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DE PLANTAS DO CERRADO: ESTUDO DE DOCKING MOLECULAR

Inhibition of candida albicans sapl by metabolites from Cerrado plants: molecular docking study
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RESUMO

Candidiase ¢ uma infeccdo flngica causada por uma levedura de
Candida, esta causa infecgBes na corrente sanguinea. Fatores como
antibidticos e comprometimento da imunidade podem tornar essa
levedura patogénica. As opgbes de medicamentos antiflngicas
disponiveis no mercado sdo limitadas; ergosterol, azdis, polienos e
equinocandinas. O cerrado apresenta espécies com propriedades
medicinais. Constituintes quimicos identificados nos 6leos essenciais
foram estudados e comparados ao farmaco fluconazol e pepstatina A.
No presente estudo de docking molecular, os compostos espatulenol e
(Z, E)-farnezol submetidos a andlise apresentam um potencial
promissor como candidatos para investigagBes futuras tendo a
proteina SAP1 de C.A. como alvo..
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ABSTRACT

Candidiasis, caused by Candida yeast, leads to bloodstream
infections. Factors like antibiotics and weakened immunity render
this yeast pathogenic. Antifungal medication options (ergosterol,
azoles, polyenes, and echinocandins) are limited. Cerrado species
offer medicinal properties. Chemical constituents in essential oils
were compared to fluconazole and Pepstatin A. In this molecular
docking study, compounds spathulenol and (Z, E)-farnesol show
potential as candidates for future investigations targeting C.A.'s
SAP1 protein.
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INTRODUCAO

A céndida é um comensal que vive na pele e dentro
do corpo, como boca, garganta, intestino e vagina sem causar
maiores danos a saude do individuo, porém, quando cresce
desordenadamente possui potencial infeccioso e pode
penetrar 6rgéos e tecidos nobres do corpo humano, isso se faz
através da corrente sanguinea, chegando estd infecgdo a
coracéo, rins ou cérebro.t Alguns fatores tém relagéo direta
em tornar esta levedura patégena, exemplo disto é gravidez,
uso de alguns anticoncepcionais, uso indiscriminado de
antibidticos fora de critérios médicos, doencas como diabetes
melitos (DM), ingesta hidrica de &dgua ndo tratada, uso de
esteroides anabolizantes, certas patologias do sistema
enddcrino e até mesmo a idade, podem ser a causa desta
levedura de candida causar infec¢do denominada candidiase,
sendo a mais comum causadora do doencgas aC.A. (C.A.).23

A Proteinase Aspartica Secretada (SAP) é uma
enzima pertencente a familia das proteases asparticas, que se
caracterizam pela presenca de residuos de acido aspartico em
seu sitio ativo.* Essa enzima é secretada por diversas células
do organismo, incluindo as epiteliais, células do sistema
imunolégico e células cancerigenas.*®> As SAPs
desempenham diversas fun¢Ges no organismo, sendo uma
delas a degradacdo de proteinas, quebrando ligaches
peptidicas, promovendo clivagem de proteinas em
fragmentos menores e, além disso, também possuem papel na
regulacdo de processos fisiolédgicos, como coagulacdo
sanguinea, resposta imunoldgica e proliferacao celular. Isso
a torna alvo de diversos estudos, especialmente no contexto
do céancer e infecces fungicas, devido seu papel de potencial
biomarcador e como alvo terapéutico, possibilitando o
desenvolvimento de novas drogas.*®

Existem dez espécies de SAPs (1-10), sendo que a
expressao de SAP1-3 esta ligada a alteracdes fenotipicas nas
linhagens, aderéncia e infecgdes de mucosa.® Os tratamentos
convencionais contra fungos geralmente envolvem o uso de
medicamentos tdpicos e/ou orais. No entanto, é importante
destacar que o0s medicamentos antifungicos atualmente
disponiveis no mercado possuem algumas limitacdes
terapéuticas significativas.” Um desses desafios é a
ocorréncia de efeitos colaterais, como a nefro e
hepatotoxicidade, que podem afetar a salide dos pacientes.’

Além disso, a resisténcia aos antifingicos tornou-se
uma preocupacéo crescente. Cepas de fungos, especialmente
a C.A., desenvolveram resisténcia a medicamentos comuns,
como o fluconazol. Isso reduz a eficacia desses tratamentos,
tornando essencial a busca por novos farmacos e abordagens
terapéuticas.” Nesse contexto, a exploracdo de alternativas
menos agressivas e potencialmente mais eficazes, como
produtos naturais e novos compostos, se torna fundamental.
A pesquisa de novos tratamentos ndo apenas pode oferecer
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opcOes terapéuticas mais seguras, mas também pode ajudar a
superar as limitacbes dos tratamentos antiflngicos
convencionais. Portanto, a busca por novos farmacos e a
consideracdo de abordagens alternativas sdo essenciais para
enfrentar os desafios da resisténcia a medicamentos e dos
efeitos colaterais associados ao tratamento de infecgdes
fangicas, destacando a importancia de estudos que explorem
novas opgdes terapéuticas.

O Brasil possui a maior biodiversidade vegetal do
mundo, os biomas Mata Atlantica e Cerrado, este Gltimo é a
savana biologicamente mais rica do mundo com 4,4 mil
espécies vegetais endémicas e, dentre 0s imensuraveis
recursos naturais do Cerrado, destacam-se 0s 0leos essenciais
presentes nas plantas aromaticas, substancias de alto valor
agregado, crescentemente utilizadas globalmente nos setores
cosmeticos, de higiene, alimenticios, agropecuarios e
principalmente medicinais.2 Os ¢leos essenciais séo
compostos quimicos oriundos do metabolismo secundario
das espécies vegetais, constituindo uma rica fonte de
compostos biologicamente ativos.® Estudos recentes relatam
possivel atividade antifungica de trés espécie do cerrado
goiano, sendo elas a Camponesia adamantium ( C.
adamantium), sobre C.A.>% A técnica de docking molecular
tem sido amplamente utilizada na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos.'*'? Essa abordagem
computacional pode, e. g., prever a interacdo entre um ligante
e sua respectiva proteina alvo, fornecendo informagdes
valiosas para o processo de design de farmacos.'"12 Uma das
abordagens de estudos de docking molecular é fazer o
redocking do ligante cocristalizado, quando possivel, e
também de farmacos lideres, quando eles existem. Este
procedimento é (til para validar a metodologia e fornecer
informagfes sobre com quais aminoacido de um sitio ativo
hé interacéo e fornecer a natureza desta.''12

A pepstatina A é um inibidor de proteases écidas,
especificamente da enzima pepsina, que esta envolvida na
digestdo de proteinas no estdmago. Sua estrutura complexa e
sua potente atividade inibidora tornaram a pepstatina A uma
molécula de interesse no desenvolvimento de terapias para
doencas relacionadas a proteases.® Por sua vez, o fluconazol
é um antifngico utilizado no tratamento de infec¢des
fungicas, especialmente as causadas pelo fungo C.A.. Esse
composto é capaz de inibir a enzima responsavel pela sintese
do ergosterol, um componente essencial na membrana dos
fungos.*

Nesse contexto, o objetivo principal do presente
estudo é avaliar o potencial inibitério de metabdlitos
secundarios majoritarios presentes nos dleos essenciais das
plantas C. adamantium, C. calophyllum e P. ovatum, sobre
C.A por meio de docking molecular contra o sitio ativo da
enzima SAP (SAP1) de C.A.. Além disso, busca-se descrever
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guais aminoacidos podem estar envolvidos nessas interacdes,
realizando um estudo comparativo com as interacdes da
SAP1 (coédigo PDB: 2QZW) com a Pepstatina A e o
fluconazol. Isso proporcionara informagdes cruciais sobre 0s
possiveis mecanismos de interacdo entre os metabdlitos
secundarios e a SAP1, contribuindo para a busca de
alternativas terapéuticas no combate as infeccdes por C.A. e
evidenciando o potencial de produtos naturais como
possiveis como agentes antiflngicos eficazes. Além disso, a
analise comparativa dessas interacdes com as observadas
entre a SAP1 (cédigo PDB: 2QZW) e a pepstatina A e 0
fluconazol permitird identificar similaridades e diferencas
significativas nos mecanismos de inibicdo. Esses resultados
sdo fundamentais para ampliar o conhecimento sobre
possiveis candidatos a farmacos que podem ser
desenvolvidos a partir de compostos naturais, contribuindo
para a busca de terapias mais seguras e eficazes no tratamento
das infec¢Oes causadas por C.A..

METODOS

Os estudos de acoplamento molecular (docking)
foram realizados utilizando o programa AutoDock Vina
1.1.2,% a fim de avaliar as interacOes entre 0s compostos
naturais e o sitio ativo da enzima alvo. A estrutura
tridimensional da enzima secreted aspartic protease 1
(SAP1) de C.A. (codigo PDB: 2QZW) foi obtida do Protein
Data Bank (PDB). Os ligantes, i.e., a pepstatina A, o
fluconazol e os metabdlitos secundarios: viridiflorol,
espatulenol, germacreno B, (Z,E)-farnesol, limoneno, -
mirceno, o-pireno foram desenhados e minimizados
energeticamente no software Avogadro 1.2.0.1* As estruturas
dos ligante e da enzima foram preparadas para o docking
utilizando o AutoDock Tools 1.5.6,*> no qual foram
adicionados os hidrogénios e calculados as cargas atdmicas.
A busca pelas conformagdes de ligacdo dos complexos
enzima-ligante foi realizada configurando-se uma caixa de
grid com dimensdes 40 x 40 x 40 pontos e 0,375 A de
espacamento, centralizada nas coordenadas x = -19,149927,
y = -14,235491 e z = -19,839691. Foram geradas 20
conformagdes (poses) para cada complexo enzima-ligante,
utilizando o algoritmo genético de busca como implementado
no Autodock Vina 1.2.0. A selecdo das melhores
conformacdes (poses com menor energia de ligacdo) e a
andlise das interacfes moleculares enzima-ligante foram
realizadas no software BIOVIA Discovery Studio Visualizer
v21.1.0.20298.® Foram priorizadas as poses com maior
afinidade de ligacdo (menor valor de energia de ligacéo) e
maior nimero de interagbes com amino&cidos cataliticos na
regido do sitio ativo da enzima.
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RESULTADOS

A andlise das interacdes moleculares por docking
revela sobreposi¢cdo considerdvel entre os aminoacidos do
sitio ativo da enzima SAP1 que interagem com a pepstatina
A, o fluconazol e os produtos naturais estudados. 1sso sugere
gue esses compostos possivelmente se ligam na mesma
regido catalitica, indicando um mecanismo de inibigdo
similar. A pepstatina A, inibidor de referéncia, forma
ligacbes de hidrogénio com residuos como Asp32, Asp86,
Gly85 e Gly220, cruciais para a catalise.® O fluconazol
interage com Asp32 e Gly220, enquanto varios produtos
naturais também apresentam interacdes de van der Waals ou
ligagdo de hidrogénio com Asp86, Gly85 e Gly220. Outros
aminodcidos-chave como Tyr84 e 1le123 interagem tanto
com a pepstatina A quanto com 0s compostos naturais. A
sobreposicdo nos residuos de ligacdo reforca o potencial
inibitério dos produtos naturais pelo compartilhamento de
interacGes similares com inibidores conhecidos da SAP1
nestes mesmos sitios cataliticos.® Os compostos 4, 6 e 10 se
destacaram com as melhores energias de afinidade dentre os
avaliados, préximas ao padréo fluconazol. Contudo, além de
interacbes favoraveis, deve-se considerar também a
seletividade dos compostos naturais pela SAP1, avaliando
interacdes com outras proteinas, conforme descrito nas
tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Energia de afinidade e a eficiéncia de ligagao

N° LIGANTE Kcal/mol FORMULA N.AH E. L.
1 Fluconazol -6,1 Ci3H12F2NsO 22 0,28
2 Viridiflorol -5,9 CisH260 16 0,37
3 Espatulenol -6,1 Ci15H240 16 0,38
4 Germacreno B -5,6 CisHaa 15 0,37
5 (Z, E)-Farnezol -6,0 C15H260 16 0,37
6 Limoneno -5,5 CioH1s 10 0,55
7 B-Mirceno -4,9 CioHi6 10 0,49
8 o-Pireno -4,9 C20H12 20 0,24
9 Pepistatina -6,7 CsaHs3NsOg 48 0,14

Fonte: os autores, 2024.
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Tabela 2- Descricéo das interacdes e energia de interagdo entre os complexos ligante-receptor.

Enersia de N° de Aminodcido
Nome do = InteragBes de Van de L envolvido nas Amincdcidos envolvides nas
N composto afinidade Waals ligagdes de ligagdes de interagies
pos (Kealmel) hidrogénio hidrogénio
SL]-]:ZR[;EUII(? TH{EER;% ASPS6: ASP32: GLY34:
I Fluconazol 61 ERSON THRZ 1 THR 221 SER3S: ASP218: TYR225:
220; GLYSS: THR221
2. Viridiflorol 59 ASPS6: SERSS EE;%&;};@EEE
SER13: SERSS: ASPSS: e t7AT 1. .
3. Espatulenol 61 THR221: THR222 1 GLY220 PRH?E;SEL;%;; igﬁ‘?’
LYl TR TYRS4: TLE30; VALIZ:
4 Germacreno B 56 \spis e PRO120- ILE119: TLE123
ASP21S: GLY34:
THR221: GLY220: TYRS4: TLE123: TLE30;
5. (EZ)Famezol 60 ASPSS: THR222: SER13: 1 PFRO120: ILE119
SER18: SERSS
GLY220; SERSS: TYRS4: ILE30; TLE123;
6 Limoneno 53 ASPS6; ASP32 ILE119: PRO120
_ ASPS6: SERSS: TYR $4: ILE 123: ILE 119:
7. pMMirceno 48 GLY220: ASP32: SER35 ILE 30
ASPSS; GLY220: _ .
8. oPireno 49 SER13: ASP32; SERSS TR L2 I IR 1,
LEU216: GLY34:
ILE30S: THR221:
. TYR22S: TYR22: X ASPS6GLYSS,  ILE123: ASP21S: ASP3L
8. Pepstatina & 67 SERS$8; [LE30; ILE223; . GLY220; ASP32 VAL1Z
TYRS4

Fonte: os autores, 2024.

DISCUSSAO

As ligacdes fisico-quimicas especificas com a
enzima alvo, como ligagcbes de hidrogénio e interacoes
hidrofobicas nos sitios S1-S4, sdo determinantes para a
inibicdo seletiva.® Portanto, a analise integrada dos padrdes
de interagdo por docking e seletividade é essencial para
selecionar dentre os compostos naturais promissores aqueles
com maior chance de sucesso como inibidores seletivos da
SAP1 de C.A. O critério de eficiéncia de ligacdo (EL)
normaliza a afinidade em relacdo ao nimero de atomos. E
calculada dividindo a energia de ligacdo entre o composto e
o receptor (AG) e o numero de atomos diferentes de
hidrogénio presentes no ligante (n ou NAH). De acordo com
a equacao abaixo, essa funcdo classifica a eficiéncia do
composto (EL) em relacdo ao seu tamanho.’

AG
EL=—
n
Como o0s compostos estudados apresentaram pesos

moleculares diferentes, calcula-se a relagéo entre a afinidade
de ligacdo (docking score) e 0 nimero de &tomos pesados,

por meio da métrica de eficiéncia do ligante (EL).'’
Pontuacdes de qualidade de ajuste proximas a 1,0 ou acima
indicam uma ligacdo de ligante quase ideal, enquanto
pontuagdes de qualidade de ajuste baixas sdo indicativas de
ligagdo sub 6tima. Em geral, um ligante pode ser considerado
promissor para valores de EL>0,30 kcal/mol/atomo,
considerando um valor minimo de 0,26. Critério de
Eficiéncia de Ligagdo (EL) dos 10 ligantes selecionados, de
acordo com a energia de afinidade (Kcal/mol) e o nimero de
atomos ndo hidrogénio (NAH).” Na tabela 2 sdo listados os
valores das energias de interacéo e da EL, de acordo com os
critérios  descritos anteriormente  0os compostos 3
(espantulenol) e 5 ((E,2)-farnezol) apresentaram um
potencial promissor como candidatos para investigagdes
futuras tendo a proteina SAP1 de CA como alvo. Nas figuras
1-4 sdo plotados os diagramas 2D para 0s complexos entre a
2QWZ e a Pepstatina A, fluconazol, espantulenol e (E,Z)-
farnezol, respectivamente.

A atividade antifingica observada através da
simulacdo de docking molecular para compostos ceme
viridiflorol, espatulenol, germacreno B, (Z,E)-farnesol,
limoneno, B-mirceno, o-pireno precisa ser validada em
condic¢des de laboratdrio.
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Esses testes sdo cruciais para estabelecer a eficacia
inicial contra fungos em um ambiente controlado. Eles
permitem a avaliacdo rapida da atividade dos compostos
contra fungos alvo, e ajudam a determinar a concentracdo
inibitéria minima (MIC) para cada composto. Casos de
sucesso in vitro precisam ser testados em organismos vivos
para avaliar tanto a eficAcia quanto a toxicidade. Essas
experiéncias permitem examinar efeitos metabdlicos,
farmacocinéticos, biodisponibilidade e possiveis efeitos
adversos que ndo sdo evidentes nos testes in vitro. A
seletividade de um composto para proteinas especificas do
fungo é essencial para minimizar efeitos adversos em
organismos ndo-alvo. E importante realizar estudos de
ligacdo em proteinas que ndo sdo alvos para prevenir
possiveis interacGes off-target que podem levar a efeitos
colaterais indesejados. Técnicas adicionais, como analise de
proteoma diferencial, podem ser utilizadas para verificar a
afinidade dos compostos por outras proteinas e assim, prever
possiveis efeitos colaterais. Comparar a eficacia dos
compostos mencionados com antifungicos ja estabelecidos
no mercado pode agregar valor significante aos resultados.
Isso pode envolver: Avaliar a poténcia relativa, seguranca e
perfil de resisténcia dos novos compostos em comparagio
com tratamentos existentes e identificacdo de vantagens
potenciais, como menor toxicidade ou melhor penetracdo em
tecidos. Além de confirmar achados in silico, expandir
experimentos para incluir outras enzimas e patdgenos pode
abrir caminho para o desenvolvimento de tratamentos de
amplo espectro ou multi-alvo. A investigacdo além das
enzimas alvo pode revelar novos mecanismos de agdo ou
sinergias, potencialmente levando a desenvolvimentos
inovadores no tratamento de infeccdes flngicas. Avaliar
esses compostos contra uma variedade de patégenos pode
também identificar usos alternativos ou adicionais,
aumentando o valor terapéutico dos compostos.

Figura 1 - Diagrama 2D para o complexo entre a 2QWZ e a Pepstatina A.
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Fonte: os autores, 2024.
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Figura 2 - Diagrama 2D para o complexo entre a 2QWZ e o fluconazol.
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Figura 3 - Diagrama 2D para o complexo entre a 2QWZ e o espantulenol.
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Figura 4 - Diagrama 2D para o complexo entre a 2QWZ e o (E,2) -
farnezol.
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CONCLUSAO

A utilizagdo de simulagbes computacionais de
docking molecular permitiu avaliar o potencial inibitorio de
diversos metabolitos secundarios de plantas sobre a enzima
SAP1 de C.A. A analise das interagdes moleculares destes
compostos naturais com o sitio catalitico da enzima, em
comparagdo com os padrdes pepstatina A e fluconazol,
forneceu insights relevantes sobre seus provaveis
mecanismos de agdo. Os produtos naturais espantulenol e
E,Z-farnezol se destacaram por apresentar alta afinidade de
ligacdo a SAP1, interagindo com aminoacidos-chave
idénticos aos observados para os farmacos inibidores
conhecidos. Isso sinaliza seu potencial aplica¢cdo como novos
agentes antifangicos, embora estudos adicionais de
seletividade e atividade sejam necessarios. Este trabalho
pioneiro de avaliagdo in silico de produtos naturais contra
uma enzima crucial na patogénese de C.A. expande as
possibilidades terapéuticas no combate a esta importante
infeccdo oportunista. Além disso, ressalta a utilidade de
técnicas computacionais para acelerar a descoberta de novos
compostos bioativos com atividade antifingica a partir de
fontes naturais. Validar compostos promissores como
viridiflorol, espatulenol e outros em condicdes experimentais
pode ndo apenas confirmar sua potencialidade antifungica,
mas também abrir novas avenidas para o tratamento de outras
infeccdes flngicas e microbianas. Isso é critico para 0 avango
cientifico e clinico, de modo a fornecer solugdes eficazes e
seguras para o combate a infecgdes.
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