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RESUMO

A Candida auris, um fungo oportunista e multirresistente, representa um desafio
significativo a saude publica global devido a sua resisténcia a antifingicos ¢ a sua
capacidade de causar infeccdes graves, especialmente em ambientes hospitalares.
Primeiramente identificada no Japao, em 2009, essa levedura patogénica tem sido
amplamente estudada por sua disseminacdo mundial e sua persisténcia em superficies
hospitalares. Paralelamente, o o6xido de propileno, uma molécula de interesse
astroquimico, tem atraido atenc¢do por suas propriedades antimicrobianas. No entanto, a
compreensdo de suas interagdes com biomoléculas, como as proteases, permanece
limitada. Este estudo visa explorar, por meio de simulagdo computacional, as interagdes
entre o 6xido de propileno e a protease de Candida auris, tanto em sistemas hidratados
quanto em ambientes isentos de 4gua, como uma analogia a condigdes astroquimicas. Os
resultados dessas simulagdes buscam oferecer novas perspectivas sobre os efeitos dessas
interacdes na atividade enzimatica, com potenciais implicagdes tanto para a biotecnologia

quanto para o entendimento de processos bioquimicos em contextos extremos.
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Abstract

Candida auris, an opportunistic, multidrug-resistant fungus, poses a significant global
public health challenge due to its resistance to antifungals and ability to cause serious
infections, especially in hospitals. First identified in Japan in 2009, this pathogenic yeast
has been widely studied for its worldwide dissemination and persistence on hospital

surfaces. At the same time, propylene oxide, a molecule of astrochemical interest, has



attracted attention for its antimicrobial properties. However, understanding their
interactions with biomolecules, such as proteases, still needs to be explored. Through
computer simulation, this study explores the interactions between propylene oxide and
Candida auris polymerase, both in hydrated systems and water-free environments, as an
analogy to astrochemical conditions. The results of these simulations offer new
perspectives on the effects of these interactions on enzyme activity, with potential
implications for both biotechnology and the understanding of biochemical processes in

extreme contexts.
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INTRODUCAO

A Candida auris ¢ um fungo do filo Ascomycota, oportunista e multirresistente,
que foi primeiramente identificada em 2009, no Japao (Satoh et al., 2009). Ela ¢ um
patogeno altamente resistente a medicamentos, representando um desafio significativo
para a saude publica mundial (Santos ef al., 2023). De acordo com a literatura (Choappa,
2019), a Candida auris emergiu como um problema de satide publica global devido a sua
capacidade de causar infecgOes graves principalmente nos pacientes hospitalizados. Uma
das hipoteses do aparecimento da Candida auris sugere que esse micro-organismo tenha
sido selecionado por pressdo antifingica, pois uma grande parte dos pacientes
contaminados vinham sendo tratados com antifingicos. Quando comparada as outras
espécies do género Candida, a Candida auris € intrinsecamente resistente a fluconazol e
anfotericina B, farmacos usados no tratamento de infec¢des fungicas da corrente
sanguinea causadas por espécies do género Candida (Lockhart et al., 2017; Satoh et al.,
2009).

Estudos prévios (Forsberg et al., 2019), demonstraram que varias espécies de
Candida habitam naturalmente a pele humana, com maior concentracao nas dobras,
mucosas das cavidades oral e genital, além do trato gastrointestinal. A Candida auris, no
entanto, diferencia-se das outras espécies do género por sua predilecio pela pele e por sua
capacidade de disseminagdo em ambientes hospitalares, onde surtos de outras espécies de
Candida sao raros. Relatos de infecgdes por C. auris foram registrados em todos os cinco
continentes, com casos recorrentes em paises da Asia, América, Africa, Europa e Oceania.
No Brasil, o primeiro caso foi confirmado em 2020, pela ANVISA, no estado da Bahia.
A identificagdo da levedura foi realizada através da técnica que usa ionizagdo para
diagnosticar as proteinas de uma bactéria (MALDI-Tof), a partir de uma amostra de
cateter de um paciente hospitalizado com complicagdes da COVID-19.

Outros pesquisadores (Chowdhary; Sharma; Meis, 2017) indicam que a
capacidade que a Candida auris tem de causar infecgdo ¢ atribuida a fatores de viruléncia
incluindo adesdo as células hospedeiras, secrecdo de enzimas extracelulares como
fosfolipases e proteinases, ¢ formacao de biofilmes. Apesar disso, a Candida auris ¢
desprovida da capacidade de germinar, formar hifas ou produzir clamidésporos. Isso
explica por exemplo a alta frequéncia de recuperagdo desses fungos no sangue de

pacientes infectados (Chowdhary; Sharma; Meis, 2017).



A Candida auris é termotolerante, crescendo bem em temperaturas entre 37°C e
42°C, ¢ tolerante ao sal e forma grandes aglomerados que persistem no ambiente
hospitalar. Embora tenha pouca aderéncia ao elastomero de silicone em compara¢do com
a Candida albicans, essa capacidade reduzida de adesao sugere que a Candida auris pode
ter um papel menos proeminente em infec¢des relacionadas a cateteres, em comparacao
com outras espécies como a Candida albicans e a Candida parapsilosis, que sdo mais
comuns nesse tipo de infec¢do (Chowdhary; Sharma; Meis, 2017).

Paralelamente, o 6xido de propileno, composto quimico amplamente usado em
industrias e na saude, tem sido alvo de grande interesse por conta de suas propriedades
quimicas que conferem a ele capacidades antimicrobianas, bem como sua capacidade de
interagdo com biomoléculas. Essas interacdes, entre o 6xido de propileno e as proteinas,
principalmente as enzimas, tem sido pouco explorada, mas pode ter significativas
implicacdes no que se refere as atividades biologicas bem como as respostas do
organismo a esse composto quimico.

O oxido de propileno (C3HeO), formalmente conhecido como 1,2 - epoxipropano,
¢ um composto quimico de ponto de ebuli¢ao baixo e altamente volatil que pode ser
obtido por oxidacdo do propileno ou pela roda de hidrocloragdo (Nijhuis ef al., 2006). E
um liquido incolor, com um odor caracteristico adocicado. E altamente inflamavel e
reativo, com peso molecular aproximadamente igual a 58,07 g/mol. Tem um ponto de
fusdo em torno de -112,1°C e ¢ muito soltivel em agua, bem como em diversos solventes
organicos como etanol, acetona e outros éteres, sendo também toéxico e irritante. A Figura

1 ilustra a formula estrutural deste composto.
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Fig. 1. Formula estrutural do 6xido de propileno (1,2 — epoxipropano).

Ele ¢ um composto organico que possui a estrutura de um epoxido. Os epdxidos
tém uma reatividade especial devido a tensao angular causada pelo anel de trés membros.
Eles sao frequentemente usados como intermedidrios na sintese de compostos organicos,
como resinas e polimeros, devido & sua capacidade de reagir com vdrias substancias,

como acidos, bases e nucleofilos.



Polimeros sao macromoléculas constituidas por mondmeros, que sao unidades de
repeti¢do (meros) ao longo de toda a cadeia, ligados por ligagdo covalente (Canevarolo
jr, 2002). Desta forma podemos classificar os polimeros em vdrias categorias como
plésticos, borrachas e fibras, considerando sempre o tipo de mondmero, nimero de meros
por cadeia e tipo de ligacao covalente na molécula (Silva, 2019).

O ¢xido de propileno ¢ um mondmero importante na sintese de polimeros, como
o polipropileno. Os polimeros desempenham um papel fundamental na saude e na
industria farmacéutica devido as suas diversas aplicagcdes e propriedades. Eles sao
amplamente utilizados como excipientes na formulagdo de medicamentos para melhorar
a estabilidade, a solubilidade e a biodisponibilidade dos principios ativos, sendo também
empregados em sistemas de liberagdo de farmacos convencionais e modificados,
permitindo a administracao controlada e direcionada de medicamentos (Villanova;
Oréfice; Cunha, 2010).

Polimeros s3o essenciais na fabricagdo de dispositivos médicos, como seringas,
cateteres, implantes e curativos, devido as suas propriedades de biocompatibilidade,
flexibilidade e resisténcia (Villanova; Oréfice; Cunha, 2010).

A simulagdo computacional ¢ uma ferramenta poderosa usada para investigar as
propriedades moleculares ¢ o comportamento de sistemas biologicos complexos.
Atualmente, a aplicacido da simulagdo computacional na pesquisa cientifica,
particularmente no campo da evolucdo bioldgica, estd aumentando devido a maior
disponibilidade do poder de processamento dos computadores, as melhorias nas
linguagens de programagdo, ao custo reduzido em comparagdo com métodos
experimentais, e a grande quantidade de informagdo bioldgica disponiveis em formato
digital (Dos Santos, 2011). Desta forma, as simulagdes computacionais podem
desempenhar papeis fundamentais no estudo do comportamento da protease de Candida
auris em saturagdo com o Oxido de propileno, especialmente quando aplicadas no
contexto da simulagdo astroquimica.

A astroquimica, um ramo interdisciplinar da ciéncia que estuda a quimica do
universo, oferece uma perspectiva Unica para entender as interagdes moleculares em
ambientes extremos, como o espago interestelar. De acordo com Claro (2017)
Astroquimica ¢ a ciéncia que estuda os atomos, as moléculas e as reagdes quimicas no
espaco sideral. Através dela sabemos que o espaco esta repleto de moléculas e que muitas

moléculas do planeta Terra foram formadas no espago sideral.



Neste contexto, surge a necessidade de investigar as interagdes entre a protease de
Candida auris e o 6xido de propileno, tanto em nivel molecular quanto em um contexto
biologico mais amplo. Este estudo visa preencher essa lacuna de conhecimento,
explorando como a presenca de oxido de propileno pode influenciar a atividade da
protease de Candida auris € como essas interagdes acontecem em um contexto

astroquimico.

2. Docking molecular
2.1. Metodologia
2.1.1. Procedimentos Computacionais
2.1.1.1. Detalhes Computacionais

Todas as simulagdes foram realizadas utilizando cddigos livres para uso
académico em um sistema operacional de 64 bits. Foram utilizados os seguintes codigos:
AutoDock Tools™ (Huey et al., 2012), AutoDockVina™ (Trott & Olson, 2010b),

Avogadro™ (http://avogadro.cc/) (Hanwell et al., 2012), Discovery studio visualizer™

viewer (Biovia, 2016), Marvin™ 19.8, 2020 (http://www.chemaxon.com) (Csizmadia,

2019), Pymol (Delano, 2020) e UCSF Chimera™ (Pettersen ef al., 2004).

2.1.1.2. Preparacio e otimizacio de ligantes
Os ligantes utilizados na simulagdo foram obtidos pelo repositério de moléculas

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). As estruturas obtidas em 3D foram

submetidas posteriormente a configuracdes de auto-otimizacdo, onde foi aplicado o
campo de forca MMFF94S (Wahl et al., 2019), para gerar conformagdes bioativas por
minimizacdo de conformadores gerados aleatoriamente, com algoritmo Steepest
Descente (Petrova & Solov'Ev, 1997), Step per Update 4 (Sutton et al., 2016), pelo
software AVOGADRO® (Hanwell ef al., 2012) Todos os arquivos com ligantes foram
convertidos para formatos correspondentes (.mol2 e .pdbqt) com a adi¢do de estados de
ionizacao e tautoméricos em pH 7,4 usando o software OpenBabel ver. 3.0.0 (O'Boyle et

al., 2011).

2.1.1.3. Procedimentos gerais do Docking molecular
2.1.1.3.1 Preparacgao estrutural de proteinas
O banco de dados PDB forneceu a estrutura cristalina da proteina protease (PDB

ID, 6VSI) (https://www.rcsb.org/) (Bashir et al., 2020). O ligante cocristalizado da C.




glabrata polimerase (SHUA) definiu a cavidade para o desenho do farmaco por
sobreposi¢do de proteinas por meio do Discovery Studio (BIOVIA, 2016). O ligante FK-
506 foi excluido do cristal de polimerase. A estrutura da protease de Candida auris foi
preparada para Docking molecular usando o Autodock Tools (Morris, Garrett M. et al.,
2009). As cargas de gasteiger e hidrogénio polar serdo adicionadas a proteina, salvas no
formato molecular pdbqt.

Para realizar as simulagdes de docking molecular, foi escolhido o Algoritmo
Genético Lamarkiano — LGA, implementado no c6digo AutoDock Vina (Trott, O.; Olson,
2010). Para determinar o espago de simulagdo, a caixa de grade foi centralizada para
abranger todas as cadeias de proteinas. A caixa de grade foi centralizada nas coordenadas
33.4092 32.8052 33.9125 para os eixos X, y € z, respectivamente, e tinha parametros de
tamanho 25A(x), 25A(y) e 25A(2).

Como critérios para preparar a estrutura da proteina, as moléculas de d4gua foram
removidas, enquanto as cargas de Gasteiger e os atomos de hidrogénio essenciais foram
adicionados (Yan et al., 2014). A preparagdo foi realizada usando o cdédigo ADT-
AutoDocktools (Morris et al., 2009).

Para obter um conjunto de dados maior, para todas as simulagdes (docking e
redocking) foram realizadas 50 simulac¢des independentes, sendo possivel obter 20 poses
por simulacdo. O critério de Exaustividade igual a 64 foi utilizado para melhorar o
refinamento parcial dos céalculos de acoplamento individual (Marinho et al., 2020). A
estrutura da proteina foi mantida rigida, enquanto todas as ligacdes e tor¢des dos ligantes
foram ajustadas para girar (Nguyen et al., 2017).

Para validagdo estatistica das simulagdes, foram realizados procedimentos de
reencaixe e avaliados os valores de RMSD (Root Mean Square Deviation), tendo
como parametro de escolha os valores de Best Pose menores que 2 A (Yusuf et al.,
2008).

Para avaliar a estabilidade do complexo (proteinas/ligante) foi utilizada como
parametro a energia de afinidade, que possui valores de parametros de idealidade abaixo
de -6,0 kcal/mol (Shityakov & Forster, 2014).

Para avaliar a forca da ligacao H, foram utilizados os valores das distancias entre
os atomos doador e receptor, sendo classificados como Fortes, as interagdes que ficaram
entre 2,5 A e 3,1 A, Médias aquelas que ficaram entre 3,1 A e 3,55 A, e Fracas aquelas
com distancia maior que 3,55 A (Imberty et al., 1991). Para validar as simulagdes, a

técnica de redocking foi realizada no proprio ligante cocristalizado, FK-506.



2.1.1.3.2 Célculos MM/GBSA

As energias da mecanica molecular combinadas com a solvatacdo continua
generalizada de Born e area de superficie (MMGBSA) foram calculadas em trés etapas,
utilizando um fluxo de trabalho sistematico para realizar os calculos de energia de estado
final. Esse procedimento visou obter a energia livre de ligagao de um complexo receptor-

ligante, estimada por meio das equagdes (1), (2) e (3), conforme descrito a seguir:

Goind = (Gcom) — (Grec) — (GLIG) (1)

Onde cada termo a direita na equacao foi dado por:

(Gx) = (Emm) + (Gsol) = (TS) )

Por sua vez, AGyping também pode ser representado como:

AGhina = AH — TAS (3)

A entalpia de ligacdo (AH) e a entropia conformacional apos a ligacao do ligante
(-TAS) foram descritas por Wang et al., (2019). Quando o termo entropico ¢é
desconsiderado, obtém-se a energia livre efetiva, que ¢ suficiente para comparar as
energias livres de ligacdo relativas entre ligantes relacionados (Case et al., 2021).

Os termos AEMM, AGsol e TAS correspondem a energia de mecanica molecular
na fase gasosa, a energia livre de solvatacdo (que inclui a contribuicao polar AGGB ¢ a
apolar AGSA) e a entropia conformacional, respectivamente. AEMM inclui as
componentes de Van der Waals (AEvdw), eletrostatica (AEele) e interna (AEinternal),
relacionadas as energias de liga¢do, angulo e diedros. Quando ndo ha alteragdes
estruturais significativas durante as simulagdes de dinamica molecular (MD), o célculo

da entropia pode ser omitido.

2.1.1.3.3. Preparacao do complexo
Apo6s a realizagao das simulagdes de dinamica molecular utilizando o software
GROMACS (versao 20.1) (Bekker et al., 1993; Van Der Spoel et al., 2005), o complexo

foi processado com as ferramentas Parmed/LEaP (Shirts et al., 2017) para gerar as



topologias compativeis com o formato Amber, permitindo a preparacao adequada para os

calculos subsequentes.

2.1.1.3.4. Calculo final do MMPBSA

Os calculos de energia foram realizados utilizando o executavel MMPBSA..py,
modificado por Valdés-Tresanco et al., (2021). Os resultados foram analisados e
visualizados com o software Origin 8.5.0 SR1 (ORIGINLAB, [s. d.]), facilitando a

interpretagdo grafica dos dados.

3. Resultados e discussdo
3.1. Interacdo com residuos de proteinas

A analise de docking molecular entre o ligante nativo FK6 e a protease de Candida
auris revelou resultados promissores. O FK6 obteve um desvio padrdo de raiz quadrada
(RMSD) de 1,9 A, indicando uma estabilidade consideravel no acoplamento molecular.
Além disso, a energia de afinidade obtida foi de -8,3 kcal/mol, sugerindo uma interacao
favoravel e forte entre o ligante e o sitio ativo da protease, como demonstrado na Figura
7. Esses valores sdo indicativos de um encaixe conformacional eficiente, refletindo o
potencial de FK6 como inibidor da enzima.

O ligante FK6 estabeleceu cinco ligagdes de hidrogénio com os residuos criticos
da proteina: Tyr33, Asp44, GIn61, Ile63, Ala88 e Tyr89. Essas interagdes sao
fundamentais para a estabilizagdo do complexo ligante-proteina, contribuindo para o
posicionamento preciso do FK6 no sitio ativo, possivelmente interferindo na funcao
catalitica da polimerase.

Adicionalmente, foram observadas interagdes hidrofobicas do tipo alquila, que
contribuem significativamente para a estabilidade do complexo, envolvendo os residuos
Tyr33, Phe53, 1le63, Trp66, Tyr89, Phe94, Leu97, 11e98, Phel106, Glu107 e Val108. Essas
interacdes hidrofobicas sdo cruciais para reforcar a afinidade do ligante, especialmente
em regioes onde as ligagcdes de hidrogénio nao sdo predominantes. A contribuicao desses
contatos hidrofébicos pode auxiliar no bloqueio do sitio ativo, impedindo o
reconhecimento de substratos nativos pela enzima.

Esses dados sao apresentados de forma detalhada na Tabela 1 e visualizados nas
Figuras 2a-b, que mostram as interagdes especificas de forma esquemadtica e

tridimensional, evidenciando o encaixe preciso do FK6 no sitio ativo da protease de



Candida auris. Esses achados podem abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de
inibidores especificos contra esse patdgeno emergente, tornando o FK6 uma base

promissora para otimizagdes estruturais futuras.

Tabela 1. Dados do docking molecular.

Ligands Afinidade energética (kcal/mol) RMSD (A)

FK6 (ligante nativo) -8.3 1.9

Figura 2. Dados do docking molecular: (A) superficie do proteina com o ligante nativo. (B) Registro em

3D das principais intera¢des do ligante com os residuos da proteina.

Além disso foram observadas com o mesmo ligante e com a mesma proteina, em
ambientes solvatados com agua (Fig. 3A) e outro em ambiente saturado de 6xido de

propileno (Fig. B), o que demonstrou uma menor interagdo com o ligante.



Com agua Oxido de propileno
Figura 2. Dados do docking molecular: (A) Interacdo do FK6 com a proteina em agua e (B) interagdes do

FK6 com a proteina em 6xido de propileno.

3.2. Minimizacao
O célculo da minimizagdo de energia foi feito pelo GROMACS. Na minimizagao, o

ideal é que a energia potencial seja negativa e de 10° a 10°, o que demonstrou que em
ambas as simulagdes todos realizaram. Portanto, a forca maxima nao deve ser superior a
1000 KJ/mol. A energia potencial foi mais baixa para o complexo em agua, onde neste
calculo especifico, foi registrado um valor de energia em torno de -4,3x10”> KJ/mol,
enquanto para os o complexo em solvente organico, demonstrou-se uma energia mais alta,
com valores em torno de 2,6x107 KJ/mol, respectivamente, o que justifica, que na agua

criou-se um conjunto mais estavel, conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Média do potencial gerado na simulagdo até atingir a minimizagdo de energia.



3.3. Resultado do equilibrio entre soluto x solvente

Logo apds a minimizagao, foi realizado o equilibrio do solvente ao redor do soluto
do ligante estudado. O sistema teve que ser levado a temperatura desejada para simular e
estabelecer a orientagao correta do solvente sobre o soluto.

Quando o célculo NPT foi aplicado, o volume pode variar e, portanto, o tamanho
da caixa foi ajustado para atingir uma densidade de equilibrio. Além disso, foi observada
uma ligeira e minima variagdo de temperatura entre 300-306,65K durante a simulagio,

conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Media da temperatura gerada na simulagao ate atingir a equilibragao.

Depois de atingir a temperatura correta (com base nas energias cinéticas), a
pressao foi aplicada ao sistema até atingir a densidade adequada. Notavelmente, a
quantidade necessaria de moléculas de agua foi adicionada para atingir a densidade
experimental da solugdo com o complexo em agua, perfazendo um valor de 989 Kg/m?,
e uma drastica redugdo, foi observada quando o complexo foi simulado na solucdo de
6xido de propileno, 552 Kg/m?, o que diferiu dos valores da literatura, 0.830 Kg/m®
(Hawley’s condensed chemical dictionary, 1987). Como resultado, no estudo da
simulagdo 1 e 2, ao aplicar o célculo do NVT (variando a pressdo e mantendo o volume
e a temperatura constantes), foram observados minimos "espagos vazios" nas suas caixas,

ao final do célculo (imagem abaixo, Figura 5).
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Figura 5. Média da densidade de ambas as simulagdes até atingir a equilibragao.

3.4. Resultados da segunda fase de balanceamento (NPT)

A segunda fase de equilibrio foi conduzida sob um NPT definido (constante:
Numero de particulas, Pressao e Temperatura). Assim, foram necessarias informagdes
fisico-quimicas para o correto equilibrio do NPT, que foi a compressibilidade isotérmica
da 4gua. No caso da 4gua, esse valor é por padrio 4,5¢” bar! (Millero; Curry; Drost-
Hansen, 1969), ja o do éxido de propileno foi 9,58¢™ bar! (PROPYLENE OXIDE (CAS
75-56-9) - CHEMICAL & PHYSICAL PROPERTIES BY CHEMEO, [s. d.]). Seus
valores de pressao foram registrados como 48 bar para o complexo em agua e para o
complexo em solvente organico foi de 563 bar, onde esses valores sdo mostrados na

Figura 6.
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Figura 6. Média da pressdo apresentadas para ambas as solugdes nas simulagdes até atingir a equilibragao.



3.5. Dinamica molecular
3.5.1. Analise RMSD

Observou-se que o ligante estudado foi corretamente acomodado no sitio catalitico
da polimerase de Candida auris (Santos et al., 2023). Assim, por meio dos complexos
proteina-ligante de ambos as solvatagdes (Figura 7), foram realizados estudos de
simulagdo para avaliar ndo apenas as mudangas conformacionais da proteina, mas
também sua estabilidade apds cada mudanga conformacional. O Root Mean Square
Deviation (RSMD) dos complexos receptor-ligante foi usado para avaliar até que ponto
as mudancas conformacionais ocorreram na molécula estudada durante o tempo de
simulag¢do. A Figura 7 mostra os comportamentos RSMD dos complexos estudados no
estagio de equilibrio.

ApoOs a andlise dos valores de energia, outros parametros importantes para
investigar a qualidade da dindmica molecular s3o o Root Mean Square Deviation (RMSD)
da proteina (backbone) para FK6 e a polimerase. Os valores de RMSD obtidos pela
estrutura proteica ao longo dos MDs ficaram entre 0,5 ¢ 1,6 A. Na MD com o ligante FK6
em agua, o perfil foi de 1,5 A relativamente muito confortavel, mantendo-se estavel apos
0s 90 ns. Logo, o estudo com a solvatagao em 6xido de propileno, foi apresentado uma
situacdo de adequagdo de a partir dos 88 ns até um sistema mais favoravel durante a

trajetoria de 100 ns, apresentando um RMSD médio de 1,2 A.
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Figura 7. Perfil do valor de RMSD obtido para candida auris polimerase (em agua, linha preta) e MD com

solvente organico (linha vermelha).



3.5.2. Analise da RMSF

A Flutuacdo Quadratica Média (RMSF) ¢ um pardmetro relacionado a
flexibilidade de residuos proteicos individuais. Serve para avaliar qualitativamente a
progressao da dindmica molecular (Dong et al., 2018). Considerando a Figura 8, observa-
se um perfil semelhante de valores de RMSF independentemente do ligante em contato.

Nossa andlise completa do RMSF forneceu uma compreensdo profunda da
dinamica e estabilidade de cada residuo de proteina ao longo dos 100 nanossegundos de
simulagao. Os resultados delineiam as interagdes primordiais nos complexos solvatados
investigados. Os resultados delineiam mudangas conformacionais substanciais ao longo
da simulacao.

Os resultados do nosso estudo revelam um novo aspecto da dinamica molecular,
com flutuacdes consistentes observadas nas trajetorias de todos os complexos. Essas
flutuacdes se correlacionam notavelmente com os principais residuos de replicagdo,
conforme discutido anteriormente em estudos de (Qin; Zhong; Wang, 2021) e (Roe;
Brooks, 2020). Curiosamente, foi apresentada apenas uma leve flutuagao importante

somente no residuo Tyr 87 em solvente organico.
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Figura 8. Perfil do valor de RMSF obtido para pollilr%sé%esse em MD com FK6 em 4gua (linha preta) e MD

com FK6 em solvente organico (linha vermelha).
3.5.3. Ligacoes H
A estabilidade dos complexos proteina-ligante nos dois estados de solvatagao, tem

sido associada a ligacdes intermoleculares de hidrogénio. No entanto, um estudo recente

de (Mazola et al., 2015) e Miiller (2017) trouxe uma nova perspectiva para este campo,



particularmente no contexto de complexos proteina-ligante. Este estudo, que utilizou
simulagdes de dindmica molecular, revelou novos insights que antes eram inexplorados.

O estudo se concentrou principalmente na formacao de ligagdes intermoleculares
de hidrogénio entre ligantes e proteinas durante as fases de equilibrio e producao. A Figura
9 descreveu vividamente as flutuagdes nas redes de ligacdes de hidrogénio durante esses
estagios, ressaltando a importancia de entender as variagdes na formacao dessas ligagdes.

A quebra de ligagdes de hidrogénio indicou mudancas na estabilidade, muitas
vezes atribuidas a interacoes como Van der Waals ou forgas hidrofobicas, conforme
destacado por Ferenczy & Kellermayer, (2022). Além disso, a analise revelou uma
correlacdo direta entre o comprimento das cadeias de carbono dos ligantes e o nimero
médio de ligacdes, corroborando insights de estudos anteriores sobre docking molecular.
Uma revelagdo importante deste estudo foi a diferenciacdo entre processos dinamicos
(dindmica molecular) e estaticos (acoplamento molecular) (Gioia et al., 2017). Enquanto
o acoplamento molecular oferece informacdes valiosas sobre interagdes estaticas, as
simulagdes de dindmica molecular capturam a evolugdo dindmica desses complexos,
fornecendo uma compreensdo mais abrangente de sua estabilidade.

O numero de ligagdes de hidrogénio (H-Bond) encontradas durante os MDs,
considerando o valor méximo de 3,3 A, Tabela 4. Pode-se observar que MD em 4gua com
FK6 apresentou até 4 ligagdes de hidrogénio por quadro e varios quadros com 3 ligagdes
de hidrogénio. Sobre 0 MD com o FK6 e o solvente organico, existiram até 5 ligagdes,
apenas alguns quadros com uma ligacao de hidrogénio e as demais foram 4 ou 3 ligagdes,
apresentando certa estabilidade. Portanto, pode-se inferir que em solvente organico foi

demonstrado uma pequena diferenca de maior estabilidade.
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Figura 9. Numero de ligagdes de hidrogénio (H-Bond) encontradas entre Candida auris polimerase em
agua (linha preta) e MD com solvente organico (linha vermelha) com o software VMD, considerando o

comprimento méaximo de 3,3 A.

3.5.4. Area de superficie acessivel ao solvente

A Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA) é definida como a area de
superficie de uma proteina que interage com suas moléculas de solvente (Mazola et al.,
2015). Os valores médios de SASA para os complexos solvatados em agua e solvente
organico com FK6 foram monitorados durante simulagdes de MD de 100 ns. Os tragos
para a area de superficie acessivel da polimerase em agua, na Figura 10 mostraram um
aumento acentuado, indicando relaxamento estrutural, o que favorece maior solvéncia no
sistema, de acordo com (Marsh; Teichmann, 2011). Ja em outra andlise, para o estudo em
oxido de propileno, os tragos para a area de superficie acessivel com FK6 mostram certa
diminuic¢do acentuada, indicando leve compressao estrutural influenciada pelo solvente
organico, mostrando uma redugdo no processo solvatativo e tornando o sistema mais
instavel (Lins; Thomas; Brasseur, 2003). Os valores médios de SASA para os complexos
foram de 6.800 A% em 4gua e 6.510 A2, em solvente organico, respectivamente. Nio
houveram grandes alteragdes observadas nos valores de SASA devido a ligacdo dos
ligantes. Apos esse tempo, os valores flutuam em torno de um valor constante. Assim,
assumimos que os tempos de simulacao de 100 ns foram suficientes para a amostragem

de sistemas equilibrados.
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Figura 10. Area superficial acessivel por solvente (SASA) da protease de Candida auris em fungio do

tempo a partir das simulagdes de MD: MD com FK6, ions monovalentes estabilizadores em agua (linha



preta) e MD com solvente organico, ions monovalentes estabilizadores (linha vermelha). As curvas sdo

médias correntes dos dados brutos com uma janela de 100 ns.

3.6. Calculos MM/GBSA

Ap6s o balanceamento da dindmica de producao, foi realizada a amostragem das
etapas de 5 a 5, seguindo o intervalo de amostragem de 10ns da metodologia de estimativa
da variacdo da energia livre utilizando multiplas trajetorias. Os calculos de MMGBSA
foram realizados em um campo de solvente implicito simulando uma solugdo salina
0,15M.

Embora formalmente, o calculo da variacdo da energia livre nesta técnica passe
pela analise da entropia a partir dos modos normais das equacdes do sistema 5, 6 € 7, na

pratica, este calculo nao foi feito.

(vac) _

AAmteractwn (Ecomplex target (Ecomplex llgand) + TASNORMODS €q. 5
(vac)

AAmteractlon Ecomplex Etarget Ecomplex + Ellgand + TASNORMODS €q. 6
(vac)

AAmteractlon Ellgand Etarget + TASNORMODS eq. 7

Os célculos dos modos normais sao bastante demorados e computacionalmente
caros. Esse tipo, em ultima analise, torna os céalculos de triagem virtual, que sdo o foco
deste estudo, ndo totalmente impossiveis. No entanto, hd uma razdo mais importante. Foi
demonstrado que os calculos de entropia diminuem a correlagao dos valores de afinidade
previstos com os valores experimentais quando a analise ¢ feita com alguns microestados
amostrados das trajetorias (Hou et al., 2011; Rastelli et al., 2009). Como as limitacdes de
tempo de calculo sdo essenciais, ndo ¢ recomendavel incluir esses calculos no
procedimento.

As energias MM/GBSA (Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area)
sdo consideradas uma forma de estimar a energia livre para o estudo in silico de ligantes
em complexos proteicos (Genheden & Ryde, 2015). Eles sdo normalmente baseados em
simulagdes de MD e trazem precisdo entre pontuagdo empirica e disturbio alquimico
estrito (Chen et al., 2018). Como na entropia conformacional, ¢ dificil obter um valor
concorrente. Principalmente, se os ligantes ndo tiverem nenhuma mudanga estrutural
induzida por ligacdo em simulagdes de MD, a entropia conformacional ¢ geralmente

ignorada para calcular por analise de modo padrao (Wang et al., 2018). A decomposigao



da energia de interagao usando o método MMGBSA forneceu informagdes detalhadas
sobre as contribui¢des energéticas dos complexos receptor-ligante. Conforme descrito na
Tabela 2, os célculos de energia livre revelaram achados significativos sobre a
estabilidade e afinidade de ligacdo desses complexos. O estudo do complexo com
solvente organico demonstrou inicialmente uma estimativa de energia livre de -38,58
kcal/mol, indicando uma afinidade de ligagdo mais forte. J4& o complexo com agua
mostrou uma energia livre ligeiramente muito préxima em torno de -36,14 kcal/mol,

indicando uma afinidade menos estavel.

Tabela 2. Dados de estimativa de energia livre de FK6, contra a protease de

Candida auris em dois ambientes de solvatacdo: agua e 6xido de propileno.

Delta (Complex -Receptor - Ligand)

Energy Component AverAag.e (kcalr/mol) SAD.(Prop’.) _ .SD ’ S}?M (Prqp.)
Organico  agua Orglnico agua orgdnico agua organico agua
Aonp -0.00 -0.00 3.52 3.79 0.00 0.00 +0.08 +0.08
AANGLE 0.00 0.00 5.38 5.17 0.00 0.00 =+0.12 +0.12
AbiHED 0.00 -0.00 2.92 3.12 0.00 0.00 +0.07 =+0.07
Aus -0.00 -0.00 1.19 1.13 0.00 0.00 +0.03 +0.03
A 0.00 0.00 0.83 0.60  0.00 0.00 +0.02 +0.01
ACwmar 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00 0.00 +0.00 =+0.00
AVDwaaLs -48.34  -49.84 2.32 2.86  3.12 396  +0.05 +0.06
AEgL -42.92  -28.08 5.57 6.48 8.74 636 +0.12 +0.14
Al-4 vpw -0.00 -0.00 1.86 1.87  0.00 0.00 +0.04 +0.04
A1-4 EEL -0.00 0.00 5.61 476  0.00 0.00 +0.13 =+0.11
AEpg 57.68 46.84 1.67 1.92 6.37 556  +0.04 +0.04
AENpoLAR -5.01 -5.06 0.04 0.07  0.20 022  +0.00 =+0.00
AEpisper 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00 0.00 +0.00 =+0.00
AGaas 9126 -77.92 6.20 7.19  9.04 7.56  +0.14 +0.16
AGsoLv 52.68 41.79 1.67 1.92 6.25 548  +0.04 +0.04
AtoraL -38.58  -36.14 6.42 744 426 526 +0.14 +0.17

A analise MMGBSA (Método de Energia Livre de Ligacao Molecular Mecanica
de Generalized Born e Superficie de Acessibilidade ao Solvente) ¢ uma técnica usada para
calcular a energia livre de ligacdo entre uma molécula e seus ligantes, analisando a
contribuicdo energética de cada residuo de aminoacido na interacdo do ligante com o
receptor, em diferentes condicoes de solvente (Wang, Changhao et al., 2018).

Na Figura 11, temos um grafico que mostra a energia de afinidade (em kcal/mol)
para cada residuo de aminodcido, em duas condig¢des de solvente: solvente orgénico e
agua. A analise foi feita comparando as diferengas de afinidade entre esses ambientes,
onde valores negativos de energia indicam interagdes favoraveis (estabilizantes) e valores

proximos de zero ou positivos indicam interacdes desfavoraveis (destabilizantes).



Pode-se dizer que os residuos com maior estabilidade em solvente organico foram
Gly 60, Ala 88, e Phe 94, que apresentam valores de energia de afinidade mais negativos
em solvente organico do que em agua, indicando que esses residuos estabilizam mais a
interacao quando em solvente organico. Os residuos com menor afinidade em agua foram
Tyr 33 e Ile 63, que apresentam energias de afinidade mais préximas de zero ou levemente
negativas na agua, o que pode sugerir que sua contribui¢do para a estabilidade ¢ menor
em ambiente aquoso. Ja as interagdes favorecidas em agua foram exclusivamente para os
residuos Trp 66 e Tyr 89, que parecem ter valores de energia ligeiramente mais negativos
em agua do que em solvente organico, sugerindo uma leve preferéncia por interagdes em
ambiente aquoso. De uma forma geral o solvente orgdnico parece promover mais
interagdes estabilizantes (valores de afinidade mais negativos) para muitos residuos,
sugerindo que o ligante pode ter uma afinidade maior por esses residuos na presenca de
um solvente organico em comparag¢ao com a agua, como foi mostrado também no estudo
de ligacdes de hidrogénio.

Portanto, essas observagdes ajudardo a identificar os residuos que sao criticos para
a estabilidade da interacdo em cada ambiente de solvente, o que pode ser tutil para a
otimizacdo de compostos ou para entender as condi¢des ideais para a interacao proteina-

ligante (Torres et al., 2019).
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Figura 7. Energia de afinidade dos residuos em agua (water) e em solvente organico (Organic
solvente).



4. Conclusao

Os resultados deste estudo sobre o comportamento da protease de Candida auris
em saturagdo com 6xido de propileno indicam que o ligante nativo FK6 apresenta uma
interacdo estavel e afinidade elevada com a protease-alvo em ambiente de solvente
organico, conforme demonstrado por analises de docking e dindmica molecular. Em meio
aquoso, embora a estabilidade do FK6 tenha sido levemente reduzida, a afinidade
permaneceu proxima a observada no solvente organico, refor¢gando a hipdtese de que
ambientes de baixa polaridade, como no vacuo ou em condi¢des astroquimicas, podem
induzir interagdes especificas que minimizam danos biologicos.

Esses achados fornecem uma compreensdo mais profunda do comportamento do
FK6 e potenciais aplicagdes, em contextos onde se busca reduzir a agao patogénica da C.
auris. Além disso, os dados gerados oferecem uma base promissora para estudos futuros
que investiguem mecanismos de acdo e estratégias de mitigacdo, contribuindo para o
desenvolvimento de intervengdes que possam beneficiar a saude publica ao explorar as

nuances de interagao em diferentes ambientes de solvente
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