A 63° Congresso Brasileiro de Quimica
% ay BQ 05 a 08 de novembro de 2024
& Salvador - BA

ESTUDOS IN SILICO PARA IDENTIFICACAO DE LIQUIDOS
IONICOS CONTRA A CEPA MULTIRRESISTENTE DE Candida
albicans (ATCC 10231)

Valéria V. M. Paixdo’; Joyce T. da C. dos Santos?; Eduardo. B. Alves®: Yria J. A. Santos*:
Elaine S. Conceicdo®; Tiago B. Oliveira®

-6 Computer Aided-Science Research Group, Laboratério de Andlises de Alimentos e Bebidas, Programa de
P6s-Graduacgdo em Quimica, Universidade Federal de Sergipe (UFS), Aracaju, Sergipe, Brasil

Palavras-Chave: Triagem virtual, QSAR, Aprendizado de maquina.

Introducéo

Liquidos idnicos (ILs) sdo sais no estado liquido a temperaturas inferiores a 100 °C,
formados por um cation organico e um anion organico ou inorganico que podem ser
misturados e combinados para criar uma vasta gama de compostos.}? Os ILs possuem
propriedades fisico-quimicas Unicas, incluindo alta estabilidade térmica, baixa
inflamabilidade, pressdo de vapor desprezivel e excelentes capacidades de solvatacdo para
uma ampla variedade de compostos polares e apolares.! Ademais, os ILs tém sido
extensivamente estudados em aplicacdes eletroquimicas, biomédicas, solventes verdes,
catalise e agentes medicinais.?® Geralmente, esta classe de compostos consiste em grupos
hidrofébicos, que € a parte farmacologicamente ativa e outro grupo hidrofilico, responsavel
pela solubilidade em &gua.* Além disso, devido a facilidade de diversas combinacdes
estruturais de anion e cation para exibir atividades bioldgicas especificas, os ILs apresentam
grande potencial na area farmacéutica.® O interesse recente pelos ILs como agente antifiingico
tem aumentado devido a sua capacidade bactericida/fungicida e bacteriostatico/fungistatico,
principalmente contra S. aureus, E. coli, C. Albicans e A. niger.> %" Atualmente, os ILs
destaca-se como ativos promissores para o combate a infeccdes causadas por fungos.t A
proliferacdo de fungos como Candida albicans, por exemplo é prejudicada pela exposicdo a
ILs.®

A maioria das infecces humanas causadas por fungos sdo da espécie da Candida
(candidiase).’® As infeccdes fungicas causadas por esta espécie representa um desafio
significativo a saude publica, causando altas taxas de mortalidade que pode ser associada ao
aumento de ocorréncia de candidiase sistémica invasiva e casos de septicemia, especialmente
em pacientes imunocomprometidos.!! A Candida albicans o agente etiol6gico predominante
nas candidiases ® e é o terceiro microrganismo mais isolado da corrente sanguinea em
pacientes hospitalizados.!! Essa espécie de fungo coloniza o trato gastrointestinal, oral e
genital de forma assintomatica. No entanto, quando a integridade da barreira mucosa e o
sistema imunoldgico do hospedeiro estdo comprometidos a C. albicans pode migrar através
do epitélio e acessar nichos anatdmicos mais profundos, onde pode causar infecges.°

Atualmente, as classes de antifangicos utilizadas para o tratamento da candidiase sdo
os azolicos, polienos, alilaminas e equinocandinas. O fluconazol é o farmaco mais utilizado
no tratamento da candidiase devido a sua alta disponibilidade, baixo custo e disponibilidade
de administracdo em varias formulac6es. No entanto, a resisténcia das espéecies de Candida ao
fluconazol torna esse farmaco menos atraente no cenario atual.®
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A atividade antimicrobiana de ILs contra a C. albicans ATCC 10231 e diversas outras
cepas de microrganismos tem sido extensivamente relatada na literatura. Em alguns casos, a
atividade antimicrobiana tem sido avaliada por métodos de difusdo em disco de &gar, expressa
como o didmetro da zona de inibicdo do crescimento microbiano.''** Em outros, foram
aplicados diversos protocolos baseados em microdiluicdo em caldo para determinar a
concentragdo  inibitéria minima (MIC, do inglés Concentracdo Inibitoria
Minima).8151617.1819.2021 Ngo entanto, até onde sabemos, este € o primeiro estudo a
desenvolver modelos QSAR (do inglés, Quantitative Structure-Activity Relationship) a partir
de ILs testados experimentalmente contra a cepa padrdo C. albicans ATCC 10231 para a
previsdo de da MIC de ILs contra esta cepa multirresistente ao itraconazol, voriconazol,
anidulafungina e também ao fluconazol.?>%® Assim, o presente estudo tem por objetivo
desenvolver e validar modelos QSAR para realizacdo de uma triagem virtual para selecdo de
LIs com potencial atividade contra a C. albicans ATCC 10231 e, a visualizacdo do modo de
ligagdo dos LIs com MIC < 10 uM na enzima Lanosterol-14-a-desmetilase.

Material e Métodos

Selecéo do conjunto de dados — Um conjunto de dados com cerca de 200 LlIs testados
contra C. albicans ATCC 10231 foi compilado e usado para desenvolvimento e validacdo dos
modelos QSAR.

Identificacéo e exclusdo de duplicatas - A analise de duplicatas foi baseada na massa
molecular e no numero de atomos. LIs com valores idénticos foram inspecionados
visualmente. Apenas um composto foi mantido quando as atividades experimentais eram
iguais, resultando na remogé&o de 13 LIs.

Representacdo estrutural dos LIs e otimizacdo geométrica — Um LI pode ser
representado tanto como um composto (nico quanto uma mistura de fons.?* A literatura
frequentemente descreve os anions e cations constituintes dos LIs de forma separada.?® No
presente estudo, optou-se por representar os LIs como mistura de ions, porém a geometria
molecular foi otimizada para cada ion individualmente, utilizando o método semi-empirico
PM7 implementado no software MOPAC.

Calculo de descritores — Ap6s a otimizacdo geométrica mais de 4.000 descritores
quimicos 2D e 3D foram calculados para os cétions e anions separadamente e foram
concatenados em uma Unica tabela de descritores que caracterizou o conjunto de LIs (A+/B-).

Reducédo e Pré-selecdo de descritores — I) Exclusdo das variaveis com variancia
abaixo de 0,01; 1) Normalizacdo dos valores de descritores de 0 a 1; Ill) Varidveis com
correlacdo acima de 0,95 entre si foram removidas e 1V) Algoritmo GLMBoost para pré-
selecdo de descritores.

Divisédo do Conjunto de Dados — O conjunto de dados, formado por 206 LI testados
experimentalmente em C. albicans ATCC 10231, foi dividido em dois subconjuntos: treino e
teste em uma proporcao de 80:20, respectivamente de forma aleatoria.

Selec@o de Descritores e Modelagem QSAR - O algoritmo genético (GA) foi usado
para selecionar os descritores mais relevantes para o0 modelo QSAR para uso de algoritmos,
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tais como, Suport Vector Machine, Artifical Neural Network, Regresséo Linear, Random
Forest, etc.

Analise da Colinearidade — A multicolinearidade entre os descritores selecionados foi
avaliada por meio do célculo do Fator de Inflagdo da Variancia (VIF, do inglés Variance
Inflation Factor). O VIF quantifica a multicolinearidade ao considerar a relagéo entre cada
variavel independente e todas as outras variaveis independentes presentes no modelo. Seu
calculo é dado por:

1
1-R?

VIF=

Onde Ri? representa a proporc¢do da variancia na i-ésima variavel independente que
pode ser explicada pelas demais variaveis independentes no modelo.?” Valores de VIF entre 5
a 10 indicam forte colinearidade entre as variaveis.?®

Dominio de Aplicabilidade (APD) — O espa¢co quimico foi calculando pelo valor
médio normalizado da distancia euclidiana para cada composto do conjunto de treino e teste.

Validag@o dos modelos QSAR — Validado internamente com a estratégia Leave-one-
out e externamente com o conjunto de teste.

Triagem Virtual — A triagem virtual para a identificacdo de novos LIs com atividade
contra a C. albicans ATCC 10231 foi realizada em dois bancos de dados previamente
construidos formados por LIs que passaram pelo dominio de aplicabilidade do modelo: (i)
Banco de dados com atividade antibacteriana (BdAtA) formado por 788 Lis e (ii) Banco de
dados com atividade fngica (BdAtF) com 276 LlIs.

Resultados e Discussao
Reducdo e Pré-selecao de descritores

A selecdo de varidvel foi realizada em duas etapas de reducdo: primeiramente foi
realizada uma pré-reducéo onde foram removidos 1.671 descritores com variancia abaixo de
0,01, sequencialmente foram normalizados com valores de zero a um e com 0 objetivo de
evitar redundéncia nas informacbes dos descritores foram excluidos 786 varidveis com
correlacdo acima de 0,95 entre si. Na segunda etapa foram pré-selecionados 57 descritores
usando o algoritmo de modelo linear generalizado impulsionado (GLMBoost, do inglés
Boosted generalized linear model).

Selecéo de descritores e Modelagem QSAR

Ap0s a etapa anterior, com auxilio de algoritmo genético (GA), selecionou-se onze
descritores para a construcdo do modelo QSAR. Destes, quatro descrevem 0s anions e sete
descrevem os cations, todos do tipo 2D. No que tange aos descritores de anions, destaca-se o
descritor nArOH, que quantifica a presenca de grupos hidroxila aromaticos. Adicionalmente,
o descritor de indice de estado E, MaxsOH, representa o valor maximo de uma propriedade
associada aos grupos hidroxila na estrutura do anion. Descritores topoldgicos, como F10[C-C]
(frequéncia de pares de atomos de carbono separados por 10 ligacGes) e FO1[O-S] (frequéncia
de pares oxigénio-enxofre separados por uma ligacdo), também foram selecionados.
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Para os cétions, o conjunto de descritores engloba o indice céntrico em loop (descritor
topoldgico LOC), bem como descritores de autocorrelagdo 2D, como MATS5i (considera o
potencial de ionizacdo de atomos a 5 ligacGes de distancia) e GATS6e (avalia a
eletronegatividade entre atomos separados por 6 ligagdes). Adicionalmente, foram
selecionados descritores funcionais, como nOHs (ndmero de alcoois secundarios) e
nPyridines (nimero de grupos piridinicos) e descritores de farmac6foro, como
CATS2D_07_PL (relacéo entre regides de carga positiva e lipofilicas, considerando atomos a
7 ligacOes de distancia) e SHED_LL (caracteristicas de lipofilicidade).

A atividade antimicrobiana dos LIs esta diretamente relacionada ao carater hidrofobico
do cétion, o qual aumenta com o alongamento da cadeia alquilica.?®% Por outro lado, o &nion,
embora com papel secundario, contribui para 0 mecanismo de a¢do dos LIs por meio de seu
carater hidrofilico.313233 A analise dos descritores moleculares selecionados proporciona uma
compreensdo mais aprofundada da relagdo entre a estrutura dos LIs e sua atividade
antimicrobiana. Entre os descritores avaliados, destacam-se 0s que estdo associados ao cation,
como os descritores farmacoforicos CATS2D 07 PL e SHED_LL, que evidenciam as
propriedades hidrofébicas do cation. Quanto aos descritores relacionados ao anion, observa-se
que eles reforcam as caracteristicas hidrofilicas da molécula. Dessa forma, conclui-se que a
estratégia de célculo dos descritores de maneira independente foi eficaz na identificacdo das
principais caracteristicas de cada ion, que sdo determinantes para a atividade antimicrobiana
dos Lls.

A intercorrelacdo entre os descritores moleculares foi avaliada por meio do fator de
inflacdo da variancia (VIF, do inglés Variance Inflation Factor). Como é possivel observar na
Figura 1, os valores de VIF estdo abaixo de 3, todos abaixo do valor limite de 5 indicando né&o
haver multicolinearidade significativa entre os descritores. O modelo de QSAR foi construido
para prever a atividade biolégica (em -pMIC) de LlIs contra a C. albicans utilizando os
descritores selecionados e o algoritmo LibSVM com kernel radial no modelo QSAR.

O modelo construido possui boa precisao, robustez e capacidade preditiva satisfatoria,
com um coeficiente de determinacdo (RZ,) superior a 0,6** e baixos valores de RMSE e
MAE.®® Os pardmetros estatisticos do modelo construido foram: RZ,, = 0,805, RMSE = 0,429
e MAE = 0,342. Além disso, 0 modelo passou pelo APD confirmando que o0 espago quimico
coberto pelo conjunto de treino engloba adequadamente os compostos no conjunto de teste
externo. Desta forma, o modelo apresentado foi selecionado para a realizacdo da triagem
virtual (VS).

Figura 1: Analise do Fator de Inflacdo de Varidncia dos descritores selecionados.




N 63° Congresso Brasileiro de Quimica
&5 v Bo 05 a 08 de novembro de 2024
Salvador - BA

naroH |
maxsoH [
Forjo-s] I
Fioic-c) I
Loc (#1) I——
maTssi (+1) I
catsee (#1) G
nots (#1) [
nPyridines (+1) I
catszp_o7_PL (1) I
sHeD_LL (+1) [
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25
Fator de Inflagao de Variancia (VIF)

Descritores

Triagem Virtual

Inicialmente, foi realizado a verificacdo de dominio de aplicabilidade para verificar
quais LIs dos bancos de dados de triagem fazem parte do espaco quimico do modelo
construido. Para os bancos BdAtA e BAAtF 666 e 219 Lls, respectivamente passaram pelo
APD sinalizando que as previsdes para esses LIs sdo confiaveis. A tabela 1 mostra os LIs que
foram selecionados pela VS com valores preditos de MIC < 10 pM.

Tabela 1: ILs selecionados com menores valores de MIC pela VS.
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pMIC -0,902
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Dentre os LlIs selecionados com menores valores de MIC contra a C. albicans ATCC
10231, é possivel agrupa-los em quatro principais classes mais estudadas na literatura com
atividade antimicrobiana: imidazol, tetraalquilfosfénio, amonio quartenario e pirrolidinico.
Entre os LIs da classe tetraalquilfosfonio, o composto L11040 foi previsto como 0 mais ativo.
Em contraste, o L11037 apresentou um valor de MIC maior, possivelmente devido ao menor
comprimento do espacador entre o grupo fosfonio e a trifenilamina, ja que estudos mostram
que espacadores de 6 a 10 atomos de carbono entre essas estruturas podem aumentar a
atividade antibacteriana.®® Os LIs de aménio quaternario, como L1635 e L1631, mostraram,
em estudos experimentais atividade antimicrobiana.®” O LI a base de colina (LI1892) com
longas cadeias laterais (14 a 18 atomos de carbono) apresentam atividade antimicrobiana.®
Ao comparar a atividade prevista para os LIs a base de imidazol (L11009 e LI885) observa-se
que o L11009 apresentou menores valores de MIC, esse resultado pode estar relacionado as
substituicdes do grupo imidazolico que em estudos realizados por Cole e colaboradores®
mostraram que substituicdes nos grupos C1 e C3 por grupos hidrofébicos aumentam a
atividade antibacteriana. Por fim, o L1309, da classe pirrolidinico, demonstrou atividade
antimicrobiana, conforme relatado na literatura, devido a sua longa cadeia lateral.*® Assim, o
modelo desenvolvido demonstrou capacidade preditiva para a atividade de LIs com cadeias
alquilicas longas (C12-C18) contra C. albicans ATCC 10231, corroborando com os dados ja
existentes na literatura cientifica sobre essas classes de compostos.

Conclus6es

Na presente pesquisa foi desenvolvido e validado modelo QSAR usando o algoritmo
Lib_SVM com o kernel radial em que apresentou métricas estatisticas validas e, portanto, foi
selecionado para realizacdo da triagem virtual em dois bancos de dados de LIs com atividade
antibacteriana e antifangica. O modelo previu oito LIs com valores de MIC < 10uM da classe
dos imidazois, tetraalquilfosfonio, amonio quartenario e pirrolidinico. Além disso, vale
salientar que a estratégia na qual os descritores foram calculados para o cation e anion
separadamente permitiu construir modelo validado.
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