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RESUMO 

O gênero Candida constitui o principal grupo de leveduras que causam infecções oportunistas 
nos seres humanos, possuindo cerca de 200 espécies distintas. Diante disso, o uso da biologia 
computacional e as aplicações de suas ferramentas são indispensáveis para o avanço na produção 
de novos fármacos com maior eficácia e com tempo e valor reduzidos. A inibição do metabolismo 
do folato é uma importante estratégia no tratamento de doenças infecciosas. Na via metabólica do 
folato, a enzima diidrofolato redutase (DHFR) catalisa a redução do diidrofolato a tetraidrofolato. 
Este metabólito é essencial para a biossíntese de DNA e proteínas. Portanto, o desenvolvimento 
de novos antagonistas da diidrofolato redutase tem sido considerado como uma boa estratégia 
para melhorar o tratamento das doenças infecciosas. Nessa perspectiva, o presente trabalho teve 
por objetivo analisar a ancoragem molecular da proteína diidrofolato redutase de Candida 

albicans com o ligante azadiractina a fim de estudar seu potencial inibitório frente a tal proteína, 
explorando uma possível nova interação ou alvo molecular específico. Deste modo, foram 
realizados experimentos in silico de docking proteína-ligante no programa Autodock 4.6¹, 

resultando numa interação direta da azadiractina com o sítio ativo da DHFR, os dados estimados 
nos cálculos revelaram valores expressivamente negativos, para a energia livre de ligação 
variaram de -1.21 kcal/mol, no complexo 1, a -1.45 kcal/mol, no complexo 10, enquanto que para 
a energia intermolecular variaram de -5.08 a -9.43. Em sequência, as constantes de inibição (KI) 
variaram de 80,35 uM a 894,54 µM. Sendo a azadiractina um inibidor fraco devido aos valores 
de KI, mesmo se ligando diretamente ao sitio ativo da proteína. 

 
Palavras-Chave: Candida albicans, DHFR, docking molecular, nim. 



ABSTRACT 
 

The Candida genus is the main group of yeasts that cause opportunistic infections in human 
beings, with around 200 different species. Facing this, the use of computational biology and the 
application of its tools are indispensable to the advance on the production of new drugs with 
higher efficiency and reduced demanded time and value. The inhibition of the folate metabolism 
is an important strategy on treatments of infectious diseases. On the metabolic pathway of folate, 
the enzyme dihydrofolate reductase (DHFR) catalyzes the reduction of dihydrofolate into 
tetrahydrofolate. This metabolite is essential to the biosynthesis of DNA and proteins. Therefore, 
the development of new antagonist of dihydrofolate reductase have been considered a good 
strategy to optimize the treatment of infectious diseases. On this perspective, the present work 
aimed to analyze the molecular anchoring of the protein dihydrofolate reductase of Candida 

albicans with the ligand azadiractine in order to study its inhibitory potential facing said protein, 
exploring a possible new interaction or specific molecular target. On this wise, in silico protein- 
ligand experiments were done on Autodock 4.6, resulting in a direct interaction of Azadiractine 
with the active site of DHFR. The estimated data in the calculations revealed expressively 
negative values, for the free energy of binding, they ranged from -1.21 kcal/mol, on complex 1, 
to -1.45 kcal/mol, on complex 10, while for the intermolecular energy they ranged from -5.08 to 
-9.43. In sequence, the inhibition constants (KI) ranged from 80,35 uM to 894,54 µM. 
Azadirachtin is a weak inhibitor due to KI values, even if it binds directly to the active site of the 
protein. 

 
Keywords: Candida albicans, DHFR, molecular docking, neen. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Antes dos adventos tecnológicos e das grandes descobertas que envolvem as 

variadas técnicas moleculares, a humanidade dependia exclusivamente de medicamentos 

oriundos de fontes naturais. As plantas medicinais estavam sendo amplamente utilizadas 

para várias terapias, como também alguns produtos medicamentosos consistiam em 

substâncias de origem animal ou mineral. Com o avanço crescente das ciências, muitos 

aspectos experimentaram mudanças, não só em relação à tecnologia em si, como também 

aos fatores ligados à saúde (EDLER, 2006). 

De maneira empírica, sobreveio o interesse por substâncias que restabelecessem 

frente a determinados tipos de doenças. Não se compreendia o porquê; era sabido apenas 

que determinada planta poderia ser recomendada para uma enfermidade específica, 

observando apenas os efeitos causados. Com o passar do tempo, diante do avanço da 

ciência e da tecnologia, os pesquisadores, ao isolarem compostos em seus laboratórios 

químicos, despertavam em si o interesse pelas ações farmacológicas dos mesmos. Em 

geral, era realizado um grande número de experimentos para ser descoberta a ação 

farmacológica ou toxicológica de uma dada substância, o que acarretava em desperdício 

de tempo e material, tornando a pesquisa significativamente custosa. Precisava-se, então, 

aprimorar todo o processo que envolve a descoberta de fármacos, em busca de maior 

eficiência para se estabelecer métodos de prevenção mais eficazes. 

Com o aumento da resistência microbiana aos fármacos, a indústria farmacêutica 

segue numa busca incessante por drogas capazes de combater as inúmeras doenças 

decorrentes de patógenos (YAMADA-OGATTA et al., 2015). Infecções fúngicas 

resistentes a medicamentos estão se manifestando cada vez mais como um importante 

problema clínico (PERLIN, RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY- 

IZQUIERDO, 2017). 

Somando-se a isso, Berman e Krysan (2020) apontaram que existe uma proporção 

significativa de pacientes que não respondem à terapia, apesar de estar infectada com 

fungos suscetíveis às drogas disponíveis no mercado, e as opções de tratamento estão se 

tornando limitadas. Dentre estes pacientes se sobressaem os casos referentes à 

imunodeficiência, por exemplo: pacientes com AIDS; transplantados ou com câncer que 

carecem de terapia imunossupressora; e os submetidos a processos cirúrgicos invasivos, 

sendo estes também os principais acometidos em função dessas infecções 

(VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012; CHANG et al., 2016). 
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Os altos níveis de morbidade atingindo 65,3% e mortalidade com 72,2%. 

resultantes de infecções em pacientes hospitalizados mostram que C. albicans tornou-se 

um patógeno humano de grande relevância clínica. (RODRIGUES et al., 2017; DOI et 

al., 2016). Por isso, torna-se necessário entender o mecanismo de ação, bem como as 

vias afetadas pelo uso de tais fármacos para que seja possível encontrar um tratamento 

eficiente, de forma que este patógeno não se torne resistente a tal medicamento. 

Nessa perspectiva, segundo Mariano et al. (2021), o uso da biologia 

computacional e aplicações de suas ferramentas são indispensáveis para o avanço na 

produção de novos fármacos, assim como, no estudo de mecanismos de ação, facilitando 

um avanço eficaz nas etapas de estudos farmacológicos e, por conseguinte, obter novos 

fármacos com maior eficácia e com tempo e valor reduzidos. Assim, conhecer as 

interações específicas entre a proteína e substrato é fundamental para a caracterização e 

comportamento do sítio ativo para entender como um fármaco interage com sítios de 

ligação de uma determinada proteína de forma a inibir a ação da mesma. 

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo analisar a ancoragem molecular 

da proteína DHFR com o ligante Azadiractina, explorando seu potencial inibitório como 

uma possível nova interação ou alvo molecular específico frente a tal proteína. Destaca- 

se que a proteína di-hidrofolato DHFR da Candida catalisa a redução do ácido fólico e 

di-hidrofólico em ácido tetra-hidrofólico, sendo essa uma reação essencial para a síntese 

de glicina e purina e para a síntese de precursores de DNA (SHENKIN; ROBERTS, 

2016), bem como sua relação e interação com uma molécula da planta de nim 

(Azadirachta indica Jussieu), a azadiractina. Esta é extremamente conhecida por suas 

propriedades tóxicas e repelentes contra insetos, mas também por suas propriedades 

antissépticas, contraceptivas, antipiréticas, antifúngicas e antiparasitárias (MORDUE; 

LUNTZ; NISBET, 2000). No entanto, ainda permanece desconhecido qual o modo de 

ação ao nível molecular e celular e propriedades estruturais da molécula de azadiractina, 

sendo, portanto, necessário estudos computacionais por técnicas modernas de interação 

molecular. 
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2. OBJETIVOS 
 
 

2.1 Objetivo geral 

 
 Estudar a ancoragem molecular do ligante azadiractina de nim (Azadirachta 

indica Jussieu) com a proteína diidrofolato redutase (DHFR) de Candida 

albicans, por meio de ensaios in silico.

 
2.2 Objetivos específicos 

 
 

 Gerar complexos proteína DHFR–ligante azadiractina, por meio de simulações 

computacionais de docking molecular usando o software Autodock4;

 Validar as interações proteína-ligante, por meio de valores de energia de ligação 

e distância usando o software Autodock4;

 Validar as interações proteína-ligante, por meio da identificação de aminoácidos 

interagentes, usando o software Discovery Studio Visualizer;

 Estudar o potencial inibitório do ligante azadiractina, por meio das análises dos 

complexos proteína-ligante.
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
 

3.1 Importância de prospectar antifúngicos para Candida albicans 

Pappas et al. (2018) relata que as espécies do gênero Candida refletem em um 

problema de saúde pelo aparecimento de cepas e de novas espécies cada vez mais 

resistentes aos antifúngicos, que estão disponíveis para o tratamento de infecções 

causadas por estes micro-organismos. Isto faz com que muitas vezes estas infecções não 

sejam tratáveis, trazendo malefícios para o paciente. Diante deste cenário é importante e 

necessário prospectar novos antifúngicos visando a busca por métodos alternativos. 

Estudando os principais mecanismos de resistência deste gênero aos antifúngicos, assim 

como as particularidades relacionadas a candidíase, seja ela invasiva ou superficial, se 

estabelece a possibilidade de um direcionamento de pesquisas que visem a busca de novos 

antifúngicos, com enfoque em novos alvos terapêuticos, estratégias de prevenção e 

tratamento destas infecções, resultando na atualização constante dos tratamentos 

disponíveis. 

De acordo com Pappas et al. (2018), o gênero Candida é listado como a terceira 

causa das septicemias em geral no mundo. A Candida albicans segue sendo no decorrer 

dos anos a espécie mais frequentemente encontrada nas infecções propiciadas pelas 

espécies do gênero Candida, perdurando em 65,3% das infecções, por este gênero, em 

torno do mundo (RODRIGUES et al., 2017). 

Segundo Doi et al. (2016), no Brasil, o gênero Candida foi relatado como o sétimo 

agente etiológico determinante das infecções sanguíneas, sendo C. albicans (34,3%) a 

espécie mais prevalente dessas infecções, com uma taxa de mortalidade de 72,2%. 

Colombo e Guimarães (2003) apontam que essa é uma espécie adaptada ao corpo 

humano, que possui um alto nível de mortalidade, podendo colonizá-lo em condições de 

normalidade fisiológica sem produzir sintoma algum. 

Esses micro-organismos podem ser encontrados na microbiota da mucosa 

reprodutiva e gastrointestinal, vivendo de forma simbionte em 50-70% dos indivíduos 

saudáveis (PERLROTH; CHOI; SPELLBERG, 2007). A colonização feita por Candida 

permite certas vantagens, ao colonizar o ser humano as espécies conseguem assimilar os 

nutrientes necessários para sobrevivência. Essa condição acaba limitando o crescimento 

de outros fungos oportunistas, trazendo equilíbrio a microbiota e promovendo uma 

melhor resposta imunológica (MARTINS et al., 2014). 
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Esta espécie é um micro-organismo comensal que pode se tornar patogênico em 

condições de baixa imunidade do hospedeiro, e, por causa destas características, são 

considerados patógenos oportunistas (MONOD; ZEPELIN, 2002). Comumente sob 

condições ideais de desenvolvimento, esses micro-organismos se tornam patógenos 

humanos e causam infecções que são denominadas de Candidíase. 

Kabir, Hussain e Ahmad (2012) relatam que dentre os fatores que colaboram para 

as infecções causadas por esse organismo podem ser elencados dois principais, e estes 

influenciam o fator de patogenicidade de C. albicans: o estado imune do hospedeiro e os 

fatores de virulência do patógeno. Foram identificadas nas últimas três décadas uma 

enorme quantidade de fatores de virulência, como desenvolvimento de biofilmes, 

capacidade de adesão, hidrofobicidade da superfície celular, transição morfológica e 

produção de enzimas hidrolíticas (ZANNI et al., 2017). Outra característica associada 

com a patogenicidade em humanos, como aponta a autora e a capacidade de multiplicação 

à altas temperaturas, como entre 39ºC e 42ºC., 

A Candidíase é um termo usado amplamente para intitular infecções causadas por 

fungos do gênero Candida, sejam elas mucocutâneas ou superficiais, bem como infecções 

invasivas de órgãos profundos ou sangue (candidemia) (HANI et al., 2015; PAPPAS et 

al., 2018). A candidíase mucocutânea ou superficial acomete pele, cabelos, unhas e 

membranas mucosas. De acordo com Hellstein & Marek (2019), a candidíase oral - que 

pode ser classificada como intraoral, faríngea e perioral, e pelo estágio agudo ou crônico 

- acomete preferencialmente os indivíduos com SIDA, idosos com próteses dentárias e 

fumantes. Os sintomas causados por essa infecção são variáveis e irão depender da região 

acometida pela infecção (VÁZQUEZ‐GONZÁLEZ et al., 2013). 

Os sintomas vão desde o surgimento de aftas na boca e dificuldades para engolir, 

manchas na boca e na língua, até dores abdominais e perda de apetite nos casos de 

candidíase no esôfago (HANI et al., 2015). Tem-se também a candidíase vulvovaginal, 

que é uma infecção caracterizada por prurido, dispareunia, ardor e pela eliminação de 

corrimento vaginal, sintomas que aumentam no período pré-menstrual com a elevação da 

acidez vaginal. A candidíase acomete cerca de 50% das mulheres (com casos de 

recorrência), e pode atingir bebês do sexo feminino neonatas. A candidíase postular afeta 

usuários de drogas, mas também pode ocorrer em pacientes hospitalizados e/ou 

imunossuprimidos, acometendo a pele e o couro cabeludo (VÁZQUEZ-GONZÁLEZ et 

al., 2013). 
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Os métodos atuais de controle são os antifúngicos, como por exemplo os 

antifúngicos azóis que agem inibindo a enzima do citocromo P450 14α- 

lanosteroldesmetilase que participa de uma das etapas mais importantes da rota da 

biossíntese de ergosterol nas leveduras e fungos filamentosos (PRASAD; SHAH; 

RAWAL, 2016). Serhan et al. (2014) indicam que os antifúngicos Alilaminas e Polienos 

apresentam também ação bem definida contra ao ergosterol, que é um componente 

importante da membrana celular do fungo. O primeiro age de formar a inibir a biossíntese 

de ergosterol através da inibição da enzima escaleno epoxidase, dessa forma e capaz de 

bloquear o crescimento fúngico. Já os polienos interagem diretamente com o ergosterol,  

e através desta interação ocorre a formação de poros transmembranais. Estes acarretarão 

na criação de um canal iônico que por consequência ocasiona vazamento e perda de íons 

resultando em um desequilíbrio eletroquímico (COHEN, 2010). 

De acordo com Prasad, Shah e Rawal (2016), os inibidores de parede celular 

fúngica fazem parte dos métodos de controle, onde as equinocandinas atuam por 

intermédio de um único mecanismo de ação. O mesmo inibe a síntese da parede celular 

de fungos, e através da inibição não competitiva da enzima (1,3)-β-D-glucana sintase. 

Esta enzima é capaz de realizar a síntese do polímero (1,3)-β-D-glucana, que por sua vez 

é constituinte importante da parede celular, que liga covalentemente ao outro polímero a 

(1,6)-β-D-glucana, e juntos com a quitina formam uma rede tridimensional complexa de 

microfibrilas (PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016). Através da inibição se estabelece a 

inibição de biossíntese da parede celular, com isso causando a lise e prejuízo a integridade 

celular do organismo (EMRI et al., 2014). 

As limitações que esses métodos de controle possuem se relacionam com os 

mecanismos de resistência do gênero Candida aos antifúngicos. A resistência aos azóis 

em C. albicans estão bem definidas e são associadas principalmente à expressão 

aumentada da bomba de efluxo de drogas, à maior expressão e modificação na estrutura 

de sítios alvos, além da formação de biofilme (SANGLARD et al., 1995). Com a 

expressão da bomba de efluxo ocorre uma baixa concentração do agente antifúngico no 

interior da célula fúngica, e essa baixa concentração confere resistência a essas drogas 

(PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017). 

Perlin, Rautemaa-Richardson e Alastruey-Izquierdo (2017) relatam em seu 

trabalho que a formação de biofilme pelas espécies de Candida spp. aparece como um 

importante mecanismo para a falta de ação dos antifúngicos azolicos. Este é um 
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mecanismo de resistência comum também às demais classes de antifúngicos (AL- 

FATTANI; DOUGLAS, 2006). Biofilmes maduros apresentam uma estrutura bem 

consolidada, constituindo uma matriz extracelular forte que promove a ligação das células 

à uma superfície, ligação intercelular e agregação arquitetada. Sejam esses biofilmes de 

um mesmo micro-organismo ou de dois ou mais desses, essa matriz é responsável por 

manter uma barreira mecânica estável e também proteger os micro-organismos das drogas 

antimicrobianas e, portanto, desempenham papel na resistência a essas drogas 

(FLEMMING & WINGENDER, 2010). A resistência aos polienos se estabelece pela 

interação com o ergosterol presente na membrana plasmática das células de Candida spp. 

formando poros que ligam o interior da célula com o meio externo e fazem o micro- 

organismo perder o seu equilíbrio osmótico e os nutrientes essenciais a sua sobrevivência 

(KOO et al., 2017). 

 
3.2 Diidrofolato redutase (DHFR) 

A DHFR é uma enzima alvo para o tratamento de infecções bacterianas, câncer e 

parasitoses, sendo considerada uma proteína chave no metabolismo do folato. Lima- 

Pallone, Catharino e Godoy (2008) demonstraram que nas últimas décadas, os folatos 

vêm alcançando um grande reconhecimento devido ao papel importante e essencial no 

metabolismo de aminoácidos, funções neurológicas e crescimento. O ácido fólico (ácido 

pteroil glutâmico) é uma vitamina hidrossolúvel, com estrutura molecular formada pela 

subestrutura pterina, conectada a amina do ácido para-aminobenzóico (PABA), que por 

sua vez está ligado ao ácido glutâmico, através do seu grupo amino e da carbonila deste 

aminoácido (ENGELKING et al., 2015). 

De acordo com Shenkin e Roberts (2016), a enzima diidrofolato redutase, frente 

à síntese do folato, é responsável por converter o diidrofolato (DHF), a forma ativa do 

ácido fólico. A síntese adequada do tetraidrofolato (THF) é importante para posterior 

geração de 5-metil-THF, dessa forma, seguindo com os processos de metilação 

(KALMBACH et al., 2008). A importância da DHFR na manutenção da homeostase do 

folato faz dela um importante alvo para novas drogas. A inibição da enzima limita as 

concentrações de THF que, por consequência acarreta na diminuição da síntese de DNA, 

reduzindo dessa forma a proliferação celular (BANERJEE et al., 1995). 

Conforme Whitlow e colaboradores (1997), o modelo cristal final contém 2 

cadeias polipeptídicas de DHFR de C. albicans, apresentando um subdomínio de ligação 

a adenosina e um subdomínio rico em alças em cada cadeia. A estrutura tridimensional 
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encontrada tanto nessa espécie de fungos, como em humanos, em bactérias e outros 

microrganismos, forma um arranjo funcionalmente ativo pelo complexo com sua co- 

enzima NADPH, por isso cada subdomínio de ligação a adenosina está complexado com 

1 molécula da co-enzima NADPH, sendo uma em cada domínio de cada cadeia (Figura 

2). O sítio ativo da DHFR de C. albicans está localizado entre os dois subdomínios citados 

e é composto pelos seguintes resíduos de aminoácidos: Met25, Ile9, Glu32, Ile33, Phe36, 

Met54, Thr58, Ser61, Ile62, Leu69, Arg72, Ile112. 

 
3.3 Azadiracta Indica Juss 

Azadiracta indica Juss é uma árvore pertencente à família das Meliáceas, 

originaria da índia e conhecida popularmente com nim. De acordo com Govindachari, 

Gopalakrishnan e Suresh (1999), o nim foi introduzido no Brasil, pela primeira vez, de 

forma oficial pela Fundação Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), em 1986. Na 

região Nordeste do Brasil (Bioma Catinga), o nim foi introduzido por sua capacidade de 

produzir frutos em grandes escalas e alavancar o comercio de madeiras (BRUEL, 2006). 

Em contrapartida a chegada do nim no Nordeste Brasileiro trouxe muitos prejuízos 

levando em consideração o alto grau de competitividade da planta com as demais espécies 

nativas da região. Sua dominância pode ser dada pela ação de substâncias alelopáticas 

que liberam substancias que provocam efeitos no desenvolvimento de outras espécies 

vegetais (BRASIL, 2003). 

Elas podem reduzir o crescimento inicial e depois inibi-lo além de provocar perda 

da biodiversidade por sombreamento, levando a e exposição do solo e consequentemente 

assoreamento de cursos d’água. (LEÃO; ALMEIDA, 2009). Diversas aplicações 

biotecnológicas estão associadas ao nim. Como árvore, essa planta é usada para 

arborização de ruas e praças, ou para sombra em torno das casas e no pasto. A madeira é 

resistente a cupins e pode ser explorada comercialmente. Das folhas, sementes e cascas 

pode-se extrair uma quantidade de compostos bioativos, tais como metabolitos 

secundários, tendo terpenóides como um de seus principais componentes. Além desses, 

tecidos e órgãos de nim podem ser usados em preparações de extratos aquosos ou 

alcoólicos, os quais têm sido utilizados como repelentes, inseticidas (GOVINDACHARI; 

GOPALAKRISHNAN; SURESH, 1999). Aplicações de biocompostos extraídos de nim 

na saúde humana também incluem antimicrobianos, anti-inflamatórios, no tratamento de 

hipertensão e febre. 

Em virtude da importância de viroses causadoras de doenças em plantas e em 
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humanos, a planta nim tem sido estudada também quanto às suas propriedades antivirais, 

direcionados para o combate à Dengue e a recente Chikungunya, tanto pelo controle do 

mosquito vetor (Aedes Aegypti) (MUKESH et al., 2014), quanto pela busca por 

moléculas capazes de inativar proteínas virais e fúngicas fundamentais para sua 

proliferação no hospedeiro (OLIVEIRA; GOMES, 2016). Entretanto, novos estudos 

envolvendo aplicações biotecnológicas mediadas pela planta nim requerem um 

conhecimento prévio sobre as tendências das tecnologias já patenteadas, visando não 

repetir tecnologias já protegidas e fundamentar novas tecnologias, seja por invenção ou 

por inovação. 

 
3.4 Azadiractina 

Os componentes químicos contidos na planta nim, presente na semente do fruto, 

apresentam alto potencial de ação contra diversos sistemas biológicos. Os compostos que 

possuem esta característica são os limonóides, substâncias amargas, conhecidas como 

meliacinas ou tetranotriterpenóides (ALVES et al., 2009). Considera-se que em volta de 

550 espécies de insetos artrópodes apresentam alguma sensibilidade a estes compostos 

(MORGAN, 2009). 

A azadiractina é caracterizada como uma substância não volátil, altamente polar, 

solúvel em solventes polares (metanol e etanol) e ligeiramente solúvel em água 

(MORGAN, 2009). Essa proteína vem sendo muito estudada para detectar seu modo de 

ação, e cuidados com a toxicidade. Além de insetos, esse princípio ativo pode influenciar 

outros organismos como nematoides, caramujos, crustáceos, fungos, viroses de planta e 

estimular em aproximadamente 25% no aumento de minhocas, melhorando o solo 

(PRAKASH; BHOJWANI; SRIVASTAVA, 2002). 

De acordo com Morgan (2009), a azadiractina expressa a função de biopesticida, 

pois a mesma possui a capacidade de regular o crescimento de insetos e artrópodes. Seu 

princípio ativo afeta na síntese de RNA e no metabolismo dos hormônios cerebrais das 

pestes agrícolas. Prakash, Bhojwani e Shrivastava (2002) atribuíram outros efeitos sobre 

pragas como: regulação de crescimento, efeito antialimentar, repelência ao depositar 

ovos, interações nas funções bioquímicas e fisiológicas, até a morte. 

Azadiractina também possui atividade antifúngica, com potencial controle de 

fitopatógeno indicando assim a presença de componentes com características elicitoras, 

ou seja, são compostos que atuam na defesa contra predadores e infecções. Na ação 

fungitóxica direta ocorre a inibição do crescimento micelial e a germinação de esporos 
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tal como a capacidade de indução do acúmulo de fitoalexinas (HASHMAT; AZAD; 

AHMED, 2012; DHRA et al., 2018). No entanto, ainda permanece desconhecido qual o 

modo de ação ao nível molecular e celular e propriedades estruturais da molécula de 

azadiractina, sendo, portanto, necessário estudos computacionais por técnicas modernas 

de interação molecular. 

Fitoalexinas são metabólitos secundários, que possuem como características um 

baixo peso molecular e que são produzidos por plantas em resposta a estresses físicos, 

químicos e biológicos, sendo assim altamente competentes para inibir a atividade 

patogênica. Quando se trata de fungos, o modo de ação inclui a granulação citoplasmática, 

desorganização celular, ruptura de membrana plasmática, inibição de enzimas fúngicas, 

causando a inibição da germinação e redução ou inibição de crescimento micelial, 

germinação e alongamento do tubo germinativo (CARVALHO, 2010; STANGARLIN et 

al., 1999). 

 
3.5 Acoplamento in silico de receptor-ligante 

Segundo Rodrigues et al. (2012), a técnica de Docking Molecular se mostra como 

sendo uma das ferramentas da bioinformática que surgem como uma alternativa 

promissora para o aprimoramento farmacológico, e tem se mostrado de suma importância 

no que tange o uso de recursos computacionais. Essas ferramentas têm como propósito 

contribuir no avanço das pesquisas, problemas e empasses biológicos, envolvendo 

também aplicações que se relacionam diretamente com a saúde humana e com o 

planejamento de novos medicamentos (MORGON; COUTINHO, 2007). 

Conhecido como atracamento molecular ou ancoragem molecular, a técnica trata- 

se um experimento in silico (computacional) que tem como objetivo simular a 

interatividade entre duas moléculas, sendo assim capaz de gerar complexos proteína- 

ligante ou ainda proteína-proteína como aponta Verli (2014). O modelo chave-fechadura 

proposto por Emil Fischer, em 1894, serviu como base para diversas metodologias de 

docking. Neste modelo, o receptor (comumente uma proteína) pode ser comparado a uma 

“fechadura”, seu sítio de ligação com o “buraco da fechadura” e o ligante como uma 

possível “chave”, como é visto na figura 1 a seguir. 
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Figura 1. Representação da formação do complexo proteína-ligante no docking molecular. 
 

Fonte: VERLI (2014). 
 
 

A complementaridade das características físico-químicas e estruturais das 

moléculas interagentes no processo são tidas como a chave para reconhecimento 

molecular. Essas características físico-químicas determinam o nível de afinidade e de 

especificidade do ligante frente à proteína, e estão associados com as interações 

intermoleculares presentes no complexo. Estas interações compreendem as ligações de 

hidrogênio, as interações de Van der Waals, interações provenientes do efeito 

hidrofóbico, além de interações eletrostáticas e as ligações covalentes que possam ser 

geradas no decorrer do processo de interação receptor-ligante. 

As propriedades estruturais, no que lhe diz respeito, estão ligadas aos arranjos 

espaciais moleculares, dados por variações na orientação, posicionamento espacial e 

rotações de ligações químicas das moléculas interagentes (VERLI, 2014). Deste modo, 

diante do contexto apresentado, a técnica de docking representa uma possibilidade 

competente, rápida e de baixo custo para o estudo inicial da molécula azadiractina frente 

à proteína DHFR. 
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4 METODOLOGIA 

 
4.1 Refinamento do modelo 

Para otimização da geometria e das condições termodinâmicas locais e global do 

modelo obtido, a estrutura foi submetida à uma minimização de energia. A minimização 

de energia é uma técnica na qual por meio de algoritmos e métodos computacionais 

busca-se a conformação com menor perturbação entrópica dentre as possíveis variações 

conformacionais da estrutura inicialmente submetida minimização. Para a minimização 

de energia do modelo proposto foi utilizado o servidor CHIRON 

(http://troll.med.unc.edu/chiron/login.php) (RAMACHANDRAN et al., 2010; KOTA et 

al., 2011). O modelo final foi então validado com a utilização de ferramentas de avaliação 

da qualidade estrutural. 

 
4.2 Validação do modelo 

A estrutura tridimensional refinada teve sua qualidade estereoquímica validada 

pelo diagrama de Ramachandran, o qual foi obtido através do PROCHECK 

(LASKOWSKI et al., 1993). 

 
4.3 Estrutura da proteína diidrofolato redutase 

As coordenadas atômicas para a enzima dihydrofolatereductase (DHFR) de 

Cândida albicans foram obtidas no banco de dados Protein Data Bank (PDB) através do 

código de acesso “1AI9” (WHITLOW et al., 1997). Vale ressaltar que o artigo que 

disponibilizou a estrutura apontava que a DHFR é uma enzima pequena, de 

aproximadamente 20 KDa e constituída por 192 resíduos. 

http://troll.med.unc.edu/chiron/login.php)
http://troll.med.unc.edu/chiron/login.php)
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Figura 2. Imagem da estrutura tridimensional da enzima dihydrofolate reductase (DHFR), 

indicando as duas cadeias polipectídicas, complexada com a co-enzima NADPH em cada uma 

delas. 
 

Fonte: (https://www.rcsb.org/) 
 
 

4.4 Estrutura do ligante 

A azadiractina é um tetranortriterpenóide da classe dos limonóides, com 

fórmula química C35H44O16, que é extraído das sementes de nim, encontrando-se 

intimamente relacionado com outros compostos extraídos das mesmas, nomeadamente, 

nimbin e salanin (MORGAN, 2009, PRAKASH; BHOJWANI; SRIVASTAVA, 2002). 

Apresenta uma estrutura extremamente complexa, da qual fazem parte dezesseis centros 

estéricos (sete quaternários e nove secundários), dezesseis átomos de oxigênio 

organizados em quatro grupos éster, dois grupos hidroxila, um hemiacetal, um epóxido e 

um grupo dihidrofurano (CASTRO et al., 2014; MORGAN, 2009). 

Figura 3. Visualização da estrutura tridimensional da molécula da azadiractina. 
 

Fonte: (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), 2022. 

http://www.rcsb.org/)
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4.5 Preparo dos alvos biológicos (Edição de arquivos PDB) 

É importante ressaltar que os arquivos obtidos no Protein Data Bank (PDB) não 

estão prontos para o processo de ancoragem, pois geralmente apresentam problemas 

potenciais em sua estrutura, tais como: átomos ausentes, resíduos de água, quebras de 

correntes e etc. Diante disto, a molécula foi submetida a um processo de correção, onde 

foram removidos os resíduos de água, adicionados átomos de hidrogênio e respectivos 

átomos de acordo com a biblioteca do programa. Feito isso, a proteína foi salva em 

extensão “.pdbqt”. 

Para o preparo das moléculas dos ligantes a serem ancorados, foi adotado o 

mesmo procedimento que foi utilizado para o alvo biológico, salvando também em 

extensão “.pdbqt”. 

 
4.6 Pré-Ancoragem usando o programa Autogrid 

Nesta fase, também chamada de pré-ancoragem foi preparado o sistema para 

realização dos experimentos de ancoragem (MORRIS et al., 2009). Os hidrogênios 

polares foram adicionados e as cargas de Gasteiger de cada átomo do sistema foram 

calculadas. A caixa de interação foi definida no software Autogrid, sendo de tamanho 

126Åx126Åx126Å (direções x, y e z), mapeando energias de interação para diversos tipos 

de átomos dos ligantes com o sítio ativo da macromolécula (proteína). O tamanho 

escolhido foi suficiente para envolver todos os aminoácidos do sítio ativo e adjacentes, 

juntamente com o ligante. Estes mapas foram utilizados posteriormente pelo programa 

AutoDock para a determinação da energia total de interação entre a macromolécula e o 

ligante. 

 
4.7 Docking molecular 

Esta fase foi a responsável por reunir todos os arquivos obtidos nos passos 

anteriores e realizar a ancoragem propriamente dita (MORRIS et al., 2009). Além da 

ancoragem, o Autodock calculou a energia livre de ligação de cada posição do ligante com 

a macromolécula, a partir dos  mapas que foram gerados  na fase Autogrid. Para o 

procedimento foi realizada a ancoragem rígida para o receptor e flexível para o ligante, e 

aplicado o algoritmo Lamarckian GA, no qual um algoritmo genético tradicional é usado 

para busca conformacional global, combinado com o algoritmo de busca conformacional 

local (EISENBERG; LÜTHY; BOWIE, 1997). 

Dentre os complexos gerados a partir da ancoragem, foram selecionados aqueles 
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com melhores conformações e valores de energia, e suas estruturas tridimensionais salvas 

em formato PDB. Essas escolhas levaram em consideração os menores valores de energia 

livre de ligação, e energia intermolecular por serem as mais prováveis para justificar a 

interação proteína-ligante. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1 validação do modelo 3D da DHFR 

Para ter certeza de que a molécula se encontra em condições adequadas ao 

docking, modelo da enzima DHFR foi submetido à análise de qualidade. Foi feita uma 

análise da proteína no software Prochek (disponível em: 

https://servicessn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/), por meio do gráfico de Ramachandran. A 

distribuição dos resíduos pode ser vista no gráfico de Ramachandran (figura 4), e os 

valores para cada região do gráfico estão dispostos na tabela 2. 

 
O gráfico de Ramachandran é provavelmente a ferramenta mais importante na 

determinação da qualidade da proteína, pois aponta a existência de impedimentos 

estereoquímicos na cadeia principal dos aminoácidos. (LASKOWSKI et al., 1996). Para 

ser considerado um bom modelo, o resultado do gráfico de Ramachandran deve 

apresentar, na região mais favorável (A, B e L), mais de 90% dos resíduos, 

desconsiderando os resíduos das extremidades que apresentam padrões estereoquímicos 

diferentes dos outros resíduos. (LASKOWSKI et al., 1993). Dos aminoácidos 

correspondentes à proteína, a maioria estiveram na região com valores de angulação mais 

favoráveis, e a região preferencial. Isto sugere a boa qualidade de predição dos modelos, 

através do software utilizado, e maior confiabilidade dos dados obtidos in silico. 
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Figura 4. Gráfico de Ramachandran da enzima DHFR. A seta preta indica os resíduos 
localizados na região mais favorável (vermelho), a seta branca corresponde aos resíduos 
localizados na região adicional mais permissiva (amarelo) e a seta azul aponta para a 
região não permissiva (bege). 

 
 

Fonte: Gerado pelo Procheck 
 

Tabela 1. Resultados do gráfico de Ramachandran da proteína DHFR. 

 

Regiões Siglas Nº de resíduos % 

 
Mais favoráveis 

 
[A,B,L] 

 
317 

 
92.7% 

Adicionais Mais permissivas [a,b,l,p] 22 6.4% 

Permissivas [~a,~b,~l,~p] 1 0.3% 

Não Permissivas [XX] 2 0.6% 

 
Fonte: Gerado pelo Procheck 
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5.2 Cálculos energéticos obtidos na ancoragem molecular entre a DHFR e 

azadiractina 

Os melhores complexos gerados a partir do docking molecular entre a proteína 

diidrofolato redutase (DHFR) e o metabólito azadiractina foram ranqueados na ordem 

dos complexos gerados pelo Programa Autodock, de acordo com os cálculos energéticos 

(Tabela 2). Os dados estimados nos cálculos revelaram valores expressivamente 

negativos, que para a energia livre de ligação variaram de -1.21 kcal/mol, no complexo 

1, a -1.45 kcal/mol, no complexo 10, enquanto que para a energia intermolecular variaram 

de -5.08 a -9.43. De acordo com Braz (2016) estes valores indicam que todas as 

conformações são termodinamicamente favoráveis à ocorrência das moléculas em um 

complexo do que separadas uma das outras. Em sequência, as constantes de inibição Ki 

variaram de 80,35 uM a 894,54 µM. 

 
Tabela 2: KI ou Constante de inibição expressa (CIE) em uM, Energia estimada livre (EEL) em 

kcal/mol e energia intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4 entre 

diidrofolato redutase e o metabólito azadiractina. 
 

 
Complexos    Energia Livre de Ligação       Energia Intermolecular KI 

 

 
1 -1.21 -5.08 103.53 µM 
2 -3.2 -7.07 110.75 µM 
3 -3.98 -7.86 133.63 µM 
4 -4.01 -7.89 187.96 µM 
5 -2.34 -6.22 682.51 µM 
6 -5.55 -9.43 894.54 µM 
7 -3.17 -7.05 977,36 µM 
8 -4.2 -8.08 333,10 µM 
9 -3.47 -7.35 194,77 µM 
10 -1.45 -5.32 80,35 µM 

Fonte – Autoria própria a partir do Autodock4. 

 

 

5.3 Interação intermolecular entre os aminoácidos da enzima DHFR e azadiractina 
 

A interação intermolecular entre os aminoácidos da enzima DHFR e o ligante 

azadiractina foi estudada para o complexo 8 da Tabela 1, selecionado por apresentar valores 

energéticos de ligação e intermolecular, -4.2 e -8.08, respectivamente, que sugerem uma 

conformação de maior acoplamento na receptor-ligante. A análise da distância de 

acoplamento tridimensional entre as moléculas interagentes revelou que o complexo 8 
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apresentou a menor distância entre as conformações (1,76 Å). Na Figura 5 é possível observar 

a visão geral do docking, onde o ligante azadiractina em vermelho encontra-se ancorado em 

uma das cadeias da proteína (cadeia B). 

 
Figura 5: Imagem representativa do docking molecular gerado pelo Autodock4, evidenciando o local 

de ancoragem da azadiractina (em vermelho) em uma das cadeias da Holoenzima DHFR (lilás), no 

sítio ativo que fica próximo do sítio da co-enzima NADPH (verde). O complexo teve uma distância 

de 1,76 Å. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Autoria própria a partir do software Autodock4. 
 
 

Expandindo essa visão, na Figura 6 é possível visualizar a representação bidimensional 

das interações intermoleculares do complexo 8, evidenciando a estrutura do ligante 

azadiractina e todos os principais aminoácidos interagentes do local de ligação na enzima 

DHFR de C. albicans. 

As interações intermoleculares demonstradas na Figura 6, os aminoácidos 

interagentes da DHFR de C. albicans que são os responsáveis pela ótima interação do 

sistema enzima-azadiractina estão ligados por relação às ligações dos aminoácidos 

presentes no sítio da proteína, temos: forças de Van der Waals, atração de cargas, ligação 

hidrogênio-carbono, ligações convencionais de hidrogênio e ligações alquil. 

Cadeia A 

Cadeia B 
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Figura 6. Representação 2D das interações intermoleculares entre a molécula ligante azadiractina e os 
principais aminoácidos interagentes do local de ligação na enzima DHFR, obtida do software DS 
Visualizer (2014). 

 

 
 

Fonte: Autores a partir do Software Biovia Discovery Studio Visualizer (2014). 
 

 
Os resíduos THR58, LEU69, TRP27 e ARG34 apresentaram contatos próximos 

com o ligante azadiractina, por meio de forças de Van der Waals, indicando maior 

afinidade na cavidade hidrofóbica. Ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e 

forças de Van der Waals são interações não iônicas, consideravelmente fracas, não 

influenciando na interação como um todo, mas que são importantes para aumentar a 

superfície de contato do acoplamento no sistema. 

O resíduo LYS24 encontra-se ligado a azadiractina por uma ligação de atração de 

cargas, enquanto que os resíduos ILE33 e ILE62 estão ligados por ligações alquil. Além 

disso, ligações de hidrogênio foram encontradas com a ARG28 e MET25, enquanto que 

a azadiractina se ligou covalentemente ao resíduo SER61 da DHFR de C. albicans, numa 

ligação hidrogênio-carbono. 

Essa demonstração de uma interação direta com o sítio ativo da DHFR por meio 

de ligações covalentes com a SER61, além da energia livre de ligação favorável, indicam 

uma alta taxa de negatividade, atingindo -1.21 kcal/mol, o que mostra menor perda de 

energia na união dessas moléculas. Para este complexo escolhido (complexo 8), uma vez 

que os valores da constante de inibição apontam uma baixa inibição do ligante 
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azadiractina, atingindo até 80 µM, embora esteja se ligando covalentemente ao sitio ativo 

da proteína. A literatura aponta que, valores abaixo de 50 µM a ancoragem já causa 

disfuncionalidade na proteína, em outras palavras, o ligante em questão consegue 

interferir diretamente na funcionalidade da proteína (MAIA, 2013), não sendo este o caso 

do complexo 8. Logo, é possível apontar um ponto positivo que a molécula da 

azadiractina possui, leva-se em consideração a interação ao sitio ativo, sendo estes 

resultados um ponto que deve ser explorado para melhores entendimentos a cerca desta 

interação azadiractina-DHFR. 

Essa hipótese também está suportada pela demonstração de Whitlow et al. (1997), 

em que dentre os 12 aminoácidos que compõem o sítio ativo da DHFR, 09 resíduos são 

conservados idênticos tanto na DHFR de humanos quanto na de C. albicans (Ile7/Ile9, 

Glu30/Glu32, Phe34/Phe36, Met52/Met54, Thr56/Thr58, Ser59/Ser61, Ile60/Ile62, 

Leu67/Leu69 e Arg70/Arg72), enquanto que somente 03 são homólogos (humanos/C. 

albicans: Leu22/Met25, Phe31/Ile33; Val115/Ile112). 

Analisando os 10 aminoácidos demonstrados a partir da Figura 5, 06 resíduos da 

DHFR de C. albicans estão interagindo com a azadiractina como resíduos âncora do sítio 

ativo. São eles: Ser61, Met25, Ile33, Thr58, Ile62 e Leu69. Uma vez que 04 dos resíduos, 

âncora interagentes são conservados dentro do sítio ativo que se liga a DHF, na enzima 

DHFR de C. albicans, esta evidência sugere que a azadiractina deve desempenhar função 

biológica nesse sistema, certamente se tem uma ação inibitória da azadiractina, por 

interagir com o sitio ativo da DHFR, mas levando em consideração os valores de inibição, 

considerasse que a molécula é um inibidor fraco. 

A inibição no sítio de ligação da primeira proteína a ser convertida na via do 

folato, consequentemente impedirá a sua conversão em THF, que é a forma ativa do 

folato. Especula-se que este potencial inibitório nesta via metabólica do folato deva 

impactar diversos efeitos fisiológicos advindos dos produtos da via: a biossíntese do 

DNA, a divisão celular, o metabolismo de aminoácidos, interferindo na síntese de 

proteínas importantes como neurotransmissores, na expressão gênica e no crescimento, 

entre outros. Por esta razão, a via do folato é de grande importância clínica. 

Estudos sobre os efeitos fisiológicos da azadiractina sobre insetos estão mais 

avançados, revelando uma ou mais vias metabólicas que envolvem inibição do 

crescimento e desenvolvimento, aumentada taxa de mortalidade, efeitos diretos e 
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indiretos sob células e tecidos, incluindo o sistema endócrino. Neste sentido, os efeitos 

estimados por esta via do folato parecem seguir nesta mesma direção. 

A busca por inibidores capazes de se ligarem a DHFR mutadas, onde o fungo C. 

albicans apresenta resistência aos fármacos, levou a uma análise cristalográfica por raios 

X dos inibidores da 5-(4'-fenil)sulfanil-2,4-diaminoquinazolina no complexo ternário 

com DHFR de C. albicans/NADPH (WHITLOW et al., 1997). Os autores revelaram dois 

modos distintos de ligação quando verificaram que os ligantes se ligam com o grupo 

fenilo orientada no plano do sistema de anel de quinazolina e posicionado adjacente à 

hélice-C. Em contraste, os inibidores mais seletivos com substituintes 4' maiores (terc- 

butil e N-morfolino) foram ligados à enzima com o grupo fenil perpendicular ao anel da 

quinazolina e posicionados na região do domínio de ligação a adenosina que tipicamente 

liga a porção do NADPH (WHITLOW et al., 1997). Aqui, nós mostramos que a 

azadiractina se liga bem acoplada dentro do sítio ativo, por várias ligações 

intermoleculares, incluindo ligação covalente, em 06 dos 12 aminoácidos descritos para 

o sítio ativo da DHFR de C. albicans. 

O desenvolvimento e estudo das técnicas computacionais como o docking 

molecular vem se demonstrando, ao longo dos anos, como importantes aliados nas 

pesquisas bioquímicas e farmacêuticas. Ao decorrer do tempo a farmacologia esteve 

ligada apenas às análises experimentais para a viabilização de fármacos, demandando alto 

custo e grande quantidade de tempo. Hoje por meio de técnicas computacionais se tornou 

possível o avanço em diversas etapas para a indústria farmacêutica, desde a predição de 

novas moléculas até a elucidação de novos comportamentos frente a novos alvos 

propostos. O conhecimento de interação especializada entre a proteína e o ligante são 

fundamentais para o estudo comportamental de seu sítio ativo e interação química. 

Com a análise da interação molecular feita através do docking foi possível 

constatar a interação direta da azadiractina com o sítio da proteína, apesar do mesmo 

possuir uma baixa inibição como aponta os valores de KI. Essa análise consente com a 

literatura, sendo a azadiractina um metabólito que apresenta uma imensa variedade de 

atividades biológicas, incluindo suas propriedades antifúngicas, mas que carece de 

estudos mais aprofundados para o melhor entendimento desta interação. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Os ganhos deste trabalho foram demonstrar uma potencial aplicação 

biotecnológica para a molécula azadiractina da planta nim como um possível inibidor 

antifúngico para Candida albicans e um potencial modo de ação antifúngico da 

azadiractina por ligação ao sítio ativo da enzima diidrofolato redutase DHFR, por meio 

de ferramentas computacionais. Estes estudos podem ser a constituição inicial para 

futuras pesquisas que demonstrem com clareza o quão impactante é esta interação frente 

à ação do metabólito azadiractina por experimentos in vitro. 
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