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Introduciao

A cavidade oral humana abriga uma microbiota complexa e diversificada,
organizada em comunidades microbianas aderidas as superficies bucais e envolvidas por
uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS). A formagao desses biofilmes
ocorre por meio de uma sucessdo ecologica na qual colonizadores precoces, como
Streptococcus oralis e Actinomyces oris, estabelecem as condi¢cdes necessarias para a
adesdo de outros microrganismos (Wade, 2021; Jakubovics et al., 2021). Espécies como
Veillonella dispar participam de interacdes metabolicas com estreptococos, enquanto
Fusobacterium nucleatum atua como ponte estrutural entre colonizadores precoces e
tardios (Nyvad & Takahashi, 2020). Em condi¢des de disbiose, a proliferacdo de espécies
acidogénicas e acidlricas, particularmente Streptococcus mutans, contribui para o
desenvolvimento da cérie dentaria e para a formagdo de uma matriz extracelular que
aumenta a coesdo e a tolerancia do biofilme aos agentes antimicrobianos (Koo et al.,
2017).

A adesdo, a maturagdo e a comunicagdo das comunidades bacterianas sdo reguladas
por proteinas relacionadas a viruléncia e a organizacdo do biofilme (Karygianni et al.,
2020). As sortases promovem a ancoragem covalente de proteinas a parede celular de
bactérias Gram-positivas. Nesse contexto, a Sortase A de S. mutans participa da exposicao
de adesinas associadas a colonizacdo das superficies dentarias, enquanto a Sortase C-1 de
A. oris estéa relacionada a montagem de pili e & coagregacdo bacteriana (Hajishengallis &
Lamont, 2021). Paralelamente, a comunicagdo célula a célula é coordenada por sistemas de
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quorum sensing. A enzima LuxS participa da sintese do precursor do autoindutor-2 (AI-2),
envolvido na sinalizag¢do interespecifica, enquanto o dominio peptidase da proteina ComA
de S. mutans atua no processamento e na exportacdo do peptideo estimulador de
competéncia, influenciando a formag¢do do biofilme, a tolerancia ao estresse e a produgdo
de bacteriocinas (Munir et al., 2020; Bowen et al., 2018). Por desempenharem fungdes
relacionadas a adesdo e & comunicacdo bacteriana, essas proteinas constituem alvos
potenciais para estratégias destinadas a interferir na organizagao do biofilme.

O controle das infecgdes bucais associadas a biofilmes permanece desafiador
devido a prote¢do proporcionada pela matriz de EPS, a heterogeneidade metabdlica e a
presenga de células com reduzida suscetibilidade aos antimicrobianos (Flemming et al.,
2016). A matriz extracelular pode limitar a difusdo de compostos, enquanto os gradientes
de nutrientes e oxigénio favorecem a ocorréncia de subpopulagdes metabolicamente
distintas. Embora a clorexidina seja amplamente utilizada como antisséptico bucal, seu uso
prolongado pode ocasionar efeitos adversos, como alteracdo do paladar e manchamento
dentario, além de ndo eliminar integralmente biofilmes ja estabelecidos (Bonez et al.,
2013). Nesse cenario, a identificagdo de compostos capazes de interagir com proteinas
associadas a ades@o e a comunicagdo bacteriana pode contribuir para o desenvolvimento de
estratégias complementares de controle dos biofilmes.

Os sais imidazolicos constituem uma classe de compostos cuja atividade biologica
pode ser modulada pela estrutura do cation, pelo comprimento e pela funcionalizagdo das
cadeias laterais e pela natureza do anion (Ferraz et al., 2011; Egorova et al., 2017). Os
derivados contendo cadeias alquilicas longas apresentam atividade antimicrobiana e
antibiofilme associada, principalmente, a interagdes eletrostaticas e hidrofobicas com
membranas e outros componentes celulares (Postleb et al., 2013; Zheng et al., 2016; Reddy
et al.,, 2017). Além desse mecanismo membranolitico, permanece pouco esclarecido se
esses compostos podem estabelecer interagdes favoraveis com proteinas envolvidas na
adesdo e na sinalizagdo bacteriana. A investigacdo dessa possibilidade ndo demonstra,
isoladamente, inibi¢do enzimatica ou atividade antibiofilme, mas pode identificar
interagdes moleculares prioritarias para posterior validagcdo experimental.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo caracterizar as cavidades de
ligacdo e avaliar, por acoplamento molecular, a interagao dos sais imidazodlicos C1sMImCI
e Ci1sBnlmCl com a LuxS de Bacillus subtilis, a Sortase A de Streptococcus mutans, a
Sortase C-1 de Actinomyces oris ¢ o dominio peptidase da ComA de S. mutans. A
abordagem buscou comparar os perfis de acoplamento dos dois compostos e formular
hlpoteses sobre possiveis interagdes com proteinas associadas a adesdo, a maturacdo e a
comunicacdo de bactérias relacionadas ao biofilme oral.

Material e Métodos

Delineamento do estudo: Foi realizado um estudo computacional de caracterizagdo de
cavidades proteicas e acoplamento molecular de dois sais imidazolicos, CisMImCI e
Ci16BnImCl, a proteinas relacionadas a adesdo e a comunicagdo bacteriana. O estudo ndo
envolveu ensaios experimentais de formagdo ou inibi¢do de biofilmes; portanto, os
resultados obtidos foram interpretados como predi¢cdes de interagdo molecular a serem
posteriormente validadas por métodos experimentais.
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Selecido e preparacio dos alvos macromoleculares: As estruturas tridimensionais das
proteinas-alvo foram obtidas no Protein Data Bank (PDB): LuxS de Bacillus subtilis (PDB
ID: 2FQT), Sortase C-1 de Actinomyces oris (PDB ID: 2XWG), Sortase A de
Streptococcus mutans (PDB ID: 4TQX) e o dominio peptidase da ComA de S. mutans
(PDB ID: 5XE9). A estrutura da LuxS de B. subtilis foi empregada como modelo estrutural
devido a conservacao do sitio catalitico da enzima entre diferentes espécies bacterianas. As
estruturas foram inspecionadas quanto a presenca de ligantes cocristalizados, moléculas de
agua, ions, cofatores, residuos incompletos e cadeias proteicas alternativas. Foram
adicionados atomos de hidrogénio e atribuidos os estados de protonacdo e as cargas dos
residuos antes do acoplamento molecular.

Identificacio e caracterizacio das cavidades de ligacdo: A identificagcio e o
mapeamento das cavidades potencialmente capazes de acomodar os ligantes foram
realizados no servidor ProteinsPlus (https://proteins.plus/), utilizando a ferramenta
DoGSiteScorer. As cavidades foram inicialmente classificadas de acordo com seus valores
de Drug Score e Simple Score. Os bolsdes com Drug Score igual ou superior a 0,70 foram
considerados prioritarios; entretanto, sitios com pontuagdo inferior também foram
analisados quando correspondiam a posi¢cdo de ligantes cocristalizados ou apresentavam
possivel relevancia estrutural para a comparagdo entre os alvos. Dessa maneira, o valor de
0,70 foi utilizado como critério de priorizagdo, € ndo como critério absoluto de exclusdo. A
caracterizacdo das cavidades incluiu descritores geométricos e dimensionais, volume (A3),
area superficial (A?), profundidade (A), coeficiente de confinamento e propor¢des entre 0s
eixos principais do elipsoide (c/a e b/a), composi¢do atomica, grupos funcionais e
propriedades dos residuos. Foram contabilizados os 4tomos de carbono, nitrogénio,
oxigénio e enxoftre, os grupos doadores e aceptores de ligacdes de hidrogénio e os centros
de interagdo hidrofébica. Também foram determinadas a razdo de hidrofobicidade e as
propor¢des de residuos apolares, polares e carregados positiva ou negativamente. Nos
alvos que apresentavam ligantes cocristalizados, os sitios experimentais foram avaliados
separadamente das cavidades preditas pelo DoGSiteScorer. Na LuxS (2FQT), foi analisado
o sitio ocupado pelo ligante HID. No dominio peptidase da ComA (5XE9), foi analisado o
sitio do ligante 6CH, além das cavidades selecionadas pela analise topografica.
Modelagem e preparacgao dos ligantes imidazdlicos: As estruturas tridimensionais dos
compostos CisMImCl e CisBnlmCl foram submetidas a otimizagdo conformacional e a
minimizag¢do de energia no UCSF Chimera, versdo 1.2. O protocolo foi realizado em duas
etapas consecutivas: inicialmente, aplicou-se o algoritmo Steepest Descent por 100 passos,
com tamanho de passo de 0,02 A; em seguida, empregou-se o método Conjugate Gradient
por 10 passos, também com tamanho de passo de 0,02 A. Foi adotado intervalo de
atualizag¢do igual a 10, sem manutencdo de atomos fixos. Para a atribuicdo das cargas
parciais, utilizou-se o campo de forca AMBER ff14SB para os residuos padrdo das
proteinas e o método AM1-BCC para os ligantes imidazdlicos.

Validacdo do protocolo por redocking: A validacdo do protocolo de acoplamento
molecular foi realizada por redocking nos receptores que possuiam ligantes cocristalizados:
LuxS de B. subtilis (2FQT), contendo o ligante H1D, e dominio peptidase da ComA de S.
mutans (5XE9), contendo o ligante 6CH. Os ligantes foram removidos de suas posigdes
cristalograficas e reacoplados aos respectivos sitios de ligacdo utilizando os mesmos
parametros adotados nas simulagdes com os compostos imidazélicos. As poses obtidas por
redocking foram comparadas as conformacdes cristalograficas por alinhamento estrutural
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no servidor LS-Align (https://zhanggroup.org/LS-align). A capacidade de reprodu¢do da
pose experimental foi avaliada pelo desvio quadratico médio (root mean square deviation,
RMSD), adotando-se RMSD < 2,0 A como indicativo de desempenho satisfatério do
protocolo. Os valores obtidos foram de 0,97 A para o ligante HID na LuxS e 0,9075 A
para o ligante 6CH na ComA.

Acoplamento molecular: O acoplamento molecular de CisMImCl e Ci¢BnlmClI foi
realizado no servidor DockThor. As grades de busca foram centralizadas nas cavidades
delimitadas pelo DoGSiteScorer ou nos sitios definidos pelos ligantes cocristalizados. Para
o sitio H1D da LuxS, foi empregada uma grade de 20 x 20 x 20 A. Para as cavidades das
sortases e da ComA, foram utilizadas grades de 25 x 25 x 23 A. As coordenadas centrais
das grades foram definidas individualmente de acordo com a localiza¢do das cavidades
preditas ou dos ligantes cocristalizados. Os resultados foram comparados por meio dos
escores de afinidade fornecidos pelo DockThor e das contribuicdes estimadas das
interagdes de van der Waals e eletrostaticas. Valores mais negativos do escore de afinidade
foram considerados indicativos de poses de acoplamento energeticamente mais favoraveis.
Analise das interacdes intermoleculares: A visualizagdo das poses selecionadas e a
caracterizacdo das interacdes entre os compostos e os residuos das cavidades foram
realizadas no Discovery Studio Visualizer 2025. A andlise incluiu representagdes
bidimensionais e tridimensionais das interagdes intermoleculares, com identificagdo de
contatos hidrofobicos, interacdes -eletrostaticas, interagdes aromaticas, ligagdes de
hidrogénio e contatos de van der Waals. Também foram examinados os mapas de
hidrofobicidade, aromaticidade, ionizabilidade, carga interpolada, potencial de formacao
de ligagdes de hidrogénio e superficie acessivel ao solvente. Os resultados foram utilizados
para comparar os perfis de acomodacdo de CisMImCl e CisBnlmCl nas diferentes
cavidades. A presenca de poses energeticamente favoraveis foi interpretada como
evidéncia de compatibilidade estrutural, sem atribui¢do direta de inibicdo enzimatica,
atividade anti-viruléncia ou atividade antibiofilme na auséncia de validagdo experimental.

Resultados e Discussao

A caracterizagdo topografica e o acoplamento molecular indicaram que C1sMImCI
e Ci6BnImCl apresentam compatibilidade estrutural com cavidades das quatro proteinas
avaliadas: LuxS de Bacillus subtilis (2FQT), Sortase A de Streptococcus mutans (4TQX),
Sortase C-1 de Actinomyces oris (2XWG) e dominio peptidase da ComA de S. mutans
(5XE9). Os escores de afinidade variaram de —7,963 a —9,718 kcal/mol, com diferengas
dependentes da cavidade e da estrutura do composto. Esses valores foram utilizados para
comparar as poses produzidas pelo mesmo protocolo computacional e ndo foram
interpretados como medidas experimentais de energia livre de ligagdo ou de inibigdo
enzimatica.
LuxS de Bacillus subtilis (PDB ID: 2FQT): O mapeamento da LuxS identificou seis
cavidades, com volumes entre 121,02 e 353,47 A3 A cavidade 0 apresentou o maior
volume e o maior Drug Score (0,60). Entretanto, como esse valor foi inferior ao corte de
priorizacdo, o acoplamento foi realizado no sitio experimental do ligante cocristalizado
HID (Tabela 1). Embora esse valor seja inferior ao corte de 0,70 adotado para a
priorizacdo das cavidades preditas, o acoplamento foi conduzido no sitio do ligante
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cocristalizado H1ID, cuja localizacdo experimental forneceu uma referéncia estrutural
independente da pontuag¢do do DoGSiteScorer.

O redocking do H1D reproduziu a conformacao cristalografica com RMSD de 0,97
A, valor inferior ao limite de 2,0 A e, portanto, compativel com a capacidade do protocolo
de recuperar a pose experimental. No sitio do H1D, CisMImCl apresentou escore de
afinidade de —9,371 kcal/mol, enquanto CisBnIlmCl apresentou —8,865 kcal/mol (Tabela
2). Os escores foram utilizados exclusivamente para a comparagdo relativa das poses
produzidas pelo mesmo protocolo computacional.

A pose de CisMImCI apresentou contribuicdo de van der Waals mais favoravel
(—25,897 kcal/mol) do que a observada para CisBnlmCl (—21,018 kcal/mol). Esse
resultado sugere que, no sitio analisado, a auséncia do grupo benzila pode favorecer a
acomodacdo da cadeia C16, possivelmente em razdo da menor demanda estérica do
C1sMImCI. Entretanto, a possivel interferéncia na atividade da LuxS somente podera ser
estabelecida se as poses ocuparem regides relevantes para o reconhecimento do substrato, a
coordenagao do metal ou a catalise enzimatica.

A utilizagdo da LuxS de B. subtilis como modelo estrutural fundamenta-se na
conservagdo do sitio catalitico dessa enzima entre diferentes bactérias (Ruzheinikov et al.,
2001; Shen et al., 2006). Apesar disso, a extrapolacdo dos resultados para espécies da
microbiota oral requer cautela e deverd ser sustentada pela comparacdo entre sequéncias,
residuos cataliticos e estruturas dos respectivos sitios de ligagdo. Assim, os resultados
obtidos com 2FQT devem ser entendidos como uma primeira aproximag¢ao estrutural para
a investigacdo da possivel interacdo dos compostos com a via de sinalizacdo mediada por
Al-2.

Tabela 1. Sintese das cavidades preditas e das regides selecionadas para o acoplamento
molecular.

) Cavidades Faixa de Maior Drug Regioes
Proteina-alvo PDB ID . Score avaliadas no
caracterizadas volume (A3) . .
(cavidade) docking
LuxS de 0,60 (cavidade | Sitio do ligante
Bacillus subtilis 2EQT 0-5 121,02-353,47 0) HID
Sortase A de .
Streptococcus 4TQX Oel 478.78-636,54 | 083 (Coa)“dade Cavidades O e 1
mutans
Sortase C-1 de .
Actinomyces XWG 0-5 381,29-936,01 | O3 gczvll)dades Cavidades 0-5
oris
Dominio
peptidase da . Cavidades 0, 4
ComA de 5XE9 0,4¢6 250,82-460,48 | 1 (Coa)“dade ¢ 6 ¢ sitio do
Streptococcus ligante 6CH
mutans

Nota: cavidades com Drug Score > 0,70 foram priorizadas, sem aplicacdo desse valor como critério absoluto
de exclusdo. Os sitios dos ligantes cocristalizados HID, na LuxS, e 6CH, na ComA, foram definidos com
base nas respectivas estruturas cristalograficas e ndo correspondem necessariamente as cavidades preditas
pelo DoGSiteScorer.

Tabela 2. Acoplamento molecular dos compostos imidazdlicos no sitio do ligante
cocristalizado H1D da LuxS de Bacillus subtilis (PDB ID: 2FQT).
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Composto Escore de afinidade Energia de van der Energia de Coulomb
(kcal/mol) Waals (kcal/mol) (kcal/mol)

Ci1sMImCI -9,371 —25,897 —0,154

Ci16BnImCl —8,865 —21,018 —0,503

Nota: o protocolo foi validado por redocking do ligante H1D, obtendo-se RMSD de 0,97 A em relaco a
pose cristalografica. Valores mais negativos indicam resultados mais favoraveis segundo a funcdo de
pontuagdo empregada e ndo correspondem a medidas experimentais de afinidade.

Sortase A de Streptococcus mutans (PDB ID: 4TQX): A Sortase A apresentou duas
cavidades favoraveis a acomodacdo dos compostos. A cavidade 0 exibiu maior volume
(636,54 A?), Drug Score de 0,83, propor¢io de residuos apolares de 0,59 e 44 centros de
interacdo hidrofobica, enquanto a cavidade 1 apresentou volume de 478,78 A3, Drug Score
de 0,74, proporcao de residuos apolares de 0,33 e 42 centros hidrofobicos. Na cavidade 0,
CiBnImCl e CisMImCIl apresentaram escores de —9,718 e —9,646 kcal/mol,
respectivamente, com contribui¢cdes de van der Waals de —28,799 e —28,412 kcal/mol. Na
cavidade 1, os escores foram de —9,091 e —8,969 kcal/mol, respectivamente. A cavidade 0,
portanto, apresentou os resultados mais favordveis para ambos os compostos, em
concordancia com seu maior volume e cardter predominantemente apolar. Entretanto, as
pequenas diferencas entre os ligantes, de 0,072 kcal/mol na cavidade 0 e 0,122 kcal/mol na
cavidade 1, ndo permitem estabelecer superioridade inequivoca de um deles (Tabelas 1 e
3).

Tabela 3. Acoplamento molecular de C;sMImCl e C16BnlmCl nas cavidades da Sortase A
de Streptococcus mutans (PDB ID: 4TQX).

Escore de Energia de van Energia de
Cavidade Composto afinidade der Waals Coulomb
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
0 Ci1sMImClI —9,646 —28,412 —0,652
0 Ci16BnImCl —9,718 —28,799 -2,174
1 CisMImCl —8,969 —21,087 —5,185
1 Ci16BnImCl —9,091 —21,901 —6,933

Nota: valores mais negativos indicam resultados energeticamente mais favoraveis segundo a fungdo de
pontuagdo empregada. Os escores devem ser utilizados para comparagdo relativa entre poses geradas pelo
mesmo protocolo e ndo correspondem a medidas experimentais de energia livre ou afinidade.

A Sortase A participa da ancoragem de proteinas de superficie relacionadas a
adesdo de S. mutans e a formagao do biofilme (Wallock-Richards et al., 2015; Jacobitz et
al., 2017; Schander et al., 2021). Embora os resultados indiquem compatibilidade estrutural
dos dois compostos com suas cavidades, uma possivel inibi¢do funcional somente podera
ser proposta apos a confirmacao de que as poses interferem no sitio catalitico, no acesso do
substrato ou em uma regido alostérica relevante.

Sortase C-1 de Actinomyces oris (PDB ID: 2XWG): A Sortase C-1 apresentou seis
cavidades, com volumes entre 381,29 e 936,01 A® e Drug Scores entre 0,72 e 0,83. A
cavidade 0 apresentou o maior volume (936,01 A%), enquanto as cavidades 0 e 1
alcangaram o maior Drug Score (0,83). Entretanto, os escores de acoplamento mais
favoraveis foram observados nas cavidades 3 e 4, que apresentaram propor¢des de residuos
apolares de 0,46 ¢ 0,48, respectivamente. Esses resultados mostram que o maior volume ou

6




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

Drug Score ndo determinou isoladamente a melhor acomodagdo dos compostos,
ressaltando a influéncia conjunta da geometria e da composicdo fisico-quimica das
cavidades (Tabela 1).

Na Sortase C-1, CisMImCI apresentou os escores mais favoraveis nas cavidades 3
(9,620 kcal/mol), 4 (9,611 kcal/mol) e 1 (9,596 kcal/mol), enquanto C;sBnImCl
apresentou seu melhor resultado na cavidade 4 (9,654 kcal/mol). Na melhor pose de
CisMImCI, localizada na cavidade 3, foram observadas contribui¢cdes de van der Waals e
de Coulomb de —26,278 e —10,237 kcal/mol, respectivamente. Para C1BnlmCl, a melhor
pose, identificada na cavidade 4, apresentou contribui¢cdes de —26,331 kcal/mol para as
interagdes de van der Waals e de —11,623 kcal/mol para as interagdes de Coulomb. Esses
resultados indicam a participagdo conjunta de componentes hidrofobicos e eletrostaticos na
acomodacdo dos compostos e sugerem que a presenga do grupo benzila influencia a
preferéncia relativa pelas cavidades. A cavidade 0, apesar de possuir o maior volume e um
dos maiores Drug Scores, produziu os escores menos favoraveis para ambos os ligantes,
demonstrando que o volume e a pontuagdo de druggability ndo determinaram isoladamente
a acomodacdo molecular. Entretanto, a diferenca de apenas 0,034 kcal/mol entre os
melhores escores de CisBnlmCl e C;sMImCI encontra-se abaixo da precisdo atribuivel a
funcdo de pontuacdo empregada, ndo permitindo estabelecer superioridade inequivoca de
um composto sobre o outro (Tabela 4).

Tabela 4. Comparagdo dos escores de acoplamento molecular de CisMImCI e CisBnImCl
nas cavidades da Sortase C-1 de Actinomyces oris (PDB ID: 2XWG).

Cavidade C1sMImCIl (kcal/mol) C16BnImCl (kcal/mol)
0 —7,963 —8,261
1 —9,596 —9,462
2 —9,095 —9,162
3 =9,620 —9,460
4 —9,611 —9,654
5 —9,462 —9,078

Nota: valores mais negativos indicam resultados mais favoraveis segundo a fung@o de pontuacdo empregada.
Os escores permitem a comparagdo relativa das poses produzidas pelo mesmo protocolo, mas ndo
correspondem a medidas experimentais de energia livre ou afinidade.

A cavidade 0, apesar de possuir o maior volume e um dos maiores Drug Scores,
produziu os escores menos favoraveis para ambos os ligantes. Portanto, o volume ¢ a
pontuacdo de druggability ndo determinaram isoladamente a acomodacdo dos compostos.
Além disso, a diferenca de apenas 0,034 kcal/mol entre os melhores escores de CisBnlmCl
e CisMImCI encontra-se abaixo da precisdo normalmente atribuivel as fungdes de
pontuacdo de docking, nao permitindo estabelecer superioridade inequivoca de um
derivado sobre o outro.

A obtengdo de poses favoraveis em diferentes cavidades pode refletir a capacidade
das moléculas anfifilicas de se acomodarem em superficies com distintas combinagdes de
regides apolares e carregadas. Esse comportamento pode indicar flexibilidade de interagao,
mas também pode estar associado a ligacdo pouco especifica. Por isso, a presenca de
multiplas poses favoraveis ndo deve ser interpretada, isoladamente, como evidéncia de
atuacdo politdpica funcional. A relevancia de cada cavidade devera ser avaliada com base
em sua proximidade ao sitio catalitico ou as regides envolvidas no reconhecimento do
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substrato e na montagem dos pili de 4. oris (Person 2011; Jacobi?; et al., 2017; Bhat et
al., 2024).

Dominio peptidase da ComA de Streptococcus mutans (PDB ID: SXE9): O dominio
peptidase da ComA apresentou trés cavidades selecionadas. A cavidade 0 destacou-se pelo
maior volume (460,48 A?), Drug Score de 0,81, propor¢io de residuos apolares de 0,81 e
52 centros de interacdo hidrofobica. A cavidade 4 apresentou volume de 261,70 A3, Drug
Score de 0,54 e a maior razdo de hidrofobicidade entre as regides analisadas (0,61). Em
contraste, a cavidade 6 apresentou volume de 250,82 A3, Drug Score de 0,72 e carater
predominantemente polar, com propor¢ao de residuos polares de 0,71. Essas diferencas
evidenciam ambientes fisico-quimicos distintos para a acomodagdo dos compostos
imidazolicos. Além das cavidades preditas, foi avaliado o sitio experimental ocupado pelo
ligante cocristalizado 6CH (Tabela 1).

O redocking do ligante 6CH resultou em RMSD de 0,9075 A, indicando
reproducdo satisfatoria da pose cristalografica. No sitio do 6CH, CisMImCI apresentou
escore de —9,406 kcal/mol, ligeiramente mais favoravel que o valor de —9,257 kcal/mol
obtido para CisBnImCl. Na cavidade 0, os escores foram de —9,289 kcal/mol para
Ci16MImCI e —9,331 kcal/mol para CisBnImCl (Tabela 5).

Os valores proximos indicam que os dois compostos apresentam comportamento
comparavel na principal cavidade predita e no sitio do ligante cocristalizado. Embora o
C16MImCI tenha obtido escore ligeiramente mais favoravel no sitio do 6CH e o CisBnImCl
na cavidade 0, as diferencas sdo insuficientes para sustentar uma classificacdo robusta de
afinidade. A elevada hidrofobicidade da cavidade 0 pode favorecer a acomodagdo das
cadeias Ci¢; entretanto, a eventual interferéncia no processamento e na exportacdo do
peptideo estimulador de competéncia depende da localizacdo da pose em relagdo aos
residuos necessarios a fungdo da ComA (Ishii et al., 2017; Lemos et al., 2019).

Tabela 5. Comparagdo dos escores de acoplamento molecular de CisMImCI e CisBnImCl
nas cavidades preditas e no sitio do ligante 6CH do dominio peptidase da ComA de
Streptococcus mutans (PDB ID: 5XE9).

Regido analisada C1sMImCIl (kcal/mol) C16BnImCl (kcal/mol)
Sitio 6CH -9,406 —9,257
Cavidade 0 —9,289 —9,331
Cavidade 4 —9,003 —8,945
Cavidade 6 —8,511 —8,824

Nota: o protocolo foi validado por redocking do ligante 6CH, obtendo-se RMSD de 0,9075 A em relagio a
pose cristalografica. Valores mais negativos indicam resultados mais favoraveis segundo a funcdo de
pontuagdo empregada e ndo correspondem a medidas experimentais de afinidade.

Analise integrada dos alves: A comparacdo entre as quatro proteinas demonstrou que os
dois compostos produziram escores relativamente proximos nos diferentes alvos, sem
predominancia consistente de C;sMImCI ou Ci16BnImCl. CisMImCl apresentou o resultado
mais favoravel no sitio HID da LuxS e no sitio 6CH da ComA, enquanto CisBnlmCl
apresentou valores discretamente mais negativos na cavidade 0 da Sortase A e na cavidade
4 da Sortase C-1. As diferencas observadas sugerem que o grupo benzila modifica a
acomodacdo do ligante de maneira dependente da geometria e da composicdo de cada
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cavidade, mas os dados ndo demonstram, isoladamente, uma relagdao estrutura—atividade
conclusiva.

As contribui¢cdes de van der Waals observadas nas poses sdo compativeis com a
participagcdo da cadeia alquilica Cis na interagdo com regides hidrofobicas. Ja a cabega
imidazolio pode contribuir para a orientacdo do ligante em regides polares ou carregadas.
Entretanto, essa interpretagdo estrutural deve considerar a natureza anfifilica dos
compostos, que pode favorecer sua associagdo com diferentes superficies proteicas sem
necessariamente resultar em inibicdo seletiva. Simulagdes de dindmica molecular,
estimativas de energia livre por métodos mais robustos e ensaios com proteinas ndo
relacionadas seriam uteis para avaliar a estabilidade e a especificidade das interagdes
previstas.

Do ponto de vista bioldgico, as proteinas analisadas participam de processos
relacionados a adesdo, a montagem de estruturas superficiais € & comunicacao bacteriana.
A Sortase A e a Sortase C-1 estdo associadas a exposi¢do de adesinas e a formacao de pili,
enquanto LuxS e ComA participam de sistemas de sinalizacdo envolvidos na organizagao
das comunidades microbianas (Huang et al., 2009; Persson, 2011; Lemos et al., 2019).
Dessa forma, a interacdo com essas proteinas constitui uma hipotese molecular relevante
para investigar possiveis efeitos dos sais imidazolicos sobre a formagdo e a maturagao do
biofilme oral.

Todavia, o acoplamento molecular ndo demonstra que os compostos inibem essas
proteinas, interrompem o quorum sensing ou reduzem a formagdo de biofilmes. Também
ndo permite concluir que atuem exclusivamente por um mecanismo anti-viruléncia ou que
preservem a viabilidade bacteriana. Essa ressalva ¢ particularmente importante porque sais
imidazolicos com cadeias alquilicas longas apresentam atividade antimicrobiana associada
a interacdo com membranas celulares (Postleb et al., 2013; Zheng et al., 2016; Pan et al.,
2022). Assim, uma eventual interacdo com alvos proteicos poderd representar um
mecanismo complementar a acdo membranolitica, € n3o necessariamente uma via
independente ou seletiva.

Em conjunto, os resultados identificam cavidades e poses prioritarias para estudos
subsequentes, com destaque para o sitio HID da LuxS, a cavidade 0 da Sortase A, as
cavidades 3 e 4 da Sortase C-1 e o sitio 6CH ¢ a cavidade 0 da ComA. A confirmagao da
relevancia funcional dessas interagdes requer ensaios enzimaticos, determinagao
experimental da afinidade, avaliacdo da seletividade e testes de formacgdo e desestruturagdo
de biofilmes orais. Esses experimentos deverdo ser associados a andlises de viabilidade
bacteriana e citotoxicidade em células humanas para distinguir um possivel efeito sobre
processos de viruléncia da atividade antimicrobiana geral dos compostos.

Conclusoes

A caracterizacdo topografica e os ensaios de acoplamento molecular indicaram que
C16MImCI e C16BnImCl apresentam compatibilidade estrutural com cavidades da LuxS, da
Sortase A, da Sortase C-1 e do dominio peptidase da ComA, proteinas relacionadas a
comunicagdo, a adesdo e a organizagdo de bactérias associadas ao biofilme oral. Os dois
compostos produziram escores de afinidade semelhantes, com diferengas dependentes da
geometria e da composicdo fisico-quimica de cada cavidade, sem predominancia
consistente de um dos derivados. Os resultados permitiram identificar regides prioritarias
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para investigacdo experimental, destacando-se o sitio HID da LuxS, a cavidade 0 da
Sortase A, as cavidades 3 ¢ 4 da Sortase C-1 e o sitio 6CH e a cavidade 0 da ComA. As
contribui¢cdes de van der Waals observadas nas poses sugerem participacao relevante da
cadeia alquilica Cis na acomodagao dos compostos em regides hidrofébicas, enquanto as
diferengas entre CisMImCl e CisBnImCl apontam para influéncia do grupo benzila sobre o
ajuste estérico em cavidades especificas. Esses achados sustentam a hipdtese de que a
interagdo com proteinas associadas a formacdo e & maturagdo do biofilme possa constituir
um mecanismo complementar a atividade antimicrobiana j4 atribuida aos sais imidazdlicos
de cadeia longa. Entretanto, o acoplamento molecular ndo comprova inibigdo enzimatica,
interferéncia no quorum sensing ou atividade antibiofilme. A relevancia funcional das
interagdes previstas devera ser confirmada por ensaios enzimaticos, determinagdo
experimental da afinidade, avaliagdo da seletividade e testes em modelos de biofilmes
orais. Essas analises, associadas a estudos de viabilidade bacteriana e citotoxicidade em
células humanas, serdo necessarias para distinguir possiveis efeitos sobre fatores de
viruléncia da atividade antimicrobiana geral dos compostos.
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