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Candida albicans ¢ um fungo que causa a Candidiase, uma infeccdo com alta
recorréncia e mortalidade, especialmente em pacientes imunossuprimidos. Para abordar
esse problema, realizou-se ancoragem molecular usando programas computacionais
como AutoDock Vina, OpenBabel, Avogadro e Discovery Studio, com a proteina SAP3 do
fungo (banco de dados RCSB PDB: 2H6T), usando compostos identificados previamente
na planta Callistemon citrinus, conhecidas por suas propriedades antifingicas, os quais
foram obtidos pelo PubChem. Os melhores resultados foram obtidos com Gamma-
gurjuneno, Alfa-terpineol e Cariofileno. Esses compostos mostram potencial como
candidatos para futuras investigacdes in vitro visando o tratamento da Candidiase.

Palavras-chave:ancoragem; callistemon, candida.

Candida albicans is a fungus that causes Candidiasis, an infection with high
recurrence and mortality, especially in immunosuppressed patients. To address this
problem, molecular docking was carried out using computer programs such as AutoDock
Vina, OpenBabel, Avogadro and Discovery Studio, with the fungus' SAP3 protein (RCSB
PDB database: 2H6T), using compounds previously identified in the plant Callistemon
citrinus, known for their antifungal properties, which were obtained from PubChem. The
best results were obtained with Gamma-gurjunene, Alphaterpineol and Caryophyllene.
These compounds show potential as candidates for future investigations aimed at treating
Candidiasis.

Keywords: docking; callistemon; candida.
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Introducdo

Candidiase ¢ uma infec¢do causada por crescimento
anormal do fungo Candida, sendo o tipo mais comum,
a Candida albicans. Normalmente, este fungo vive
no corpo humano, em locais como a boca, garganta e
vagina, de forma ndo prejudicial, ou seja, ele faz parte
da microbiota humana normal nos tratos gastrointestinal
e geniturinario. Entretanto, quando ele cresce
excessivamente ou se desloca do seu nicho normal para
a corrente sanguinea ou outros tecidos, ele causa uma
infeccdo que leva a formacdo de placas esbranquicadas
ou amareladas e sintomas como dores e corrimentos.!
Além disso, a doenga tem caracteristicas de recorréncia
em grande parte dos infectados e alta taxa de mortalidade,
principalmente, em pacientes imunossuprimidos, os
quais possuem facilidade para serem infectados ao
mesmo tempo em que a doenga se torna mais grave, por
ndo conseguirem ser resistentes a ela.?

No caso da candidiase, os fatores de viruléncia sdo
variados, dependendo do tipo de infec¢do, que pode ser
mucosa ou sistémica, o local e nivel desta € a situa¢do do
hospedeiro, de forma geral. As causas podem ser variadas,
como uma dieta com muito acucar, uso de antibioticos,
pilulas contraceptivas, exposicdo quimica e diabetes.!

Segundo a literatura, o que pode estar relacionado com a
patogenicidade da doenga sdo as proteinas SAPs, “Secreted
Aspartic Proteases — Aspartato Protease Secretada”. Uma
familia de 10 proteinas, as quais s3o produzidas pela
Candida e sao responsaveis pelo processo de nutricado do
fungo, degradando as proteinas da célula hospedeira; cada
uma das SAPs estdo envolvidas em diferentes etapas da
infeccdo. A SAP utilizada neste trabalho foi a SAP3, que
em conjunto com a SAP2 e a SAP1, esta envolvida com as
infecc¢des localizadas e mucosas, além de ser uma das SAPs
menos estudadas e mais importantes, sendo a proteina a
qual degrada moléculas lipidicas.* A SAP3 ¢ uma proteina
globular bilobular com estrutura em forma de rim, consiste
principalmente de fitas betas, dividida em um dominio
N-terminal ¢ um dominio C-terminal. Cada dominio
contribui com um acido aspartico catalisador para o sitio
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ativo. A fenda do sitio ativo ¢ parcialmente coberta por uma
volta-f antiparalela (S9,8) composto por residuos 81-91,
que ¢ comumente conhecida como a aba do sitio ativo em
proteinases de acido aspartico e que desempenha um papel
importante na liga¢do do inibidor ou substrato.*

De acordo com pesquisas, a SAPs possui como inibidor
natural a Pepstatina A (K, de 60 nM foi reportado), que
reduz de forma significativa a colonizagdo da Candida
albicans e suas invasdes em tecidos. Além disso, ha
estudos com outras plantas, como a Mimosa, que mostrou
compostos com interagdes significantes com a SAP3> e
estudos acerca do efeito inibitorio do acido tormentico e de
extrato da Callistemon citrinus em células da Candida, via
efeito de inibi¢do da biossintese de ergosterol.® Ha também
varios medicamentos antifingicos usados para combater
candidiase, como por exemplo, o Fluconazol, remédio
mais comum para tratamento. Entretanto, certas pessoas
criam resisténcia ao fluconazol impossibilitando sua acdo
e atrapalhando o tratamento da doenga.? Por esses e muitos
outros motivos, € visto necessario a criacdo e descobertas
de novos farmacos, que sejam baratos e para uso popular.
A Callistemon citrinus, conhecida como Escova-de-
garrafa, ¢ uma planta da familia Myrtaceae presente em
climas tropicais, temperados e mediterranicos, nativa da
Australia e usada como arbusto ornamental, a qual teve
seus componentes determinados e analisados, podendo ser
observado diversas propriedades medicinais, sendo uma
dessas, a propriedade antifingica.” Com caracteristicas
como o clima adequado, valor barato e facil producao foi
pensado acerca do potencial do 6leo essencial desta como
tratamento da Candidiase. Os compostos selecionados
foram: Gama-Gurjunene (Sesquiterpeno), Alfa-terpineol
(Terpineol), Cariofileno (Sesquiterpeno biciclico), Alfa-
eudesmol (Sesquiterpeno eudesmano), (-) -Hinesol
(Sesquiterpeno), Rosifoliol (Sesquiterpeno eudesmano),
(-) -Bornilacetato (Ester do acetato de borneol), Alfa-
pineno (Pineno) e Eucaliptol (Monoterpeno).” Eles foram
detectados no 6leo das folhas e flores da Callistemon citrinus
e demonstraram uma capacidade notavel de reduzir o radical
DPPH em 50%, com valores de IC50 de 1,49 mg/mL para
as folhas e 1,13 mg/mL para as flores. Isso ¢ comparado
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com os antioxidantes sintéticos, P-caroteno e acido
ascorbico, que possuem IC,  de 1,28 mg/mL e 3,57 mg/mL,
respectivamente.” Além de como ja citado anteriormente,
existem estudos demonstrando o efeito inibitorio da
Callistemon sob a SAP3, sendo que esta inibe a produgao
de ergosterol, de forma que houve uma diminui¢ao dose-
dependente na densidade de células da Candida albicans a
medida que a concentragdo do extrato aumentou.® Com base
nesses dados, os nove compostos obtidos por meio dela,
serdo comparados com o farmaco comum e com o inibidor
natural para verificar a possibilidade de serem ligantes da
SAP3 da Candida albicans. O principal objetivo deste
estudo ¢ identificar possiveis inibidores entre os compostos
selecionados da Callistemon citrinus e compreender quais
aminoacidos podem estar envolvidos nas interacdes. Além
disso, busca-se inferir sobre os mecanismos de agao desses
ligantes. A analise visa fornecer informacdes valiosas
para o desenvolvimento de tratamentos potenciais contra
a candidiase, destacando os compostos mais promissores
e desvendando como eles interagem com a enzima SAP3.
Como objetivos secundarios lista-se:

-Redocking da Pepstatina com a proteina 2H6T;

-Docking do fluconazol com a proteina 2H6T;

-Docking dos nove metabolitos secundarios selecionados
com a proteina 2H6T;

-Estudo das propriedades ADME dos nove metabdlitos;

-Estudar a eficiéncia de ligacao dos onze ligantes;

-Estudar a natureza das interagdes nao covalentes dos
complexos formados;

-Com base nos resultados apontar os melhores inibidores
da proteina 2H6T.

Metodologia

No presente trabalho, foi obtido a proteina pelo
RCSB Protein Data Bank (codigo: 2H6T), a qual estava
cristalizada em um complexo com a Pepstatina, inibidor
natural da SAP3 e um dos ligantes utilizado no trabalho.*
Ja os outros ligantes, compostos da planta selecionada,
foram obtidos através da plataforma PubChem. Os ligantes
foram a Pepstatina (inibidor natural ja citado), o Fluconazol
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(Farmaco da Candida), e os compostos majoritarios
: Gama-Gurjunene,
Alfa-terpineol, Cariofileno, Alfa-eudesmol, (-) -Hinesol,
Rosifoliol, (-) -Bornilacetato, Alfa-pineno e Eucaliptol.’
Para a preparagdo tanto da proteina quanto dos ligantes
foram utilizados os seguintes sofiwares para Docking:
Autodock Vina %, Avogadro, Openbabel, Discovery Studio.
Além disso, o site Swiss ADMET ° foi usado para analise dos
componentes € o0 ChemDraw para o desenho das estruturas
quimica dos compostos. A “caixa” utilizada para docking
na proteina teve como centro de X, o valor de 0.453151,
Y 17.469859 ¢ Z 23.085790, o tamanho desta foi de 40
A para todas as dimensdes. Com os dados obtidos, foram
criadas tabelas no Excel para um melhor compreendimento
do observado.

encontrados na Callistemon citrinus

Resultados e Discussoes

De inicio, foram selecionados nove componentes
majoritarios do o6leo essencial de Callistemon citrinus,
sua estrutura 3D foi obtida pelo PubChem, ¢ usando o
Avogadro, eles sofreram otimizagdo, com a plataforma do
OpenBabel, foram convertidos em pdbqt e posteriormente
usados junto com a proteina 2H6T preparada, para
docking com o software Vina. Com os dados dos dockings
obtidos uma tabela no excel foi criada e foram colocados
em ordem de energia de afinidade, tendo a Pepstatina
separada como referencial. Como ¢ mostrado na tabela
1, a ordem foi farmaco, Gama-Gurjunene, Alfa-terpineol,
Cariofileno, Alfa-Eudesmol, (-) -Hinesol, Rosifoliol,
(-) -Bornilacetato, Alfa-pineno e Eucaliptol. Os valores
foram similares aos do farmaco, o que demonstra a
possibilidade de serem ligantes inibitérios da SAP3.
Também foi adicionado imagens da estrutura de cada
ligante na tabela 2. A eficiéncia de liga¢do (EL), mostrada
na tabela 1, ¢ adquirida ao realizar a divisdo da energia de
afinidade pelos nimeros de atomos nao hidrogénio, dessa
forma, a chance de ligacdo ¢ analisada dependendo da
area de superficie molecular e por exemplo a viabilidade
da molécula ser inserida oralmente ¢ obtida desde que a
EL esteja dentro do referencial da propriedade.'”
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Tabela 1. Critério de Eficiéncia de Ligagdo (EL) dos ligantes
selecionados, de acordo com a Energia de Afinidade (Kcal/mol) e o
numero de atomos ndo hidrogénio (NAH).

N° Ligante Kcal/mol | Férmula N.AH. | EL
Inibidor Pepstatina -6,5 C, H,N.O, 48 0,14
1 Fluconazol -6,6 C,H,FNO 22 0,3
2 y-Gurjunene -6,2 C.H, 15 0,41
3 a-terpineol -6,2 C Hl16 10 0,62
4 Cariofileno -6,1 C,H, 15 0,41
5 a-eudesmol -5,9 C,H,O0 16 0,37
6 (-)-Hinesol -5,9 C.H,O 16 0,37
7 Rosifoliol -5,8 C.H,0O 16 0,36
8 (-)-Bornilacetato =52 C,H,Br,NO, 11 0,47
9 0-pineno -5 C Hy, 10 0,5
10 Eucaliptol -5 C,HO 11 0,45

Com os dockings realizados, os complexos foram formados
pelo Discovery Studio, sendo observado as quantidades de
ligacdes de hidrogénio, os aminodcidos interagidos e as
ligagdes polares e ndo polares. Com essas informagdes, pode-
se refletir sobre as forgas de ligagcdes de cada ligante e sua
respectiva energia de afinidade. As imagens 1-11 demonstram
como essas interacdes s3o vistas € como a presenca ou nao de
ligagdes de hidrogénio afeta a forga de ligago entre o ligante
e a proteina. Isso é mostrado pela diferenga entre a energia de
afinidade dos ligantes e pelas interagdes de cada um.

Na tabela 3, todas as interagdoes e ligagdes de cada
composto estdo descritas, além do aminoacido que estd
interagindo. Essas informagdes podem explicar o valor da
energia de afinidade de cada composto e ajudar a entender
como dependendo dos tipos de ligagdes presentes, a interagao
sera mais forte e mais bem preservada.
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Tabela 2. Estrutura dos 11 compostos analisados
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Imagem 11. Complexo SAP3 e Alfa-pineno

Ha 4 sitios de ligagdo descritos na literatura sobre
o complexo SAP3-Pepstatina, sendo que no sitio 1, os
residuos de aminoacidos foram VAL30, TYR84, ASP&6,
THR88, VAL119 ¢ ILE123, nositio 2 foram GLY 85, ASP86,
THR221, TYR225, SER301, TYR303 e ILE305, no sitio 3
foram VAL12, SER13, ASP86, THR88, SER188, ASP120
e GLY220, e por ultimo no sitio 4 foram os seguintes
residuos de aminoacidos VALI12, THR222, ILE223,
TYR225, GLN295, LEU297 e GLY299. Além desses, ha
os residuos cataliticos ASP32 ¢ ASP218.%° Baseado nesse
conhecimento, foi analisado cada interagdo de composto
em comparagdo com os residuos de aminoacidos citados,
com a possibilidade do composto ter se encaixado no sitio
ativo ja conhecido da SAP3.

Jan/Jun de 2024




Tabela 3. Interagdes dos ligantes obtidas pelo docking realizado no Discovery Studio

Ne Composto Energia de Afinidade Interagdes de Van der N° de ligagdes Total de ligagdes polares e
Kcal/mol Waals de hidrogénio nao polares
N _ ASN A:9, VAL A:12, 4 ARG A:312, PHE A:251, LEU A:297;
Inibidor | Pepstatina -6,5 ASN A:309, VAL B:2, ARG A:162, ILE A:223; PRO A:282
ALA A:281, THR A:222, GLN A:11,
TYR A:284, GLN A:295, GLN A:163,
ASP A:245;
LEU A:216, ASN A:192, 1 LEU A:194, ALA B:5, GLU A:193,
1 Fluconazol -6,6 HIS A:131, TYR A:128, THR A:33, LYS A:129,
SER A:36, GLY A:127, SER A:35, ALA B:5;
ASP A:37;ILE A:82; GLU A:132, GLY A:34
5 y-Gurjunene 6.2 ALA B:5, ARG A:195, 0 0 ILE A:305, LEU A:216,
ASP A:218, VAL B:3, TYR A:303,
SER A:301, GLY A:85
) VAL A:12, SER A:13, 0 0 TYR A:84, VAL A:119,
3 o-terpineol -6,2 THR A:88, ASP A:86, VAL A:30, ILE A:123,
ASP A:32, VAL B:3, VAL B:2, GLN A:121
GLY A:220,
4 Cariofileno 6.1 LEU A:253, LEU A:283, 0 0 TYR A:291
PHE A:251,
s desmol 59 ASP A:245, THR A:243, 1 TYR A:244 PHE A:251, LEU A:283,
a-eudesmo s LEU A:253 TYR A:291
. LEU A:253, THR A:243, 0 0 TYR A:291, LEU A:283,
6 (-)-Hinesol -5,9 TYR A:244, ASP A:245 PHE A:251, TYR A:284.
GLU A:132, LYS A:129, 1 ASN A:192 ILE A:82, ALA B:5
7 Rosifoliol 5,8 SER A:36, SER A:35,
GLY A:34, GLU A:193,
ASP A:37
. 0 TYR A:291, LEU A:283,
8 (-)-Bornilacetato -5.2 0 0
ASP A:37, TYR A:128, 0 0 ALA B:5, ILE A:82,
9 a-pineno 3 ASN A:192, THR A:130,
SER A:36, LYS A:129,
SER A:35, GLU A:132
) 0 0 0 LEU A:283,
10 Eucaliptol -5 TYR A:291;

A pepstatina feita pelo redocking molecular que teve
cinco residuos de aminodcidos encontrados no sitio ativo
ja citado, VAL12, THR222, GLN295, LEU297 e ILE223,
sendo que todos sdo do sitio 4, pode-se admitir entdo
que o redocking foi feito corretamente e que a Pepstatina
desse trabalho fez um complexo no sitio 4 da SAP3. Outro
composto que teve semelhanca nos residuos encontrados
nos sitios ativos, foi o Gamma-Gurjunene, o qual teve
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cinco residuos de aminoacidos iguais, ASP218 (Residuo
Catalitico), SER301, GLY85, ILE305 ¢ TYR303, sendo
que todos os residuos sdo encontrados no sitio 2, podendo
ser admitido um complexo do Gamma-gurjunene com o
sitio 2 da SAP3. O Alfa-terpineol também foi analisado,
sendo que este teve dez residuos de aminoacidos iguais
aos sitios da literatura citados, VAL12, SER12, THRSS,
ASP86, GLY220, ASP32 (residuo catalitico), TYRS&4,
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VALI19, VAL30 ¢ ILE123. Os trés primeiros residuos
foram encontrados no sitio 3 e os trés tltimos residuos no
sitio 1, logo, o Alfa-terpineol esta realizando interagdes em
dois sitios de ligagdo, o que explica sua alta afinidade ao
SAP3. Os restos dos compostos tiveram aminoacidos em
locais proximos aos sitios de ligacdo, apesar destes ndo
se encaixarem exatamente em um sitio especifico, ainda
assim obtiveram resultados promissores para uma analise
mais aprofundada. Com os resultados dos dockings e dos
complexos analisados, foi feita a analise dos ligantes pelo
Swiss ADME e a tabela 4 foi adquirida apds uma filtragem
dos dados. E importante lembrar que o medicamento ideal

ira depender do tipo de candidiase a qual este combatera,
como a SAP3 ¢ encontrada em infecgdes locais € mucosas,
e ¢ responsavel pela degradacdo lipidica, o tipo de
medicamento utilizado deve ter uma alta penetrabilidade
de pele, alta absor¢ao gastrointestinal e uma boa afinidade
lipidica.” Com isso como objetivo, os compostos que
tiveram destaque foram: Gama-gurjunene, Alfa-terpineol
e Cariofileno, principalmente. Todos esses passaram nas
cinco regras de Lipinski para “drug-likeness”, ou seja,
possuem alta chance de serem ingeridos oralmente por
pacientes, além de que possuem alta biodisponibilidade e
acessibilidade de producao."

Tabela 4. Propriedades ADMET dos ligantes da Callistemon Citrinus

Moléculas Con- Classe Classe Ali Classe Absor¢ao | Permea- | log Kp Violagdes Biodisponibi- | Acessibilidade
sensus ESOL Silicos-IT GI bilidade (cm/s) da regra de lidade Sontética
Log P da BHE Lipisnki
Modera- Pouco Mode- Baixa Nao -8.36 3 0.11 6.65
Pepstatina 2.46 damente Solavel ramente
Soluvel soltvel
Fluconazol 0.88 Soltvel Muito Soltvel Alta Nao -7.92 0 0.55 2.45
Soltvel
(--Hinesol 356 Soluvel Soluvel Soluvel Alta Sim -5.06 0 0.55 4.56
Soltvel Soltvel Soluvel Alta Sim -5.30 0 0.55 3.65
Eucaliptol 2.67
Soluvel Soluvel Soluvel Baixa Sim -5.11 1 0.55 4.44
Alfa-terpineol 3.11
Soluvel Soluvel Solavel Alta Sim 5.7 0 0.55 4.08
Alfa-eudesmol 3.52
Soltvel Modera- Soltvel Baixa Nao -4.44 1 0.55 451
Cariofileno 424 damente
Soluvel
Rosifoliol 358 Soltivel Modera- Soluvel Alta Sim -4.90 0 0.55 4.14
damente
Soluvel
Soluvel Soluvel Soluvel Alta Sim -6.53 0 0.85 1.79
(-)-Bornilacetato | 1.67
Modera- Mode- Soluvel Baixa Nio -3.80 1 0.55 4.53
y-Gurjunene 433 damente ramente
soluvel Soluvel
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Consideracoes Finais

Pode-se concluir que os componentes do dleo
essencial da Callistemon citrinus sdo ligantes da Candida
albicans e possuem potencial para futuras investigacdes
in vitro, com o propdsito de servirem como tratamento
alternativo para pessoas resistentes ao Fluconazol ou
pessoas imunossuprimidas, afinal, os ligantes possuem
propriedades satisfatorias como antifingico, além de
terem alta penetrabilidade e absor¢do. Teve ainda como
destaque os compostos: Gama-gurjunene, Alfa-terpineol
e Cariofileno, os quais obtiveram resultados significantes
no Consensus log, propriedade que mede a afinidade
lipidica e que pode ser utilizada no caso da SAP3, além
de terem energias de afinidades altas e terem viabilidade
biologica e sintética boas o suficiente para uma futura
producdo farmacologica, caso tenham resultados positivos
em uma investigacdo in vitro. Esses compostos ainda
se encaixaram e tiveram semelhangas nos sitios de
ligagdes conhecidos pela SAP3 com a Pepstatina como
referencial, sendo que nesse aspecto o Alfa-terpineol teve
o maior destaque, com interagdes em diversos residuos de
aminoacidos importantes, além de ter uma maior chance
de ser um inibidor da proteina. Logo, espera-se que mais
estudos sejam realizados e que haja possibilidades diversas
de tratamento para todos os tipos de pessoas.
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