, Phe228, Phe233, Leu376, His377 e Phe380, além
de contatos com a regido do grupo heme. Interagdes de hidrogénio putativas foram observadas
para derivados especificos, incluindo CisBnImCl com Ser378 e Met508. A ocupacdo de regides
proximas ao grupo heme ¢ compativel com a hipotese de interferéncia na acomodacdo ou no
acesso do substrato a cavidade catalitica, embora essa possibilidade necessite de validacao
experimental.
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Tabela 2. Escores de acoplamento molecular (Vina scores, kcal/mola e prihcipais interagdes intermoleculares preditas para os sais imidazolicos frente a exo-
B-1,3-glucanase (PDB ID: 1EQC) e a lanosterol 14a-demetilase (CYP51; PDB ID: 5V5Z). Valores mais negativos de Vina score indicam poses
energeticamente mais favoraveis dentro do protocolo empregado. Para 5V5Z, “contato com HEME” indica interagdo predita com HET:601, ndo devendo ser
interpretada isoladamente como coordenacao ao ferro do grupo heme.

Composto Alvo Vina score (kcal/mol) Ligacoes de H Principais contatos A Contato com HEMEIlkyl
hidrofébicos/aromaticos
CioMImCl 1EQC 5.8 Aspl45 Tyr29, Phe144, Phe258, Trp363 —
(Ci10)2MImC1 1EQC -6,9 — Phe258, Tyr255, Trp363, Trp373, —
Phel44
C12MImCl 1EQC 6,6 = Phel44, Phe258, Tyr255, Trp363, =
Trp373
C1sMImCl 1EQC -6,4 — Trp373, Tyr255, Tyr29, Phe258, —
Phel44
Ci1sMImCl 1EQC -6,6 His253 Leu304, Phel44, Phe229, Phe258, —
Trp373, Tyr29
CisMImCl 1EQC -6,6 Tyr317 Tyr29, Tyr255, Phel44, Phe229, —
Phe258, Trp363
CisMImMeS 1EQC -6,6 Gly143, Asn305 Phel44, Phe229, Phe258, Tyr255, —
Trp363
C16C2OHImCI 1EQC -6,9 NAsp227 Leu304, Tyr29, Phel44, Phe229, —
Tyr255, Phe258, Trp373
Ci16BnlmCl 1EQC 7,5 — Phel44, Phe229, Phe258, Trp373, —
Trp363
Ci1oMImCl 5V5Z -6,4 Tyr132, Gly303 Phe228, Leu376, Met508, Tyrl18 Sim
(C10)2MImCl 5V5Z -7,9 — Leu87, Leu376, Met508, Tyr118, Sim
Phel26, Phe233, His377, Phe380
C1sMImCl 5V5Z -1,7 — Leu376, Tyr118, Phel26 Sim
Ci1sMImCl 5V5Z -1,5 — Leu376, Tyr118, His377 Sim
Ci1sMImCl 5V5Z -7,8 Ser378 Tyr118, Ile131, Leu376 Sim
C16C2OHIMCI 5V5Z -8.1 Met508 Tyr118, Phel26, lle131, Tyr132, Sim
Leu376
C16BnImCl 5V5Z -8,7 Ser378, Met508 Tyrl118, Pro230, Leu376 Sim



CONGRESSO "Quimica Inteligente e IA:
BRASILEIRO A Nova Férmula do Futuro

DE QUIMICA no Nosso Presente"

DE 10 A 13 DE NOVEMBRO DE 2026
NOVA PETROPOLIS - RS

Consideracoes Integrativas sobre a Relacdo Estrutura—Atividade (SAR): A analise integrada
das predigdes obtidas pelo PASS Online e dos resultados de acoplamento molecular sugere que
o comprimento da cadeia alquilica e o padrao de substitui¢ao do nticleo imidazdlico influenciam
o perfil de interacdo dos compostos avaliados. Embora nao tenha sido observada uma relacao
monotonica entre o aumento da cadeia hidrocarbdnica e os Vina scores, os derivados de cadeia
mais longa apresentaram diferentes padrdes de contatos hidrofobicos e m-alquil nas cavidades
dos dois receptores, evidenciando a contribui¢do da porgdo apolar para a acomodagao dos
ligantes.

Entre as modificacdes estruturais avaliadas, a introdugao do grupo benzila destacou-se
de forma consistente. O CisBnlmCl apresentou os Vina scores mais favoraveis tanto para a exo-
B-1,3-glucanase (—7,5 kcal/mol) quanto para a CYP51 (—8,7 kcal/mol). Esse comportamento
foi acompanhado por contatos hidrofobicos e aromaticos adicionais nas cavidades proteicas,
sugerindo que a benzilagdo amplia as possibilidades de interagdo do nucleo imidazélico com
regides ricas em residuos aromaticos.

Em conjunto, a convergéncia entre as atividades preditas pelo PASS Online e a
compatibilidade estrutural observada nos modelos de acoplamento sustenta a hipdtese de um
potencial perfil antifingico multi-alvo para os sais imidazolicos avaliados, envolvendo
proteinas associadas a remodelagdo da parede celular e a biossintese de ergosterol. Nesse
contexto, CisBnImCl emerge como o derivado mais promissor da série para estudos
experimentais subsequentes destinados a validagdo dos alvos e dos mecanismos moleculares
propostos.

Conclusoes

O presente estudo in silico indicou o potencial antifingico de uma biblioteca de sais
imidazolicos e forneceu evidéncias computacionais compativeis com um possivel perfil de acao
multi-alvo frente a Candida spp. As predigdes obtidas pelo PASS Online apontaram atividades
associadas a inibicdo de enzimas envolvidas na remodelagdo da parede celular e a perturbagao
da integridade e permeabilidade da membrana plasmatica.

As simulacdes de acoplamento molecular demonstraram a compatibilidade estrutural
dos compostos com as cavidades da exo-B-1,3-glucanase (PDB ID: 1EQC) e da lanosterol 14a-
demetilase (CYP51; PDB ID: 5V5Z). Entre os derivados avaliados, C1sBnImCl apresentou os
Vina scores mais favordveis para ambos os alvos (—7,5 e —8,7 kcal/mol, respectivamente),
associados a uma ampla rede de contatos hidrofobicos e aromaticos nas cavidades proteicas. A
analise estrutura—atividade sugere que, além da contribuicdo da cadeia alquilica para a
acomodacao dos ligantes, a introdug¢do do grupo benzila constitui uma modificagdo estrutural
particularmente relevante para o perfil de acoplamento observado.

Em conjunto, a convergéncia entre as predi¢des de atividade bioldgica e os resultados
de acoplamento molecular sustenta a hipotese de que sais imidazolicos, particularmente
Ci16BnImCl, possam interagir com diferentes processos relacionados a integridade da parede
celular e a biossintese de ergosterol. Esses resultados fornecem uma base racional para a selecdo
de C16BnImCl como candidato prioritario para estudos in vitro destinados a validar a atividade
antifingica, os alvos moleculares e os mecanismos de acdo propostos.
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