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RESUMO

Este estudo tem como objetivo o desenvolvimento de novos inibidores para a polimerase de Candida auris,
um fungo emergente que se destaca por sua resisténcia significativa aos antifingicos atualmente disponiveis.
C. auris tem causado surtos de infecgdes hospitalares, sendo um grave problema de satde publica devido a
sua capacidade de sobreviver em ambientes hospitalares e resistir a multiplas classes de medicamentos. Para
identificar possiveis inibidores, foram empregadas técnicas de docking molecular e dinamica molecular, que
permitem prever a interagdo entre moléculas e a enzima alvo, fornecendo uma base robusta para a escolha
de compostos promissores. O projeto também faz uso de ferramentas de bioinformatica, como o MolAICal,
que utiliza inteligéncia artificial para o design de novas moléculas otimizadas com maior eficiéncia. Os
resultados preliminares mostraram que alguns dos compostos projetados apresentam alta afinidade pela
polimerase de Candida auris, sugerindo seu potencial como candidatos promissores para o desenvolvimento
de novos tratamentos antifingicos. Essas descobertas oferecem uma nova perspectiva terapéutica para
combater infecgdes hospitalares causadas por esse patdgeno resistente, apontando para a necessidade de
estudos adicionais, incluindo testes laboratoriais e ensaios clinicos, para confirmar a eficacia e seguranca
desses compostos. O avango dessa pesquisa pode contribuir significativamente para a criacdo de novas
estratégias no combate a infecgdes hospitalares.
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INTRODUCAO

A Candida auris é um patdgeno emergente de grande preocupacao devido a sua resisténcia a multiplos
antifingicos, representando um sério desafio a saide publica. Desde sua identificacdo em 2009 no Japdo,
este fungo tem sido associado a infecgOes hospitalares graves e de dificil tratamento. Sua multirresisténcia a
polienos, equinocandinas e azdis faz com que C. auris esteja entre as maiores ameacas globais relacionadas a
resisténcia a medicamentos (Rhodes & Fisher, 2019; Bashir et al., 2020).

Diante disso, é crucial o desenvolvimento de novos farmacos, especialmente aqueles que inibam enzimas
vitais, como a polimerase. O uso de ferramentas de bioinformatica, como o docking molecular e o design de
novo, tem acelerado o processo de descoberta de medicamentos, permitindo a criacao de inibidores mais
eficazes por meio da modelagem molecular. Além disso, a integracdo da inteligéncia artificial, especialmente
com o uso do MolAICal, possibilita o design otimizado de inibidores tridimensionais especificos para alvos
biolégicos.

Este estudo busca identificar novos inibidores da polimerase de C. auris utilizando o MolAICal, seguido por
simulacdes de dinamica molecular para verificar a estabilidade dos complexos proteina-ligante gerados.
Essas abordagens oferecem uma perspectiva promissora para o desenvolvimento de novas terapias

antiftngicas.

METODOLOGIA

2.1. Preparacao estrutural proteica

O Banco de Dados PDB forneceu a estrutura cristalina da proteina polimerase (PDB ID, 6VSI)
(https://www.rcsb.org/) (Bashir et al., 2020). A co-cristalizacao do ligante C. glabrata polimerase (5HUA)
definiu a cavidade para o desenho do farmaco por sobreposicdo proteica (BIOVIA, 2016). A liga FK-506 co-
cristalizada foi excluida do novo desenho do farmaco e o cristal da polimerase da deep learning (DL). O
arquivo de rede da polimerase de Candida auris foi produzida para o crescimento de fragmentos pelo pacote
MolAICal (https://molaical.github.io) (Bai et al., 2021). O fragmento inicial de crescimento da polimerase foi
um esqueleto de base da estrutura do ligante nativo FK-506. A estrutura da polimerase de Candida auris foi
preparada para triagem virtual utilizando o Autodock Tools (Morris et al., 2009). As cargas de gasteiger e
hidrogénio polar foram adicionadas a proteina, salvas no formato molecular pdbqt.

2.2. Modelo deep learning e design de drogas

O estudo utilizou o pacote MolAICal, que emprega um modelo gerador de deep learning treinado com 21.064
fragmentos de medicamentos aprovados pela FDA, para o design de novo de inibidores da polimerase de
Candida auris. Foram utilizados 90 fragmentos gerados e outros 30 basicos, que cresceram na cavidade da
polimerase com base em coordenadas de grid pré-definidas. A otimizacdo das moléculas foi feita com base
em 361 pontos de Fibonacci, e os compostos passaram por filtros, como a regra de Lipinski e o filtro PAINS,
para garantir a viabilidade quimica e sintética.

2.3. Dinamica molecular

A simulagdo de dindmica molecular (DM) foi realizada utilizando o AutoDock Vina e o servidor CHARMM,
com o complexo receptor-ligante inserido em uma caixa aquosa ctbica de 40 A. As moléculas de dgua foram
modeladas pelo campo de forga TIP3P, com ions adicionados para neutralidade do sistema. Restrigoes de
vibragéo em ligacdes covalentes e interagdes eletrostaticas com corte de 9,0 A foram aplicadas. O sistema foi
equilibrado em duas etapas de 10 ns cada, com condigoes de temperatura (NVT) e pressao (NPT) constantes,

seguidas de 100 ns de simulagao.
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As simulagdes foram realizadas no NAMD versdo 2.0, e os resultados visualizados no VMD, com graficos

gerados pelo Qtrace.

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Tratamento

A geragdo molecular contra a proteina alvo foi realizada usando o pacote computacional MolAiCal (Bai et al.,
2021) em uma CPU Intel®™ Core Intel de 102 geracdo, até 32 GB de RAM e uma GPU NVIDIA® GeForce®
GTX 1660 Ti, com um tempo de varredura definido para 8h. Dez clusters foram usados para gerar as
estruturas. Uma média de aproximadamente 11.655 moléculas foram desenvolvidas para a proteina alvo
durante o periodo experimental.

3.2. Producao de acertos

Apés o novo método de planejamento de farmacos, utilizando software de inteligéncia artificial molaical,
obtivemos 1.722 acertos (a substancia ativa no sistema), a partir da estrutura inicial de crescimento (S)-
piperidina-2-ilmetanol.

Foram processados até 10 clusters, todos os quais obtiveram estruturas com variacao de energia de afinidade
variando de -13,02 a -7,7 kcal/mol, com excecao de boa parte dos ligantes gerados pelo cluster 1, que

obtiveram energias menos favoraveis.

3.4. Energia de afinidade

A anélise selecionou os 100 melhores andlogos, agrupando-os em clusters de similaridade com base na
afinidade e disponibilidade sintética. Inicialmente, o Cluster 1 apresentou moléculas com baixa interacao,
mas algumas atingiram energias de até -7,8 kcal/mol, com destaque para o Hit 61. Do Cluster 2 ao Cluster
10, houve um aumento na afinidade de ligacdo, sendo o Hit 440 do Cluster 4 o melhor, com uma energia de
-13,02 kcal/mol. Outros hits relevantes foram o Hit 299 (-9,25 kcal/mol), Hit 394 (-9,47 kcal/mol), e Hit 617
(-10,7 kcal/mol).

O Cluster 6 apresentou uma molécula com 75% de acessibilidade sintética, o Hit 960, com uma energia de
-9,12 kcal/mol, superando o ligante de referéncia em termos de afinidade e acessibilidade.

3.3. Disponibilidade sintética

O estudo explora uma nova abordagem no design de medicamentos, destacando que fragmentos bem
posicionados e ligacoes de hidrogénio, especialmente lipofilicos, podem proporcionar interagées energéticas
significativas. No entanto, a medida que a diversidade de fragmentos aumenta, a complexidade na criacao de
compostos terapéuticos também cresce Jain & Agrawal, 2004; Wang et al., 2022). A acessibilidade sintética
(SA) é mencionada como uma ferramenta essencial para avaliar a facilidade de sintese de ligantes (Ertl &
Schuffenhauer, 2009), fundamental no desenvolvimento de candidatos a medicamentos (Scotti et al., 2013).
O estudo observou que quanto melhor a interagdo do ligante com a proteina, mais complexa se torna a
sintese do composto. Mesmo assim, foi possivel obter ligantes com boa afinidade (entre -7 e -10 kcal/mol) e
sintese relativamente simples, como no caso do composto Hit 960, que apresentou alta afinidade e
acessibilidade sintética satisfatdria (70-80%) (Ver Figura 4).

3.5. Interacgao com residuos de proteinas

O Hit 960 forneceu no acoplamento molecular um RMSD de 1,3 A, com uma energia de afinidade de -9,12
kcal / mol, interagindo na mesma regido que a liga nativa FK-506. Com interagdes robustas, o Hit 960
apresentou trés ligagoes de hidrogénio intramolecularmente nos residuos Asp 44, Arg 49 e Tyr 33. Um

intermolecular na regido oxigenada, acompanhado de interacdo hidrofébica do tipo alquila com Phe 94, Leu
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97 e Ile 98, que fazem parte da regido ativa da proteina (Bashir et al., 2020). O ligante nativo FK-506,
utilizado como referéncia positiva na pesquisa, apresentou as interagoes polares representadas por cinco
ligagdes de hidrogénio nos residuos Asp 44 (dois), Tyr 89, Val 62 e Gln 61, além das interagdes hidrofébicas
do tipo alquila com Leu 97, necessarias na regido da proteina ativa, Tyr 89, Trp 66, Phe 53 e Tyr 33.

3.7. Dinamica molecular

3.7.1. Analise RMSD

Apoés a andlise dos valores de energia, outros parametros importantes para investigar a qualidade da
dindmica molecular sdo o Root Mean Square Deviation (RMSD) da proteina (backbone) para Hit 960 e
FK-506. Os valores de RMSD obtidos pela estrutura proteica ao longo dos MDs mostram todos os valores
entre 1 e 3,50 A. No MD com o ligante Hit 960, o perfil est4 entre 1,5 a 3,5 Ae permanece mais estavel a 97
ns com RMSD préximo a 2 A. Logo em seguida, no MD do ligante de referéncia FK-506, apresentou uma
situagao de adequacgdo proxima a 70 ns, o sistema mais favoravel durante a trajetéria de 100ns.

3.7.2. Andlise da FMMR

A Flutuacdo da Raiz Quadrada Média (RMSF) é um parametro relacionado a flexibilidade de residuos
proteicos individuais, servindo para avaliar qualitativamente a progressao da dinamica molecular (Dong et
al., 2018).

3.7.3. Ligacoes H

O numero de ligacdes de hidrogénio (H-Bond) encontradas durante os MDs, considerando o valor méximo de
3,3 A. Pode-se observar que o MD com Hit 960 apresenta até 3 ligacdes de hidrogénio por quadro e varios
quadros com duas ligagoes de hidrogénio. Sobre o MD com ligante de referéncia FK-506, existem apenas dez
quadros com trés ligacdes de hidrogénio e véarios quadros com duas ligacdes de hidrogénio durante a
dinamica molecular. Portanto, pode-se inferir que tanto o FK-506 quanto o Hit 960 tendem a interagir com a
polimerase, tornando-o um possivel antifingico eficiente contra esse superfungo.

Nos residuos identificados com ligagées H ao longo da dindmica molecular, nos resultados, observa-se a
recorréncia dos residuos Asp 44 , demonstrando assim um potencial de interagao tanto da Hit 960, quanto da
interacao entre a polimerase e a FK-506.

3.7.4. Area de superficie acessivel ao solvente

A Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA) é definida como a drea de superficie de uma proteina que
interage com suas moléculas de solvente (Mazola et al., 2015). Durante simulagoes de dinamica molecular
(MD) de 100 ns, os complexos FK-506 e Hit 960 apresentaram aumentos nos valores de SASA entre 10 e 20
ns, indicando um relaxamento estrutural. Os valores médios de SASA foram de 6.970 A2 para FK-506 e 6.499
A? para Hit 960, com pequenas flutuacdes apés esse periodo, sugerindo que as simulaces atingiram um
estado equilibrado. O SASA foi maior na presenga de ions monovalentes estabilizadores, enquanto a auséncia
desses ions resultou em grandes flutuagoes. A variacdo no SASA foi atribuida, principalmente, a area flexivel

da regido C-terminal da proteina.

CONCLUSOES

Esse estudo abordou o uso de métodos de design de farmacos assistidos por pesquisa computacional para
identificar novos candidatos ao tratamento do fungo Candida auris. O processo acelerou o desenvolvimento
de medicamentos, reduzindo o tempo e os custos tradicionais. Foram projetados derivados estruturais de (S)-
piperidin-2-ilmetanol, resultando em 1.722 hits, dos quais o composto Hit 960 se destacou com alta afinidade
(-9,12 kcal/mol) em comparagdo ao ligante de referéncia FK-506 (-7,3 kcal/mol). Além disso, o Hit 960
apresentou viabilidade sintética de 75% e foi identificado como o inibidor mais potente, com maior
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estabilidade nos estudos de dinamica molecular. O estudo sugere que o composto seja testado em ensaios

clinicos e otimizado para futuros projetos de medicamentos.
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