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RESUMO

Infeccbes causadas por fungos sdo um problema de saude enfrentado
mundialmente, que ocasiona mais de 1,6 milhdo de mortes por ano. O numero
reduzido de opc¢bes farmacoldgicas para o tratamento antifingico esta ainda mais
ameacado pelo desenvolvimento de cepas de fungos resistentes. O
glicosilfosfatidilinositol (GPI) € um glicopeptideo essencial para ancorar proteinas na
membrana celular fungica. Por ser responsavel pela sintese do GPI, a GWTL1 se
torna essencial para a sobrevivéncia dos fungos e € um alvo interessante para a
acdo de farmacos antifungicos. Um estudo recente de avaliacdo de atividade
bioldgica in vitro revelou que compostos das classes 1,3-bisariloxipropanois e 1,3-
bisariloxipropanaminas apresentam atividade antifungica contra fungos dermatdfitos
e leveduras. Estudos adicionais mostraram que esses compostos agem a nhivel da
parede celular, mas o alvo especifico de acdo dessas substancias ainda é
desconhecido. Assim, com o objetivo de compreender o mecanismo de acéo
antifingica das substancias das duas classes quimicas supracitadas, modelos
tridimensionais da enzima GWT1 das espécies C. albicans e T. rubrum foram
construidos, validados e submetidos a simulacdes de docking molecular com as
substancias mencionadas. Nos estudos de validacdo, os modelos enzimaticos
previstos mostraram pelo menos 99,1% dos seus residuos de aminoacidos em
regibes energeticamente favoraveis, indicando boa qualidade. Todos 0os compostos
analisados, tendo como destaque os compostos 1b, 1c, 2a, 2b e 2e, formaram
complexos com baixos valores de energia de ligacdo e varias interacdes relevantes
com residuos importantes para a atividade enzimatica. Portanto, as classes
estudadas podem ser candidatas para a realizagcdo de estudos experimentais de
inibicdo contra a enzima GWTL1 e validacdo se esse poderia ser realmente o alvo

molecular desses compostos.

Palavras-chave: acdo antifungica; inibicdo enzimatica; GWTL1; docking molecular.



ABSTRACT

Infections caused by fungi are a health problem faced worldwide, causing more than
1.6 million deaths per year. The reduced number of pharmacological options for
antifungal treatment is further threatened by the development of resistant fungal
strains. Glycosylphosphatidylinositol (GPI) is an essential glycopeptide for anchoring
proteins to the fungal cell membrane. Because it is responsible for the synthesis of
GPI, GWT1 becomes essential for the survival of fungi and is an interesting target for
the action of antifungal drugs. A recent study evaluating in vitro biological activity
revealed that compounds from the 1,3-bisaryloxypropanols and 1,3-
bisaryloxypropanamines classes have antifungal activity against dermatophyte fungi
and yeasts. Additional studies have shown that these compounds act at the cell wall
level, but the specific target of action of these substances is still unknown. Thus, with
the aim of understanding the mechanism of antifungal action of substances from the
two aforementioned chemical classes, three-dimensional models of the GWT1
enzyme from the species C. albicans and T. rubrum were built, validated and
submitted to molecular docking simulations with the substances mentioned. In
validation studies, the predicted enzyme models obtained at least 99.1% of their
amino acid residues in energetically favorable regions, showing good quality. All
analyzed compounds, especially 1b, 1c, 2a, 2b and 2e compounds, formed
complexes with low binding energy values and several relevant interactions with
importante residues for enzymatic activity. Therefore, the classes studied may be
candidates for carrying out experimental inhibition studies against the GWT1 enzyme

and validating whether this could really be the molecular target of these compounds.

Keywords: antifungal action; enzyme inhibition; GWT1; molecular docking
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1 INTRODUCAO

Infeccbes causadas por fungos sdo um problema de saude enfrentado
mundialmente, que ocasiona mais de 1,6 milh&do de mortes por ano (Almeida et al.,
2019). As infeccOes causadas por Candida spp. representam a maioria dos casos,
sendo responsaveis por cerca de 80% dos casos de infecgbes fungicas sistémicas
(Diniz-Neto et al., 2022). A candidiase geralmente se manifesta como infeccdes
cutaneo-mucosas superficiais, mas também pode evoluir para a candidemia,
assumindo carater de infeccéo sistémica (Lamoth et al., 2018).

As dermatofitoses, infec¢des fangicas da pele, sdo um problema global
comum. Sao apresentadas por cerca de 20 a 25% da populacdo mundial, tornando-
as uma das formas mais frequentes de infeccdo. Os principais patdgenos
responsaveis pelas dermatofitoses sdo os dermatdfitos dos géneros Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton (Havlickova et al., 2008).

Atualmente, apenas quatro classes de medicamentos antifungicos estao
disponiveis para tratar infeccdes fungicas sistémicas: os azois, que tém como alvo a
biossintese do ergosterol; as equinocandinas, que inibem a biossintese da parede
celular fangica; os polienos, que se ligam ao ergosterol na membrana celular fingica
levando a lise celular; e os antimetabdlitos, que comprometem a sintese de DNA
fungico (Perfect, 2017; Pereira, 2017). Esse numero reduzido de opcdes para o
tratamento antifingico esta ainda mais ameacado pelo desenvolvimento de cepas
de fungos multirresistentes e o surgimento de patégenos intrinsecamente resistentes
(Revie et al., 2018).

Muitas proteinas da superficie celular fangica estdo ancoradas na bicamada
lipidica através do glicosilfosfatidilinositol (GPI), um glicopeptideo essencial para o
crescimento celular de leveduras e fungos filamentosos (Umemura et al., 2003; Fu et
al.,, 2020). A enzima GWT1 (Glycosylphosphatidylinositol-anchored Wall Transfer
Protein 1) € uma inositol aciltransferase encontrada no inicio da via de biossintese
de GPI, sendo responsavel por transferir um grupo acila a esse glicopeptideo
(Watanabe et al., 2012). A biossintese de GPI é essencial para o crescimento de
células de leveduras e fungos filamentosos, mas nao para o crescimento de células
mamiferas (Umemura et al., 2003; Fu et al., 2020). Por exercer essa funcéo, a
GWT1 se torna essencial para a sobrevivéncia dos fungos e é um alvo interessante

para a acédo de farmacos antifungicos.
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Recentemente, um estudo de avaliacdo de atividade biologica in vitro
realizado contra fungos dermatéfitos e leveduras revelou que compostos das classes
dos 1,3-bisariloxipropanois e das 1,3-bisariloxipropanaminas apresentam atividade
antifingica. Estudos adicionais mostraram que esses compostos agem a nivel da
parede celular, o que torna a enzima GWT1 um possivel alvo para esses compostos.
Entretanto, o alvo especifico de acdo dessas substancias ainda é desconhecido
(Dalla-Lana et al., 2020).

Nesse trabalho, avaliou-se, por meio de analises in silico, usando ferramentas
computacionais, como softwares de predicdo estrutural e docking molecular, se a
enzima GWT1 poderia ser um alvo de acdo desses compostos a nivel de parede
celular fungica, ampliando assim a compreenséao a respeito do mecanismo de acdo
antifangica de 1,3-bisariloxipropanaminas e 1,3-bisariloxipropanois, com acéo

previamente determinada.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Epidemiologia das infeccdes fungicas

Infeccbes causadas por fungos sdo um problema de saulde enfrentado
mundialmente, que ocasiona mais de 1,6 milhdo de mortes por ano, o que é
semelhante a mortalidade por tuberculose e cerca de trés vezes mais do que a
malaria (Almeida et al., 2019; Bongomin et al., 2017).

InfecgBes superficiais da pele e unhas séo as doengas fangicas mais comuns
e afetam cerca de 25% da populagcdo geral em todo o mundo. As principais
condicBes originadas por essas infeccdes sdo: pé de atleta, que acomete 20% dos
adultos; micose do couro cabeludo, que afeta 200 milhées de individuos em todo o
mundo; e infeccdo das unhas, que afeta cerca de 10% da populacdo mundial,
embora essa incidéncia seja maior em individuos com 70 anos ou mais (Havlickova
et al., 2008; Thomas et al., 2010).

Infeccbes das mucosas dos tratos oral e genital também sdo comuns,
principalmente candidiase vulvovaginal ou oral. Entre 50 a 75% das mulheres em
idade fértil sofrem de pelo menos um episédio de vulvovaginite e 5 a 8% delas tém
pelo menos quatro episoédios por ano (Sobel, 2007). Infec¢des orais sdo comumente
observadas em bebés e usuéarios de dentaduras, em individuos que usam
corticosteroides inalados para asma, em pacientes com leucemia e transplantados e
em pessoas que fizeram radioterapia para cancer de cabeca e pescoco. Essas
infecgbes superficiais sdo causadas na maioria das vezes por varias espécies de
Candida, que sao os segundos mais numerosos agentes de infeccdo fungica em
todo o mundo (Brown et al., 2012).

As infecgbes fungicas invasivas tém uma incidéncia muito menor do que as
infeccbes superficiais, mas as doencgas invasivas sao de maior preocupacao porque
estdo associadas a taxas de mortalidade altas, com muitas vezes passam dos 50%
(Brown et al., 2012). No entanto, o verdadeiro impacto desse tipo de infec¢cdo no
mundo provavelmente é mal calculado devido a auséncia ou indisponibilidade de
métodos diagnosticos confiaveis, sensiveis e universais em diversos paises e
porque as infec¢cbes fangicas geralmente sédo prejudicadas por outras doengas
(Firacative, 2020).
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As infec¢des causadas por Candida spp. representam a maioria dos casos de
micoses, sendo responsaveis por cerca de 80% dos casos de infecgBes fungicas
sistémicas (Diniz-Neto et al., 2022). A candidiase geralmente se manifesta como
infeccbes cutadneo-mucosas superficiais, mas também pode evoluir para a
candidemia, quando a infec¢do ocorre de forma disseminada (Lamoth et al., 2018).
Esta condicdo é geralmente dificil de ser diagnosticada e tratada, possui uma alta
taxa de mortalidade e de alto custo para tratamento. A candidemia pode ser causada
principalmente pelo uso de antibidticos para tratar outras infeccdes, por terapia
imunossupressora, nutricdo parenteral e procedimentos médicos invasivos multiplos
em pacientes hospitalizados (Colombo et al., 2006).

Além das leveduras, como Candida spp., ha também os dermatofitos, que sao
responsaveis por causar, principalmente, infeccbes de pele. Um dos dermatofitos
mais importantes é o Trichophyton rubrum, fungo filamentoso mais comum no
mundo. As infec¢Bes fungicas das unhas, ou onicomicose, sdo distdrbios muito
comuns e sua prevaléncia entre certos grupos de risco, por exemplo, diabéticos, é
maior do que na populacédo geral; também é maior em pacientes com distUrbios de
queratinizacdo que afetam a pele e as unhas, como, por exemplo, em pacientes com
psoriase (Nenoff et al., 2014).

A distribuicdo das dermatomicoses, seus agentes etioldégicos e os padrbes
anatdbmicos predominantes de infeccédo variam com a localizacdo geogréfica e uma
ampla gama de fatores ambientais e culturais (Macura, 1993; Male, 1990). Os
dermatdfitos prosperam em temperaturas de superficie de 25 a 28°C e a infeccdo da
pele humana é favorecida por condicbes quentes e Umidas. Por essas razoes,
infeccBes fangicas superficiais sao relativamente comuns em paises tropicais e sao
exacerbadas pelo uso de roupas oclusivas (Havlickova et al., 2008).

Apesar das caracteristicas regionais e das predisposicfes para infeccées por
dermatofitos, o espectro destes fungos ndo € estatico. O turismo de massa em
expansao, as atividades esportivas internacionais e o aumento da migragdo estao
fazendo com que espécies menos comuns ou esquecidas sejam importadas e
disseminadas (Havlickova et al., 2008).

Geralmente, dermatofitos causam dermatomicoses superficiais caracterizadas
por atividade inflamatéria relativamente baixa devido a um arranjo imunoldgico que

existe entre o fungo e seu hospedeiro humano. A poeira doméstica pode atuar como
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reservatorio de dermatofitos, preservando seus esporos por anos (Havlickova et al.,
2008).

2.2 Tratamento antifangico

Atualmente, apenas quatro classes de medicamentos antifungicos estao
disponiveis para tratar infecgbes fungicas: inibidores da biossintese do ergosterol,
como os azois, alilaminas e morfolinas; as equinocandinas, que inibem a biossintese
da parede celular fungica; os polienos, que se ligam ao ergosterol nha membrana
celular fangica levando a lise celular, e os antimetabdlitos, que comprometem a
sintese de DNA fungico (Perfect, 2017; Pereira, 2017). Esse numero reduzido de
opcbes para o tratamento antifingico esta ainda mais ameacado pelo
desenvolvimento de cepas de fungos multirresistentes e o surgimento de patégenos
intrinsecamente resistentes (Revie et al., 2018).

Para tratar micoses sistémicas, os antifungicos mais recomendados no Brasil
sdo a anfotericina B (polieno), o fluconazol (azol) e o itraconazol (azol). Para as
micoses superficiais, sdo preconizados a nistatina (polieno), o miconazol (azol) e o
cetoconazol (azol) (Brasil, 2010). As equinocandinas e os antimetabdlitos também
podem tratar infeccbes fungicas sistémicas, geralmente administrados por via
intravenosa ou oral (Campoy; Adrio, 2017).

Apesar de muitas das classes de agentes antifiungicos atualmente disponiveis
serem altamente eficazes nos contextos apropriados, esses medicamentos, como
qualquer terapia, tém limitacbes e ressalvas, como por exemplo, a toxicidade
associada ao uso de alguns que pode ser, em determinados pacientes, até proibitiva
para uso (Pianalto; Alspaugh, 2016).

Além disso, existem poucos agentes antifingicos aprovados em apenas
quatro classes de medicamentos. O restrito nimero de alvos sobre os quais esses
farmacos podem atuar, devido aos altos niveis de semelhanca entre os patdogenos
fungicos eucariéticos e os hospedeiros humanos, € um fator ainda mais limitante
(Pianalto; Alspaugh, 2016). Por exemplo, das quatro classes de agentes antifungicos
aprovados para o tratamento de infec¢des fungicas invasivas, duas delas tém como
alvo o mesmo componente da membrana celular fingica, o ergosterol. Este pequeno

namero de alvos celulares aumenta as oportunidades para os fungos desenvolverem
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resisténcia a um ou mais dos antifungicos disponiveis (Van Den Bossche et al.,
1983; Gray et al. 2012).

Ademais, a resisténcia aos antifUngicos tem aumentado nas Ultimas décadas,
sendo comum a todas as classes de agentes antifingicos atualmente disponiveis
(Pfaller, 2012). Entre as espécies de Candida, tém-se uma alta prevaléncia de
resisténcia a azoéis, em grande parte atribuida a natureza citostatica desses
farmacos (Perea et al., 2001). Além disso, algumas cepas
de Aspergillus e Cryptococcus também ja demonstraram resisténcia a azoéis (Howard
et al., 2009; Sionov et al., 2010).

Numerosos mecanismos adaptativos de resisténcia a antifangicos foram
identificados, incluindo alteracdo ou superexpressao de seu alvo, regulacdo positiva
de transportadores de mudltiplos farmacos e ativacdo de respostas ao estresse
(Shapiro et al., 2011).

Um dos mecanismos mais prevalentes de resisténcia a azdlis envolve a
alteracdo ou superexpressao do gene alvo do farmaco, ERG11/CYP51A/CYP51B,
gue codifica a enzima C-14a desmetilase, enzima-alvo desses farmacos. Quando ha
alteracbes nesse gene, 0s azois perdem afinidade com a enzima alvo e ao
superexpressar 0 gene, as células produzem mais enzimas que conseguem suprir a
demanda das que foram inibidas. Ha isolados resistentes de Candida e Aspergillus
frequentemente tendo substituicbes de aminoacidos em regides proximas ao local
de ligacdo do heme da enzima C-14a desmetilase (Marichal et al., 1999; Balashov et
al., 2005). A resisténcia a equinocandinas é conferida principalmente por meio de
substituicdes de aminoacidos dentro de regides altamente conservadas das
subunidades FKS da enzima beta(1,3)-glicano sintase (Park et al., 2005). Essas
regibes sdo conservadas em diferentes espécies de Candida, com niveis de
resisténcia variando dependendo das mutacfes e do nivel de expressao desses
genes (Cowen et al., 2015).

Um grande obstaculo na descoberta de antifungicos é a identificacdo de alvos
essenciais para os fungos que podem ser especificamente modulados por
substancias com baixa toxicidade ao hospedeiro. Uma estratégia promissora para
expandir o espaco alvo de medicamentos € explorar a terapia combinada (Revie et
al., 2018). As combinacdes de farmacos podem ser empregadas para direcionar 0s
préprios mecanismos de resisténcia, particularmente aqueles envolvidos na

tolerancia a farmacos. Por exemplo, a resisténcia aos azéis de C. glabrata é
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frequentemente alcancada através de substituicbes no fator de transcricdo Pdrl,
resultando em regulacdo positiva do efluxo desses antifingicos. Ao inibir a interacéo
do dominio de ativacdo Pdrl e do mediador GalllA em isolados resistentes de C.
glabrata, o composto iKIX1 pode restaurar a sensibilidade ao azol e reduzir a
proliferacédo fuangica em modelos de infeccao sistémica em roedores (Piotrowski et al.
2017).

2.3 A enzima GWT1 como alvo de agentes antifungicos

A célula fungica é revestida por uma camada protetora externa denominada
parede celular que, além de protecéo, € responsavel pelo formato e comunicagao
intercelular (Trabulsi; Alterthum, 2015, p. 545). Ela é considerada a estrutura celular
mais importante devido sua composicao e complexidade (Free, 2013).

As paredes celulares sdo fundamentais para a viabilidade e patogenicidade
dos fungos. A parede determina a morfologia fungica e fornece protecdo osmotica,
além de regular a troca de material com 0 meio externo, adesdo a um substrato,
penetracdo de um hospedeiro e comunicagdo entre células (Deacon, 1997, p. 55).
Em geral, as paredes celulares dos fungos sdo compostas por polimeros lineares de
B-1,4-N-acetilglucosamina (quitina), a-1,3-glicanos, fB-1,3- e p-1,6-glicanos, e
proteinas, com extensa ligacdo cruzada entre esses componentes, como mostrado
na Figura 1 (Adams, 2004).

GPI-proteina
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Manoproteinas
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Figura 1 — Representacao esquematica da parede celular fungica
Fonte: Ferreira (2018)
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Muitas proteinas da superficie celular fangica estdo ancoradas na bicamada
lipidica através do glicosilfosfatidilinositol (GPI), um glicopeptideo essencial para o
crescimento celular de fungos (Umemura et al., 2003). A enzima GWT1 é uma
inositol aciltransferase encontrada no inicio da via de biossintese de GPI, sendo
responsavel por transferir um grupo acila ao glicopeptideo (Watanabe et al., 2012). A
biossintese de GPI é essencial para o crescimento fungico mas ndo para o
crescimento de células mamiferas (Umemura et al., 2003; Groot et al. 2013).

A estrutura do GPI é composta por NH2CH2CH2POsH-6Mana1-2Mana1—
6Mana1-4GlcNa1-6-D-mioinositol-1-HPOa-lipidio (EtNP-MansGIcN-Pl) (E, Figura 2),
na qual o lipidio pode ser diacilglicerol, alquilacilglicerol ou ceramida (Smith et al.,
2007). A biossintese de GPI envolve a adicédo inicial de N-acetilglicosamina (NAG),
oriunda da difosfato de uridina-NAG (UDP-NAG), ao fosfatidilinositol (PI) para formar
o NAG-PI (1, Figura 2), que é entdo N-desacetilado a glicosamina-Pl (NG-PI) (2,
Figura 2) (Masterson et al., 1989). O NG-PI é acrescido de um grupo acila (3,
Figura 2), trés manoses e uma etanolamina (4, Figura 2) para entdo formar o GPI
(Kinoshita; Inoue, 2000). Nesse contexto, a enzima GWT1 participa desta
biossintese, atuando na etapa da acilacdo do inositol presente no GPI (Umemura et
al., 2003).
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Figura 2 - Rota biossintética do GPI. NG: Glicosamina
Fonte: Elaboragéo propria

D

Foi descoberto um novo composto, 1-(4butilbenzil)isoquinolina (BIQ), que
inibe a permanéncia de manoproteinas ancoradas por GPI na parede celular em

Saccharomyces cerevisiae, sendo a GWT1 o alvo deste composto. Células com o
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gene GWTL1 deletado mostraram um defeito na montagem da parede celular e
crescimento extremamente lento (Umemura et al., 2003).

A inibicdo de GWT1 compromete a integridade da parede celular, a producao
de biofilme, a formacéo do tubo germinativo e produz graves defeitos de crescimento
fangico (Yadav; Khan, 2018). Em C. albicans e S. cerevisiae, a inibicdo dessa
enzima pela gepinacina mostrou um comprometimento da maturagéo e estabilizacéo

de manoproteinas ancoradas no GPI (McLellan et al., 2012).

2.4 Modelagem e docking molecular

Estimativas recentes sugerem que sdo necessarios aproximadamente 13
anos e um custo de aproximadamente US$ 1,8 bilhdo para trazer um novo
medicamento ao mercado. Esse custo inclui o desenvolvimento do medicamento
licenciado e também o custo dos compostos que ndo chegaram ao mercado. Os
projetos podem falhar em todas as diferentes etapas do processo de descoberta de
medicamentos e, em patrticular, durante os estagios posteriores de desenvolvimento
(Wooller et al., 2017).

Embora o investimento no desenvolvimento de novos medicamentos tenha
crescido significativamente nas Ultimas décadas, a producdo ndo é positivamente
proporcional ao investimento devido a baixa eficiéncia e alta taxa de falhas na
descoberta de medicamentos. Consequentemente, varias abordagens foram
desenvolvidas para encurtar o ciclo de pesquisa e reduzir o custo e o risco de falha
na descoberta de medicamentos. O planejamento de farmacos auxiliado por
computador (CADD, do inglés Computer-aided drug design) € um dos métodos mais
eficazes para atingir esses objetivos (Ou-Yang et al., 2012).

As abordagens computacionais de descoberta de farmacos comumente
usadas podem ser categorizadas em planejamento de farmacos baseado na
estrutura (SBDD, do inglés Structure-based drug design), planejamento de farmacos
baseado no ligante (LBDD, do inglés Ligand-based drug design) e abordagens
baseadas em sequéncia. As ferramentas de abordagem baseada em sequéncia
partem do pressuposto de que o conhecimento da sequéncia de aminoacidos por si
s6 pode ser suficiente para estimar a propenséo de interacdo de uma proteina com

pequenas moléculas (Wang et al., 2011).
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A modelagem molecular de estruturas de proteinas pode ser realizada por
homologia, que parte do principio de que a semelhanga entre as estruturas primarias
de uma proteina e de proteinas homologas de estruturas tridimensionais conhecidas
(proteinas-molde) superior a 30 % implica em similaridade estrutural entre elas, ou
por técnicas independentes de proteinas-molde, as quais utilizam informacdes fisico-
quimicas das interagbes entre os aminoacidos a fim de encontrar um modelo
tridimensional (Santos Filho; Alencastro, 2003).

As ferramentas do tipo LBDD, que sédo usadas na auséncia de conhecimento
das estruturas tridimensionais de alvos potenciais, incluem a relagdo estrutura-
atividade quantitativa, modelagem de farmacéforo, analise de campo molecular e
avaliacdo de similaridade, e podem fornecer informacdes cruciais sobre a natureza
das interacdes entre alvos moleculares e ligantes, o que permite a construcdo de
modelos preditivos adequados para descoberta e otimizacdo de moléculas com
atividade farmacoldgica promissora que necessita de otimizacdo (Ou-Yang et al.,
2012).

Métodos do tipo SBDD, como docking molecular e planejamento de novo de
farmacos, contam com o conhecimento da estrutura da macromolécula alvo, que
pode ser obtida a partir de estruturas cristalogréficas, dados de ressonancia
magnética nuclear, modelos de homologia, modelagem molecular, entre outros
(Chen et al, 2012). Baseiam-se nas informac¢des derivadas da estrutura
tridimensional de um alvo molecular de interesse e permitem classificar moléculas de
acordo com a complementaridade estrutural e eletronica dos ligantes a um
determinado alvo (Kitchen et al., 2004).

O docking molecular esta entre um dos métodos in silico baseados em
estrutura mais populares e bem-sucedidos, que ajudam a prever as interacbes que
ocorrem entre moléculas e alvos bioldgicos (Pinzi; Rastelli, 2019). O processo de
docking molecular envolve a predicdo da conformacéo e orientacdo do ligante (ou
posicionamento) dentro de um sitio de ligacdo direcionado e determinagdo de suas
interagbes intermoleculares e energia de ligagdo, o que pode permitir estimar a
atividade inibitéria de um ligante frente ao alvo de estudo (Kitchen et al., 2004).

O docking tem inicio com a aplicacdo de algoritmos que tentam encaixar um
ligante no sitio ativo do alvo. Esses algoritmos de busca séo projetados para prever
a atividade biologica através da avaliacdo de interacdes entre compostos e alvos

potenciais. Essa avaliacéo é realizada com base em calculos de formato aproximado
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e complementaridade estérica, na avaliagdo das interagcfes eletrostaticas e de van
der Waals e inclusédo de pelo menos alguns efeitos de solvatagcdo ou entropicos.
Vale ressaltar que os eventos de ligacdo ao ligante sdo conduzidos por uma
combinacdo de efeitos entalpicos e entropicos, e que tanto a entropia quanto a

entalpia podem influenciar interacdes especificas (Kitchen et al., 2004).

2.5 Compostos promissores

Recentemente, alguns compostos das classes das 1,3-bisariloxipropanaminas
e dos 1,3-bisariloxipropanois (Figura 4) apresentaram atividade antibacteriana e
antiprotozoaria promissora contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(Lavorato et al., 2017a; Lavorato et al., 2017b; Serafim et al., 2019). Considerando
essas propriedades bioldgicas, foi proposto que pudessem demonstrar também
propriedades antifungicas. Dessa forma, esses compostos foram submetidos a
estudos in vitro de avaliacdo de atividade antifungica contra fungos dermatofitos dos
géneros Microsporum e Trichophyton (M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, T.
schoenleinii e T. rubrum) e leveduras do género Candida (C. albicans, C. krusei, C.
glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis) (Dalla-Lana et al., 2020).

No estudo realizado por Dalla-Lana e colaboradores (2020), 18 dos 61
compostos das classes das 1,3-bisariloxipropanaminas e dos 1,3-bisariloxipropanois
testados apresentaram atividade antifingica contra os patdégenos avaliados em
concentracbes menores ou iguais a 50 pg/mL, sendo o composto 2j (Figura 3) o
mais promissor, por apresentar uma melhor acdo antifingica e um perfil de
seguranca desejavel para uso em formulacbes farmacéuticas. Nesse mesmo
trabalho, foi demonstrado que o composto 2j exerce sua acdo antifungica

interferindo com a integridade da parede celular fungica.
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Figura 3 - Estrutura quimica dos compostos das classes 1,3-bisariloxipropanois (1a-
1c) e 1,3-bisariloxipropanaminas (2a-20) com atividade antifangica in vitro
Fonte: Dalla-Lana e colaboradores (2020)

Apesar de apresentarem boa atividade antifungica, ainda ndo é de
conhecimento o alvo molecular a nivel de parede celular onde esses compostos
atuam. Portanto, é necessario que sejam realizados estudos para esclarecer esse
fator. Uma boa opcao para tentar compreender o alvo de acao é utilizando estudos
de docking molecular, pela simulacdo da interacdo de substancias conhecidas com

seus alvos de acao propostos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar, por meio de estudos in silico, o potencial de inibicdo de compostos das
classes das 1,3-bisariloxipropanaminas e dos 1,3-bisariloxipropanois com acao

antifingica frente a enzima GWT1.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar a busca pelas sequéncias da enzima GWT1 de Candida albicans e
Trichophyton rubrum.

- Prever os modelos tridimensionais da enzima GWT1 de Candida albicans e
Trichophyton rubrum, por modelagem molecular.

- Realizar a analise e validacdo dos modelos previstos.

- Realizar simulagbes de docking molecular de dois compostos da classe das 1,3-
bisariloxipropanois (1b e 1c) e treze compostos da classe das 1,3-
bisariloxipropanaminas (2a, 2b, 2e, 2f, 2g, 2h, 2i, 2j, 2k, 2I, 2m, 2n e 20), com acao
antifangica previamente determinada, em estruturas tridimensionais previstas da
enzima GWT1.

- Correlacionar e avaliar se existe uma tendéncia nos resultados de docking
molecular em comparacdo com os resultados de atividade antifingica obtidos em
estudo in vitro.

- Avaliar se a enzima GWT1 pode ser o alvo molecular dos compostos com acao

antifingica das classes estudadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelagem molecular da enzima GWT1

As sequéncias de aminoacidos para a enzima GWT1 de Candida albicans e
Trichophyton rubrum foram obtidas a partir do banco de dados Uniprot
(https://www.uniprot.org/).

Para modelagem da estrutura tridimensional de cada proteina, foram
utilizados os servidores online: I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-
TASSERY/), que utiliza o] método de threading; ROBETTA
(https://robetta.bakerlab.org), que utiliza a ferramenta RoseTTAFold, que realiza
previsoes por método de deep learning; e trRosetta
(https:/lyanglab.nankai.edu.cn/trRosetta/), que também utiliza o método de deep
learning.

Para validacdo dos modelos tridimensionais, foram utilizados os servidores
online MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/), SAVES v6.0
(https://saves.mbi.ucla.edu/) e ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/).
Os modelos foram avaliados com relagdo a sua qualidade estereoquimica e, pelos
graficos de Ramachadran obtidos, foi possivel avaliar os aminoacidos com relacao
as regides energeticamente favoraveis e permitidas. O modelo que satisfez todos os

parametros desejados apoés validacéo foi utilizado para estudos posteriores.

4.2 Previsao do sitio de ligacdo da enzima

Para previsdo do sitio de ligacéo, foram comparados os resultados fornecidos
pelos servidores online |-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-
TASSER/) e 3DLigandSite (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/3dligandsite/) para os

modelos criados.
4.3 Estudos de docking molecular
Para esse trabalho, foram selecionados dois compostos da classe dos 1,3-

bisariloxipropanois (1b e 1c) e treze compostos da classe das 1,3-

bisariloxipropanaminas (2a, 2b, 2e, 2f, 29, 2h, 2i, 2j, 2k, 2I, 2m, 2n e 20) (Figura 3),
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com atividade antifungica j& determinada in vitro, conforme descrito na Introducao
desse projeto (Dalla-Lana et al., 2020), para avaliacdo da interacdo com as enzimas
modeladas. Os ligantes em estudo foram desenhados e otimizados utilizando o
programa BIOVIA Discovery Studio 2020
(https:/lwww.3ds.com/productsservices/biovia/products/molecular-modeling-

simulation/biovia-discovery-studio/). Para otimizacdo destes compostos, foi utilizado
o campo de forca tipo Dreiding. O programa AutoDockTools 1.5.7
(http://autodock.scripps.edu/resources/adt) foi utilizado para a preparacdo das
macromoléculas modeladas (adigdo de cargas Gasteiger, hidrogénios polares e tipo
atdmico AD4) bem como dos ligantes (definicdo de aspectos torcionais), permitindo
a obtencdo dos respectivos arquivos PDBQT referentes as estruturas citadas. Os
estudos de docking foram realizados utilizando o programa AutoDock Vina 1.1.1
(http://vina.scripps.edu/). Para andlises, foram consideradas apenas as
conformacdes dos ligantes que geraram os complexos de menor energia. O

programa BIOVIA Discovery Studio 2020 foi utilizado para analise dos resultados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias de aminoacidos das enzimas em estudo foram selecionadas a
partir do banco de dados UniProt. Foram selecionadas as sequéncias “GPl-anchored
wall transfer protein 1” (Cédigo: Q873N2), que corresponde a enzima GWT1 para a
espécie Candida albicans e possui 485 aminoacidos; e “GPl-anchored wall transfer
protein” (Codigo: F2SWZ1) para a espécie Trichophyton rubrum, que contém 491
aminoacidos.

Foram utilizados os servidores BLAST e HHpred para busca de homdlogos
das respectivas sequéncias de aminoacidos na tentativa de se realizar a predi¢cdo da
estrutura por meio de homologia. Pelo BLAST, ndo foi encontrado nenhum
homologo com mais de 30% de similaridade estrutural previamente determinado
para ambas as espécies do estudo. Pelo HHpred, foi encontrada apenas uma
estrutura para cada espécie, que possui pouquissima similaridade com as
sequéncias de aminoacidos das enzimas de estudo, baixo grau de confiabilidade,
pois foram encontrados escores abaixo de 21.09, que desejavelmente deveriam
estar acima de 100, e E-value acima de 15, que desejavelmente deveriam estar
abaixo de 1, além de uma cobertura de aminoé&cidos insuficiente (entre 96 e 101
aminoacidos, em comparacdo com a quantidade de aminoacidos da enzima, que
esta entre 485 e 491) (Figuras 4 e 5).

Number of Hits: 1
Query MSA diversity (Neff): 8.92943

Detected sequence features: @ Transmembrane segment(s)

Visualization

Resubmit Section

Figura 4 — Resultado da busca por homologos para a sequéncia de aminoacidos de

C. albicans pelo HHpred
Fonte: HHpred
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Number of Hits: 1
Query MSA diversity (Neff): 8.76947

Detected sequence features: ® Transmembrane segment(s)

Visualization
Resubmit Section

56 73

Figura 5 — Resultado da busca por homologos para a sequéncia de aminoacidos de

T. rubrum pelo HHpred
Fonte: HHpred

As sequéncias de aminodcidos foram entdo submetidas aos servidores I-
Tasser, Robetta e trRosetta para a predicdo de estruturas. Os melhores modelos
obtidos a partir desses servidores foram submetidos ao servidor do GalaxyWEB com
a intencao de refinar as estruturas.

As plataformas de predi¢do de modelos tridimensionais de proteinas descritas
foram selecionadas considerando serem mais adequadas para o contexto em que se
trabalha com proteinas que apresentam baixa identidade sequencial com os
modelos disponiveis em bancos de dados de estruturas (Verli, 2014, p. 161), como é
0 caso da GWTL1. O servidor I-TASSER utiliza a estratégia de modelagem por
threading, envolvendo um alinhamento mudltiplo de fragmentos seguido de
simulacdes de agrupamento desses fragmentos para constru¢do do modelo (Yang;
Zhang, 2015). Ja o servidor ROBETTA permite tanto a realizacdo de modelagem por
homologia quanto de modelagem ab initio com posterior comparacdo da
conformacdo proposta com modelos tridimensionais ja validados em bancos de
dados de proteinas (Baek et al., 2021). A previsdo pelo servidor trRosetta, por sua
vez, é baseada na minimizacdo restrita, com restricdes de distancia e orientacdo
derivadas dos produtos do servidor (Yang et al., 2020).

Os servidores I|-Tasser, Robetta e trRosetta forneceram cinco estruturas
preditas da enzima para as duas espécies, C. albicans e T. rubrum. Para decidir qual
modelo apresentava melhor predigcdo, eles foram submetidos aos servidores
Molprobity, SAVES e ProSA-web para serem validados (Quadros 1 e 2). Para
critério de validacdo, foram avaliadas a porcentagem de residuos de aminoacidos

presentes em regides favoraveis, sendo que quanto maior a porcentagem, melhor a
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qualidade, e a porcentagem de residuos em regides desfavoraveis no gréfico de
Ramachandran fornecidos pelo Molprobity e pelo Procheck, sendo que quanto
menor a porcentagem, melhor a qualidade. Também foi levado em consideracdo se
residuos em regides desfavoraveis estavam proximos ao sitio ativo da enzima. O Z-
score fornecido pelo programa ProSA-web foi um critério secundario para validacao
do modelo, sendo que quanto maior o valor, maior a confiabilidade do modelo. Para
C. albicans, o melhor modelo obtido a partir do I-Tasser obteve Z-score de -2,62 e 0
obtido a partir do trRosetta obteve -5,18; e para T. rubrum, o melhor modelo obtido a
partir do |-Tasser obteve Z-score de -1,14 e o obtido a partir do trRosetta obteve -
7,13. Por algum motivo desconhecido, o ProSA-web ndo conseguiu determinar o Z-

score dos modelos previstos pelo Robetta.

Quadro 1 - Porcentagem (%) de residuos em cada regido do grafico de
Ramachandran gerado pelo Molprobity e SAVES para os modelos de Candida

albicans previstos pelo I-Tasser, Robetta e trRosetta

Molprobity Procheck (SAVES)

Modelo Mais " Nao Mais " Gen. N&o

. Permitida . . Permitida . .

favoravel permitida | favoravel permitida | permitida

I-Tas 1 87,2 96,5 4,5 83,4 11,9 2,5 2,2
I-Tas 2 72 87,4 12,6 74,4 16,6 54 3,6
I-Tas 3 85,7 94,4 5,6 80,4 11,7 4,5 3,4
I-Tas 4 78,7 93,8 6,2 76,2 18,4 2,5 2,9
I-Tas 5 73,3 89,6 10,4 71,2 21,3 5,2 2,2
Robe 1 94 98,8 1,2 90 7,2 0,9 1,8
Robe 2 93,4 98,6 14 88,5 8,1 1,6 1,8
Robe 3 92,6 99 1 87,2 10,3 0,7 1,8
Robe 4 92,5 99,6 0,4 90,1 8,5 0,9 0,4
Robe 5 91,9 99,4 0,6 90,1 7,4 1,1 1,3
trRos 1 96,3 99,4 0,6 92,4 6,3 0,4 0,9
trRos 2 96,9 99,8 0,2 92,1 7 0,4 0,4
trRos 3 95 99 1 91,9 6,7 0,2 1,1
trRos 4 95,4 98,8 1,2 91,5 7,2 0,2 1,1
trRos 5 95,9 98,6 1,4 89,9 7,4 0,9 1,8

Fonte: Elaboragéo propria
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Quadro 2 - Porcentagem (%) de residuos em cada regido do gréafico de

Ramachandran gerado pelo Molprobity e SAVES para os modelos de Trichophyton

rubrum previstos pelo I-Tasser, Robetta e trRosetta

Molprobity Procheck (SAVES)
HEERE Ma|,s Permitida Na_o_ Mal's Permitida Ge_n_. Na_o_
favoravel permitida | favoravel permitida | permitida

I-Tas 1 78,3 90,8 9,2 73,7 20,8 2,5 3

I-Tas 2 83,6 93,5 6,5 82,4 13,9 2,3 1,4
I-Tas 3 75,1 89,6 10,4 77,2 16 4,8 2,1
I-Tas 4 76,7 90,4 9,6 74,4 19,4 4,6 1,6
I-Tas 5 68,7 87,3 12,7 67,1 23,1 6,6 3,2
Robe 1 96,9 99,2 0,8 94,1 5 0,2 0,7
Robe 2 92 98,6 14 86,3 9,8 1,6 2,3
Robe 3 96,1 99 1 90,4 8 0,9 0,7
Robe 4 95,7 99 1 88,1 10,5 0,5 0,9
Robe 5 95,1 99 1 89,3 8,4 0,9 14
trRos 1 97,8 99,8 0,2 93,2 57 0,9 0,2
trRos 2 96,1 99,4 0,6 90,2 9,4 0 0,5
trRos 3 95,1 99,4 0,6 89,7 8,4 14 0,5
trRos 4 95,5 98,8 1,2 90 8,4 0,9 0,7
trRos 5 94,7 98,2 1,8 90,4 7,8 14 0,5

Fonte: Elaboragéo propria

De modo geral, os resultados da validacdo para os modelos obtidos a partir
do I-Tasser indicam uma qualidade baixa, enquanto os modelos obtidos a partir do
Robetta e pelo trRosetta mostraram bons resultados. O melhor modelo para a
enzima de C. albicans foi o modelo 1 previsto pelo servidor Robetta e o melhor
modelo para a enzima de T. rubrum foi o0 modelo 1 previsto pelo servidor trRosetta,
cada um com quase 100% de residuos em regifes permitidas. O melhor modelo
para a enzima de C. albicans apresentou 99,1% de residuos em regiées permitidas
ou favoraveis e o melhor modelo para a enzima de T. rubrum apresentou 99,8% de
residuos em regifes permitidas ou favoraveis.

Para obter uma confiabilidade ainda maior nos modelos construidos no
presente trabalho, foi realizada uma comparagdo destes com o0s modelos
previamente modelados utilizando o servidor Alphafold que haviam disponiveis no
banco de dados do Uniprot. O valor do RMSD entre o modelo previsto pelo Alphafold
de C. albicans e o modelo previsto pelo Robetta para a mesma espécie foi de 1,190.
Ja para a espécie T. rubrum esse valor foi de 0,820. Vale ressaltar que esse valor
indica que as estruturas sdo bastante parecidas, ja que quanto menor o valor do

RMSD, menor a divergéncia entre os modelos. Além disso, analisando-se dados de
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validacdo do modelo previsto pelo Alphafold, observou-se que este possui valores
de validacao inferiores aos modelos obtidos nesse trabalho.

Os residuos de aminoacidos essenciais para o funcionamento correto da
enzima foram obtidos a partir de uma compilacdo de residuos extraidos de artigos
cientificos. Kapoor e colaboradores (2019) apontaram como essenciais 0s
aminoacidos Asp-139, Lys-149 e Val-162 da enzima de C. albicans e Asp-155, Lys-
165 e Val-178 para T. rubrum. Morais e colaboradores (2021) apontaram O0sS
residuos Thr-131, lle-135, Met-158, Val-162, His-225, Glu-228, Phe-235 e Phe-434
para C. albicans e Thr-147, lle-151, Met-174, Val-178, His-238, Glu-241, Phe-248 e
Phe-440 para T. rubrum. Fenollar e colaboradores (2022) indicaram os residuos Thr-
131, Lys-149 e Phe-434 para C. albicans e Thr-147, Asp-165 e Phe-440 para T.
rubrum. Todos esses aminoacidos considerados relevantes como alvo de inibicdo da
enzima foram base para a construcdo das GridBoxes, regibes contendo as
coordenadas requeridas para a execucao do docking molecular.

Em testes de docking molecular com os inibidores ja descritos da enzima
GWT1 manogepix e a 1-(4-butilbenzil)isoquinolina (BIQ) (Figura 6), foi possivel
perceber que os mesmos foram capazes de interagir de modo significante com a
enzima. O complexo entre GWT1 e manogepix apresentou uma energia de ligacao
de -10,0 kcal/mol para C. albicans e -7,4 kcal/mol para T. rubrum, enquanto o
complexo com BIQ apresentou uma energia de ligagcdo de -8,3 kcal/mol para C.
albicans e -8,9 kcal/mol para T. rubrum. Portanto, esses resultados fornecem maior
seguranca de que as condi¢cdes de docking estabelecidas sao validas para seguir

com os estudos de docking com as classes quimicas em estudo.
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Figura 6 — Resultados de docking molecular entre os ligantes manogepix e a BIQ e
o sitio ativo da GWT1 de C. albicans (A e B, respectivamente) e T. rubrum (C e D,
respectivamente). O sitio ativo da GWT1 é representado como fitas verdes. O cédigo
de cores para os atomos é branco para carbono, azul para nitrogénio e vermelho
para oxigénio.

Fonte: Elaboragéo propria

Ao realizar o estudo de docking molecular da GWT1 com os compostos da
classe dos 1,3-bisariloxipropanois (1b e 1c) e os compostos da classe das 1,3-
bisariloxipropanaminas (2a, 2b, 2e, 2f, 2g, 2h, 2i, 2j, 2k, 2I, 2m, 2n e 20), foi
possivel perceber diversas interagbes importantes com a enzima. Os principais
resultados sdo mostrados nos Quadros 3 e 4. Os valores de energia de ligagao
variaram entre -8,4 kcal/mol (composto 1b) e -6,7 kcal/mol (compostos 2k e 2m)
para C. albicans e entre -9,4 kcal/mol (composto 2b) e -7,2 kcal/mol (compostos 2f e

2g) para T. rubrum.
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Quadro 3 — Resultados de docking molecular dos compostos das classes dos 1,3-bisariloxipropanois e das 1,3-

bisariloxipropanaminas no sitio ativo da GWT1 de C. albicans.

Energia de Interacdes entre o composto e a enzima
Composto Ligacéo Ligacéo de s . o ' . L o
(kcal/mol) hidrogénio Ligacéo ibnica Empilhamento Anion 1 m-Alquil Ligacéo de Halogénio
O-H:GLU228, C- )
1b -8,4 O:HIS232, - - Ph:GLU224 E—E\I}‘fl_lz?’g F:MET158, F:TYR222
F:ASN445 Ph:
1c 83 O&%ﬁ'&é’éés’ ) ) ) Ph:MET158, | F:GLU151, F:THR227,
F-ARG385 Ph-C:PHE235 F:ILE231
. . } Ph:ILE135,
2a -8,3 - NH+:GLU151, NH+:ASP159 - Ph:GLU228 Ph:VAL162 -
. . } Ph:ILE135,
2b -8,0 - NH+:GLU151, NH+:ASP159 - Ph:GLU228 PhiILE231 -
F:HIS232, Ph:ILE135
2e -8,2 F:THR238, NH+:ASP159 Ph:TYR306 - ﬁ'IVAL162, E:ASN234, F:ASN438
F:ASN438 —
C-0O:HIS232, C- ) )
2f -1,7 0:HIS232 - - Ph:GLU228 Ph:VAL217 -
29 -7,8 - NH+:ASP159 Ph:TYR306 - Ph:VAL162 -
Ph:ILE135,
2h -7,5 - NH+:ASP159 Ph:HI1S232 - Ph:VAL162, -
Ph:PHE231
2i -7,8 - NH+:GLU151, NH+:ASP159 Ph:PHE235 Ph:GLU228 - -
2j -7,4 - NH+:ASP159 - Ph:GLU228 Ph:ILE135 CI:MET158
2k -6,7 - NH+:GLU151, NH+:ASP159 Ph:PHE235 Ph:GLU228 Ph:ILE135 -
. ) Ph-C:PHE235, i
2l -8,1 - NH+:ASP159 Ph:TYR306 - Ph-C:TYR306
2m -6,7 - NH+:GLU151, NH+:ASP159 - - Ph:VAL162 -
2n -7,5 - NH+:GLU151, NH+:ASP159 Ph:PHE235 Ph:GLU228 Ph:ILE135 -
20 -7,2 - NH+:GLU151, NH+:ASP159 - - Ph:PHE235 -

Fonte: Elaboracéo prépria
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Quadro 4 - Resultados de docking molecular dos compostos das classes dos 1,3-bisariloxipropanois e das 1,3-

bisariloxipropanaminas no sitio ativo da GWT1 de T. rubrum.

Energia de Interac6es entre 0 composto e a enzima
(CBin{peEo (II(' ('%T;(;’:gl) Ligacéo de hidrogénio Ligacéo lonica | Empilhamento Anion m-Alquil Ligacéo de Halogénio
1b -8,0 F:ARG226 - - - Ph:VAL230 F:ASN444, F:ASN444
Ph:VAL154, E:TYR235, E:TYR235,
1c -8,4 C-0:ARG226 - Ph:TYR242 Ph:ASP155 Ph:VAL154, | F:TYR236, F:TYR236,
Ph-C:TYR242 E:TYR237
N-H:TYR235, N-H:ASN451, . Ph:VAL13,
23 8.6 C-O:ASN451 NH+:ASP155 i i Ph:VAL154 i
_ _ Ph:TYR142, Ph:VAL230,
2b 94 N-H:ASN451 NH+:ASP155 Ph:TYR142 - Ph:VAL230 -
F:ARG226, N-H:TYR235, , , ,
2e -8,1 N-H:ALA236, N-H:ALA236 - - - Ph:VAL230 F:ASN444, F:ASN444,
N-H:TYR235, N-H:ALA236, . .
2f 7,2 N-H-ALA236. C-O-ASN451 - Ph:TYR242 - Ph:VAL230 -
29 -7,2 N-H:TYR235, N-H:ALA236 - - - Ph:VAL230 -
2h -7,4 N-H:TYR235, C-O:ASN451 | NH+:ASP155 - - Ph:VAL230 -
. . Ph:ILE151,
2i -7,4 N-H:ASN444 - - - Ph-VAL154 -
. N-H:TYR235, .
2] 74 N-H:ALA236, C-O:ASN451 i PhTYR242 i i i
N-H:TYR235, . .
2k -7,4 N-H:ALA236, C-O:ASN451 - Ph:TYR242 - Ph:VAL230 -
2| -7,5 N-H:TYR235, N-H:ALA236 - - - Ph:VAL230 -
2m -7,7 N-H:TYR235, C-O:ASN451 | NH+:ASP155 - - Ph:VAL230 -
. Ph:ILE151,
2n -7,8 N-H:ASN444 - - - Ph-VAL154 -
% 79 N-H:TYR235, N-H:TYR235, i Ph-TYR242 i i i

N-H:ALA236, N-H:ALA236

Fonte: Elaboracéo propria
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Considerando as conformacdes assumidas pelos ligantes no sitio ativo da
enzima de C. albicans, foram encontrados trés padrfes de interacao diferentes
(Figura 7). O padrao de interacdo apresentado pelos compostos 1b, 1c e 2f foi
chamado de “padrdao 1. O padréo de interacdo apresentado pelos compostos 2e,
29, 2h e 2| foi chamado de “padrao 2”. O padréo de interacdo apresentado pelos

compostos 2a, 2b, 2i, 2j, 2k, 2m, 2n e 20 foi chamado de “padrao 3”.

Figura 7 — Poses observadas nos estudos de docking molecular para os complexos
mais estaveis formados a partir de compostos das classes 1,3-bisariloxipropanois e
1,3-bisariloxipropanaminas com o sitio ativo da GWT1 de C. albicans. (A) Interacéo
dos compostos 1b, 1c e 2f. (B) Interacdo dos compostos 2e, 2g, 2h e 2I. (C)
Interacdo dos compostos 2a, 2b, 2i, 2j, 2k, 2m, 2n e 20. O sitio ativo da GWTL1 é
representado como fitas verdes. O cddigo de cores para os a&tomos € branco para

carbono, ciano para flor, azul para nitrogénio e vermelho para oxigénio.

Fonte: Elaboragao propria

Os compostos com o padrdo 1 de interacdo com o sitio ativo da enzima (Figura
8) tiveram como principal caracteristica uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo
alcool dos compostos e a carbonila do residuo Glu228, outra ligagdo de hidrogénio
entre o grupo éter dos compostos e ao grupo imidazol do residuo His232, além de
uma interacdo Tr-alquil entre o anel aromatico dos compostos e a cadeia carbdnica
da Val217 e um empilhamento T entre os anéis aromaticos dos compostos e 0 anéis
aromaticos da Phe235. O composto 1b também apresentou ligagbes de halogénio
entre os grupos fluoretos e as carbonilas dos residuos Metl58 e Tyr222, uma

ligacdo de hidrogénio com a Asn445 e outras interacdes de Van der Waals.



34

Val217 fle231
JHis23 Gluzz4g % — val217
£t Phe235 -
(’Lg“ \ ‘
Tyr222 ' D Glu228 \\ ’ . j
\/'\ %
szzs Arg385 L

\

Glu151

Asn445
Z
Met158 lle135 W&

Figura 8 — Interacao de 1b (A), 1c (B) e 2f (C) (padréo 1) com o sitio ativo da GWTL.
O cddigo de cores para os atomos € branco para carbono, azul para nitrogénio,

Glu228

vermelho para oxigénio, amarelo para enxofre, roxo para cloro e ciano para fldor. As
cadeias carbbnicas dos residuos de aminoacidos, presentes no sitio ativo, estao
representadas em verde. As interacdes séo representadas por linhas listradas com o
seguinte cédigo de cores: verde para ligacdo de hidrogénio, ciano para ligacdo de
halogénio, laranja para interagao anion 1, rosa escuro para empilhamento T e rosa

claro para interacao r-alquil.

Fonte: Elaboracéo propria

Os compostos com o0 padrao 2 de interacdo com o sitio ativo da enzima
(Figura 9) tiveram como principais caracteristicas uma ligagao iGnica entre o grupo
amino dos compostos e 0 grupo carboxilato do residuo Aspl59, uma interacdo do
tipo empilhamento 1 entre um de seus anéis aromaticos e o anel aromatico do
residuo Tyr306 e uma interagdao Tr-alquil com o residuo Vall62. Além disso, o
composto 2e realizou duas ligacdes de halogénio com os residuos Asn234 e Asn438
e trés ligacdes de hidrogénio com os residuos His232, Thr238 e Asn438. O
composto 2h realizou sete ligagdes T-alquil com os residuos Ile135, Vall62, lle231,
Phe235, Phe236, Tyr306 e Phe434.
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Figura 9 — Interacdo de 2e (A), 2g (B), 2h (C) e 2I (D) (padréo 2) com o sitio ativo da

Val162

GWT1. O cdédigo de cores para os atomos é branco para carbono, azul para
nitrogénio, vermelho para oxigénio, amarelo para enxofre, roxo para cloro e ciano
para flior. As cadeias carbbnicas dos residuos de aminoacidos, presentes no sitio
ativo, estao representadas em verde. As interagdes sao representadas por linhas
listradas com o seguinte codigo de cores: verde para ligacdo de hidrogénio, ciano
para ligacao de halogénio, laranja para interagdo anion 1 ou ligagcéo idnica, rosa
escuro para empilhamentos 1 e T e rosa claro para interagéo -alquil.

Fonte: Elaboracéo propria

Os compostos com o padrao 3 de interacdo com o sitio ativo da enzima
(Figura 10) tiveram como principais caracteristicas duas ligacdes idnicas entre o
grupo amino dos compostos e 0s grupos carboxilatos dos residuos Glul5l e
Asp159, uma interagédo anion 1T entre os anéis aromaticos dos compostos e o grupo
acido carboxilico do residuo Glu228 e uma interagéo 1-alquil entre o anel aromatico
e a cadeia carbénica do residuo 1le135. Além disso, os compostos 2i e 2j realizaram
no total 4 e 5 interagdes do tipo r-alquil, respectivamente, sendo os residuos lle135,

His232, Phe235, Phe236 e Phe434 responsaveis por essas interacoes.
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Figura 10 — Interacdo de 2a (A), 2b (B), 2i (C), 2j (D), 2k (E), 2m (F), 2n (G) e 20 (H)
(padrdo 3) com o sitio ativo da GWTL1. O cddigo de cores para 0os atomos € branco
para carbono, azul para nitrogénio, vermelho para oxigénio, amarelo para enxofre,
roxo para cloro e ciano para flior. As cadeias carbdnicas dos residuos de
aminoacidos, presentes no sitio ativo, estdo representadas em verde. As interacdes
sao representadas por linhas listradas com o seguinte cédigo de cores: verde para
ligacdo de hidrogénio, ciano para ligacdo de halogénio, laranja para interacdo anion
T ou ligagcado idnica, rosa escuro para empilhamentos 1 ou T e rosa claro para
interacao -alquil.

Fonte: Elaboracéo propria

Considerando as conformac¢fes assumidas pelos ligantes no sitio ativo da
enzima de T. rubrum, foram encontrados trés padrdes de interacdo diferentes
(Figura 11). O padrao de interagéo apresentado pelos compostos 1b, 2a, 2b, 2e, 2f,
29, 2h, 2j, 2k, 2, 2m e 20 foi chamado de “padrdo 1”. O padrado de interacao
apresentado pelo composto 1c foi chamado de “padrao 2”. O padrao de interagéo

apresentado pelos compostos 2i e 2n foi chamado de “padrao 3”.
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Figura 11 — Poses observadas nos estudos de docking molecular para os

complexos mais estaveis formados a partir de compostos das classes 1,3-
bisariloxipropanois e 1,3-bisariloxipropanaminas com o sitio ativo da GWT1 de T.
rubrum. (A) Interacdes dos compostos 1b, 2a, 2b, 2e, 2f, 2g, 2h, 2j, 2k, 2I, 2m e 2o0.
(B) Interacbes do composto 1c. (C) Interacdes dos compostos 2i e 2n. O sitio ativo
da GWT1 é representado como fitas verdes. O cddigo de cores para os atomos é
branco para carbono, ciano para fldor, azul para nitrogénio e vermelho para
oxigénio.

Fonte: Elaboragéo propria

Os compostos com o padrdo 1 de interacdo com o sitio ativo da enzima
(Figura 12) tiveram como principais caracteristicas ligacdes de hidrogénio entre os
grupos alcoois ou aminos dos compostos e os residuos Tyr235, Ala236 e Asn451,
sendo que este ultimo residuo realizou ligacdo de hidrogénio entre o grupo éter de
alguns compostos (2a, 2f, 2h, 2j, 2k e 2m) ao invés de interagir com o grupo central.
Além disso, nove desses compostos apresentaram interagdes -alquil com o residuo
Val230. Os compostos 1b e 2e ainda realizaram duas ligacbes de halogénio com o

residuo Asn444 e uma ligacao de hidrogénio com o residuo Arg226.
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Figura 12 — Interacao de 1b (A), 2a (B), 2b (C), 2e (D), 2f (E), 2g (F), 2h (G), 2j (H),
2k (1), 21 (), 2m (K) e 20 (L) (padréo 1) com o sitio ativo da GWT1. O codigo de
cores para 0s atomos é branco para carbono, azul para nitrogénio, vermelho para
oxigénio, amarelo para enxofre e ciano para fldor. As cadeias carbbdnicas dos
residuos de aminoacidos, presentes no sitio ativo, estdo representadas em verde.
As interacdes sdo representadas por linhas listradas com o seguinte codigo de
cores: verde para ligacdo de hidrogénio, ciano para ligagdo de halogénio, laranja
para interagao anion 1 ou ligacao iénica, rosa escuro para empilhamentos Tou T e

rosa claro para interag&o 1r-alquil.

Fonte: Elaboragéo propria

O composto com o padréo 2 de interagdo com o sitio ativo da enzima (Figura

13), o composto 1c, teve como principais caracteristicas uma ligacado de hidrogénio
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entre o0 grupo éter e o residuo Arg226 e seis ligacdes de halogénio distribuidas entre
os residuos Tyr235, Ala236, Glu237 e Asn451. Além disso, 0s anéis aromaticos do
composto 1c realizaram interagbes do tipo anion 1™ com o residuo Asp155,

empilhamento 1 com o residuo Tyr242 e 1r-alquil com o residuo Val154.

Figura 13 — Interacdo de 1c (padrdo 2) com o sitio ativo da GWT1. O cdédigo de
cores para 0s atomos é branco para carbono, azul para nitrogénio, vermelho para
oxigénio, amarelo para enxofre e ciano para fldor. As cadeias carbdnicas dos
residuos de aminoacidos, presentes no sitio ativo, estdo representadas em verde.
As interacdes sdo representadas por linhas listradas com o seguinte codigo de
cores: verde para ligacdo de hidrogénio, ciano para ligacdo de halogénio, laranja
para interagdo anion 1T ou ligagéo ionica, rosa escuro para empilhamentos Te T e

rosa claro para interac&o 1r-alquil.

Fonte: Elaboragéo propria

Os compostos com o padrdo 3 de interacdo com o sitio ativo da enzima
(Figura 14) tiveram como principais caracteristicas uma ligacao de hidrogénio entre
0 grupo amino dos compostos e o residuo Asn444 e duas interagdes 1r-alquil entre o
anel aromatico e os residuos Ilel51 e Vall54. O composto 2i ainda realizou mais

uma interagao t-alquil com o residuo Tyr242.
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E: Val154 E Val154
/

"“ ‘ Asn444

Figura 14 — Interacdo de 2i (A), 2n (B) (padrdo 3) com o sitio ativo da GWT1. O
coédigo de cores para os atomos € branco para carbono, azul para nitrogénio,
vermelho para oxigénio, amarelo para enxofre e ciano para flior. As cadeias
carbdnicas dos residuos de aminoacidos, presentes no sitio ativo, estdo
representadas em verde. As interacdes séo representadas por linhas listradas com o
seguinte codigo de cores: verde para ligacdo de hidrogénio, ciano para ligacdo de
halogénio, laranja para interagdo anion 1 ou ligagdo ibnica, rosa escuro para
empilhamentos 1T e T e rosa claro para interagao Tr-alquil.

Fonte: Elaboragéo propria

Vale ressaltar que, apesar de nao sinalizado pelo programa de analise, €
possivel que os compostos contendo atomos de cloro em sua estrutura também
realizem ligagbes de halogénio, da mesma forma que observado para os compostos
gue possuem atomos de flaor, considerando as posi¢des similares.

Os complexos formados pelos compostos alcodlicos apresentaram menores
valores de energia de ligacdo quando comparados com aqueles que possuem
grupamento amina. Esse efeito foi absoluto quando avaliado para a GWT1 da
espécie C. albicans. Ja para T. rubrum, esses mesmos compostos alcodlicos
formaram complexos com energias de ligacao inferiores comparados com 77% dos
compostos contendo amina em sua estrutura.

Os compostos 2a e 2b, que possuem como cadeia lateral o grupo naftila,
geraram complexos com o0s menores valores de energia de ligagdo quando
avaliados com a GWT1 da espécie T. rubrum, levantando a hipétese de que esse

sistema biciclico pode ser importante para a interacdo dos compostos com a enzima.
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Compostos com atomos de fldor em sua estrutura (1b, 1c, 2e) apresentaram
as menores energia de ligacdo ao formarem complexos com a GWT1 da espécie C.
albicans. Para a enzima da espécie T. rubrum, estes compostos formam complexos
com energias de ligacdo mais altas, quando comparados aos complexos dos
compostos com sistemas biciclicos em sua estrutura (2a e 2b).

Quando avaliados para a GWT1 de T. rubrum, compostos com substituintes
metila em sua estrutura formaram complexos com menores valores de energia de
ligagdo comparados aos compostos com substituintes cloro.

Quando esses resultados sdao comparados com os resultados do estudo in
vitro realizado por Dalla-Lana e colaboradores (2020), observa-se algumas
diferencas entre 0os grupos quimicos que demonstram ser importantes para a
inibicdo da enzima. No estudo in vitro, os compostos alcodlicos, que apresentaram
complexos com as menores energias de ligagdo para C. albicans no estudo de
docking, ndo mostraram atividade antifungica significativa contra esta espécie. O
substituinte cloro nos compostos foi considerado importante para a atividade
antifangica no estudo in vitro, mas ndo promoveu melhora da energia de ligacdo nos
estudos deste trabalho. Em contrapartida, o substituinte flGor, considerado crucial
para a atividade antifingica no estudo in vitro, também apresentou moderada
importancia no docking molecular. De modo geral, ndo houve uma tendéncia ao
correlacionar os resultados do docking molecular com os resultados obtidos a partir
do estudo in vitro. Porém, considerando que outros fatores, como propriedades
fisico-quimicas dos compostos, também interferem em estudos celulares, s6 estudos
de inibicdo in vitro contra a enzima poderiam realmente excluir a participacdo desses
compostos na inibicdo do alvo em questao.

De modo geral, os complexos de menor energia de ligacdo envolvendo a
GWT1 da espécie C. albicans foram obtidos com os compostos 1b, 1c, 2a, 2e e 2I,
gue obtiveram os valores de -8,4, -8,3, -8,3, -8,2 e -8,1 kcal/mol, respectivamente. J&
guando testados com a enzima da espécie T. rubrum, os menores valores de
energia de ligacdo pertenceram aos complexos envolvendo os compostos 2b, 2a,
1c, 2e e 1b, com valores de -9,4, -8,6, -8,4, -8,1 e -8,0 kcal/mol, respectivamente.

Além disso, todos os compostos realizaram intera¢des intermoleculares com
dois a quatro residuos importantes para a atividade da enzima, indicados pela
literatura, para C. albicans, sendo eles lle135, Met158, Aspl159, Vall62, Glu228 ou
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Phe235 (1c, 2a, 2e, 2i, 2k e 2n com quatro residuos; 1b, 2b, 2g, 2h, 2j, com trés; e
2f, 2l, 2m e 20 com dois). As intera¢cGes foram do tipo ligacdo de hidrogénio com o
residuo Glu228, ligagdo idbnica com o residuo Aspl59, empilhamento T com o
residuo Phe235, t-alquil com os residuos 1le135 e Vall62 e ligagdo de halogénio
com o residuo Metl58, sendo todas estas consideradas interacbes fortes ou
relevantes para a interagcdo do composto com a enzima. Ja para T. rubrum, nove
compostos (1b, 1c, 2a, 2b, 2e, 2h, 2i, 2m e 2n) interagiram com apenas um residuo
importante, sendo ele lle151, Asp155 ou Arg226. As interagdes foram do tipo ligagao
de hidrogénio com o residuo Arg226, ligagao idbnica com o residuo Asp155 e Tr-alquil
com o residuo llel51, sendo todas estas consideradas interacbes fortes ou
relevantes para a interacdo do composto com a enzima.

Comparando estes resultados com as interacdes realizadas pelos ligantes
com atividade anti-GWT1 ja descrita, manogepix e BIQ, percebeu-se que estes
ligantes realizaram interacdes do mesmo tipo e com os residuos lle135, Vall62,
Glu228 para C. albicans e, com o residuo Phe235, realizaram um empilhamento 1.
Para T. rubrum, s6 houve interacdo com o residuo Arg226, mas ao invés de uma
ligacdo de hidrogénio, foram realizadas interacdes do tipo céation-1r ou Tr-alquil.

Através de uma comparacdo das energias de ligacdo dos complexos
envolvendo os compostos em analise e as energias dos complexos envolvendo os
inibidores manogepix e BIQ, para C. albicans, observou-se que trés dos quinze
compostos estudados (1b, 1c, 2a) formaram complexos com energias iguais ou
menores que a do complexo com BIQ (-8,3 kcal/mol), mas nenhum dos complexos
teve valor menor que -10,0 kcal/mol, obtido para o complexo com manogepix. Ja
para T. rubrum, os complexos de treze dos quinze compostos testados (1b, 1c, 2a,
2e, 2h, 2i, 2j, 2k, 2l, 2m, 2n, 20) apresentaram as energias de ligacdo menores ou
iguais a do complexo com manogepix (-7,4 kcal/mol), sendo que apenas um deles,
com 2b, teve energia de ligagdo menor que a do complexo com BIQ (-8,9 kcal/mol).
Entretanto, de modo geral, todos os compostos em ambas as espécies formam
complexos com a enzima com valores bem proximos de energia de ligacdo dos

complexos envolvendo manogepix e BIQ.
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6 CONCLUSAO

Em relacédo aos estudos de docking realizados, de maneira geral, quando se
trata da enzima da espécie C. albicans, o0s compostos interagiram
predominantemente com os residuos de aminoacidos indicados por Kapoor e
colaboradores (2019), Morais e colaboradores (2021) e Fenollar e colaboradores
(2022) como essenciais para o funcionamento da enzima. Nos estudos com a
enzima de T. rubrum, isso foi bem pouco observado, porém por interagirem com
residuos que estédo proximos da regido em que os residuos importantes estao, esses
compostos também podem acabar afetando o funcionamento da enzima para essa
espécie. Além disso, ao interagirem de uma maneira similar que a apresentada
pelos inibidores manogepix e BIQ no sitio ativo dessas enzimas, oS compostos
também se tornam potenciais inibidores da enzima, considerando que realizam
algumas das mesmas interacdes intermoleculares com residuos importantes e por
terem valores de energia de ligacdo proximos ou melhores, como j& explicitado
anteriormente.

Como os resultados deste trabalho ndo apresentaram uma concordancia em
tendéncia com os resultados do estudo in vitro realizado por Dalla-Lana e
colaboradores (2020), predizer que a enzima GWT1 é o alvo real de acdo dos
compostos estudados se torna mais dificil, porém deve-se levar em consideracao,
gque no ambiente in vitro, ha outros fatores que podem interferir na atividade
antifingica e nao estéo presentes nas simulacdes de docking molecular. Além disso,
a estabilidade dos complexos que os compostos em estudo formaram com esse alvo
ndo pode ser desconsiderada para que a analise seja mais critica.

Portanto, € possivel dizer que os compostos analisados, tendo como
destaque os compostos 1b, 1lc, 2a, 2b e 2e por realizarem varias interacdes
relevantes com residuos importantes do alvo e formarem complexos estaveis com a
enzima, podem ser candidatos para realizacdo de estudos de inibicdo contra a
enzima GWTL1 e validacdo se esse poderia ser realmente um alvo molecular desses

compostos.
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