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Resumo

Objetivo: avaliar a interagdo e a possivel atividade toxicoldgica e antifiingica de trés derivados de chalcona chalA, chalB e chalC contra Candida auris.
Método: simulacio proteina-ligante através do software AutoDock Vina e predi¢do da toxicidade pelo webserver ProTox 3.0. Resultados: os compostos
mostraram afinidade pelo sitio de inibi¢do da proteina e potencial efeito inibitdrio (AEchalA = -7,3 kcal/mol, AEchalB = -7,8 kcal/mol e AEchalC = -7,5 kcal/
mol), quando comparado ao farmaco de referéncia (AEFIc = -6,0 kcal/mol). A andlise das interacdes proteina-ligante mostrou que chalA e chalB tiveram,
principalmente, interagdes hidrofébicas, enquanto chalC foi capaz de formar ligagdes de hidrogénio. A predigédo toxicolégica mostrou que o derivado chalB
possui relativa segurancga toxicolégica em seu uso, enquanto o derivado chalA possui efeito hepatotéxico e chalC possui moderado efeito de arritmia e
infarto. Conclusdo:os dados analisados sugerem que todos os derivados apresentaram potencial antifingico, com destaque para chalB, que mostrou o
melhor perfil de atividade inibitdria e toxicoldgica. Essa pesquisa fornece dados iniciais para futuros estudos in vitro e in vivo que possam corroborar a
atividade in silico destes derivados de chalconas.
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Abstract

Objective: to evaluate the interaction and potential toxicological and antifungal activity of three chalcone derivatives, chalA, chalB, and chalC, against
Candida auris. Method: protein-ligand simulations were conducted using the AutoDock Vina software, and toxicity predictions were made using the ProTox
3.0 webserver. Results: the compounds showed an affinity for the protein's inhibition site and potential inhibitory effects (AEchalA =-7.3 kcal/mol, AEchalB
=-7.8 kcal/mol, and AEchalC = -7.5 kcal/mol) compared to the reference drug (AEFIc = -6.0 kcal/mol). Analysis of protein-ligand interactions revealed that
chalA and chalB mainly had hydrophobic interactions, while chalC could form hydrogen bonds. Toxicity prediction indicated that chalB has relatively safe
toxicological use, while chalA showed hepatotoxic effects and chalC exhibited moderate arrhythmia and infarction effects. Conclusion: the analyzed data
suggest that all derivatives have antifungal potential, with a particular emphasis on chalB, demonstrating the best inhibitory and toxicological profile. This
research provides initial data for future in vitro and in vivo studies that could support the in silico activity of these chalcone derivatives.

Keywords: Candida auris; molecular docking; Chalcone.

INTRODUCAO

Os fungos do género Candida (Itdlico) sdo um dos principais
patégenos humanos mais amplamente estudados e prevalentes,
possuindo a capacidade de desencadear diversos tipos de
doengas, incluindo as superficiais, cutaneas, subcutaneas
e sistémicas’. Trata-se de uma levedura pertencente a
microbiota humana, o que, em conjunto a sua ampla gama de
apresentagdes clinicas e a diversidade de espécies que podem
ser, potencialmente, patogénicas, torna o seu diagnodstico
dificil®

A candidemia, infec¢des na corrente sanguinea causada por
Candida, possui uma incidéncia de 0,29 a 1,95 casos por 1000
internagdes no mundo®. Na América Latina, esta taxa é de 1,18
casos por 1000 internagdes?, enquanto, no Brasil, esta taxa
aumenta para 1,27 a 3,9 casos por 1000 internagdes. Esses

dados apontam para a candidemia como quarta maior causa de
septicemias no pais3.

A espécie de Candida ndo-albicans de maior importancia desta
década é a Candida auris. ldentificada pela primeira vez em
2009 no Japdo, a C. auris foi reconhecida como uma grave
ameaca a saude publica global devido ao fato de que algumas
cepas de C. auris demonstraram resisténcia a todas as trés
principais classes de fdrmacos antifliingicos, os polienos, azdis e
equinocandinas®. Em outubro de 2016, a OPAS/OMS langou um
alerta epidemioldégico em func¢do dos relatos de surtos deste
patégeno em servigos de saude da América Latina. No Brasil,
o possivel primeiro caso confirmado de infecgao por C. auris
ocorreu em dezembro de 2020 na Bahia®.
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Por causa da dificuldade de tratamento das espécies de Candida
multirresistente, atualmente ocorre a busca por novas técnicas
terapéuticas. A abordagem de descoberta de farmacos baseada
em produtos naturais permite a producdo de diversos analogos
com propriedades fisico-quimicas otimizadas, especialmente
pela reutilizagdo de compostos previamente conhecidos por
sua atividade bioldgica.

Neste contexto, as chalconas (figura 1) tratam-se de compostos
naturais amplamente difundidas em plantas, pertencentes ao
grupo dos flavonoides, que possuem estrutura simples e com
grande numero de hidrogénios substituiveis que possibilitam a
obtengdo de uma variedade de derivados’. Até o momento, a
literatura mostra um amplo espectro de atividades bioldgicas
para essa classe, como antimicrobiana®, antimalarica®,
anticancer'?, anti-inflamatdria®?, anti-HIV'? e antioxidante®3.

Figura 1. Estruturas bidimensionais de derivados de chalconas.
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Legenda: 1. Estrutura da chalA - ((E)3-(2-Cloro-5-nitrofenil)-1-
(5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-il)prop-2-en-1-ona. 2. Estrutura da
chalB - (E)-3-(naftalen-2-ila)-1-(5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ila)prop-
2-en-1-ona. 3. Estrutura da chalC - (E)-3-(1-H-indol-3-ila)-1-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalen-2-ila)prop-2-en-1-ona.

Fonte: autoria prépria.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo utilizar uma
abordagem in silico de interacdo proteina-ligante por meio de
Docking Molecular para analisar as possiveis intera¢cdes dos
derivados da chalcona com a polimerase FKBP12 da Candida
auris e avaliar a sua possivel toxicidade no organismo humano.

METODOS

O presente trabalho trata de um estudo de Modelagem
Molecular para predicdo da atividade antifingica contra Candida
auris, toxicidade em ratos e avaliacdo de efeitos adversos.

Selegdo de ligantes

As estruturas dos derivados de chalconas foram obtidas por
meio dos estudos de Hamdy e Kamel, que propuseram a
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sintese de nove derivados de chalcona incorporadas a nucleos
de piridina, pirazol e isoxazol, nos quais foram avaliadas as
atividades inflamatdrias e analgésicas*. Desta pesquisa, foram
selecionados trés derivados de chalcona para realizagdo do
docking com base em seu potencial difundido na literatura®¢,
sendo o composto ((E)-3-(2-Cloro-5-nitrofenil)-1-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalen-2-il)prop-2-en-1-ona codificado como chalA,
o (E)-3-(naftalen-2-ila)-1-(5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ila)prop-
2-en-1-ona codificado como chalB e o (E)-3-(1-H-indol-3-ila)-
1-(5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ila)prop-2-en-1-ona codificado
como chalC.

Preparacgdo dos ligantes

As estruturas bidimensionais dos derivados de chalconas
(chalA, chalB e chalC) foram modeladas, utilizando a webserver
Playground© (https://playground.calculators.cxn.io/)Y.
Adiante, esses foram otimizados adotando a realizagdo de
50 ciclos de interagdo com o algoritmo steepest descent,
atribuidos ao campo de forca MMFF94 (Merck Molecular Force
Field) através do software Avogadro®®® para a obten¢do do
conférmero com a menor energia.

Preparacdo da proteina

O receptor em estudo foi obtido do repositério do banco de
dados de proteinas Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.
org/)* sob o cdédigo IdPDB 6VSI, classificada como polimerase,
sistema de expressdo: Escherichia coli BL21 (DE3), e organismo:
Candida auris, cuja estrutura cristalina foi obtida por difracdo
de raios X em complexo com uma resolucdo de 1.87 A%. A
preparacdo desta foi executada pelo software AutockTools??
em que foram removidos os residuos e adicionados as cargas
de Kollman e Gasteiger, assim como, atomos de hidrogénio
polares®.

Simulagoes

As simulagGes de docking molecular foram realizadas, utilizando
uma gridbox, que define a regido de atuacdo da simulagdo, ou
seja, uma area posicionada estrategicamente sobre o alvo. Essa
gridbox abrangeu, integralmente, a enzima, com dimensdes nos
eixos de x: 24.382,y:5.938 e z: 4.272, e parametros de tamanho
dex:126,y:82ez:122. Ndo obstante, as simula¢des de redocking
do fluconazol (FLC), inibidor cristalizado do alvo FKBP12 da
Candida auris utilizado como controle, e das chalconas foram
vinculados para validacdo das simula¢des de docking molecular
com parametros de 50 simulagdes independentes viabilizadas
pela Exhaustiveness 64 e Lamarkian Genetic Algoritm (LGA)*.

Os parametros estabelecidos para as simulagGes de docking
molecular foram a melhor pose, na qual devem ser atendidos
critérios estatisticos de Desvio- Padrdo Quadratico Médio
(RMSD) com valores de até 2 A%, e a energia de afinidade (AE)
considerando principios de idealidade com valores inferiores a
-6,0 kcal/mol?.

Detalhes computacionais
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Os codigos para o emprego das simulagdes computacionais
foram estabelecidos: MarvinSketch® (https://chemaxon.com/
marvin), Avogadro® (https://avogadro.cc/), Autodocktools®
(https://autodock.scripps.edu), UCSF Chimera® (https://www.
cgl.ucsf.edu/chimera/), Discovery Studio Visualizer® (https://
discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download),
Protein-Ligand Interaction Profile© (https://plip-tool.biotec.
tu-dresden.de/plip-web/plip/index) e Pymol® (https://pymol.
org/).

Avaliagao toxicoldgica

A avaliacdo toxicolégica dos derivados de chalconas foram
medidos pela webserver ProTox 3.0 visando a predi¢do da dose
letal oral em ratos?’.

Ademais, foram analisados os efeitos adversos dispostos pelos

derivados de chalcona pela webserver ADVERPred com énfase
aos descritores de arritmia, hepatotoxicidade e infarto do
miocardio®.

RESULTADOS
Docking molecular

Nas simulagGes independentes, o ligante cristalizado FLC
delimitou o valor de energia a AG = -6,0 kcal/mol. O derivado
chalA apresentou um valor de energia de AG = -7,3 kcal/mol, o
chalB exibiu um valor de AG = -7,8 kcal/mol, enquanto o chalC
exibiu uma variagdo de energia de AG =-7,5 kcal/mol (Tabela 1).
Esses dados indicam que os derivados estudados tém afinidade
pelo receptor FKBP12 de Candida auris.

Tabela 1. Dados sobre as interagdes ligante-receptor (L-R) no processo de redocking do antagonista FLC e simula¢des de docking
molecular dos derivados chalA, chalB e chalC via receptor FKBP12 de Candida auris.

Composto Energia RMSD Residuos Dis(L-R) (A) Tipo Inter.
Phe40A 3,70 Hidrofdbica
Aspdi1A 4,64 Hidrofdbica
Tyr86A 4,33 Hidrofdbica
Phe91A 4,50 Hidrofdbica
1le95A 3,65 Hidrofdbica
Tyr30A 3,64 Ligagcdao-H
FLC 6,0 1.460 Asp41A 3,64 Ligagdao-H
Aspdl1A 3,19 Ligagdo-H
Argd6A 3,65 Ligagdao-H
Argd6A 3,62 Ligacao-H
1le60A 3,17 Ligacdo-H
Tyr86A 4,29 Ligagdao-H
Phe91A 4,98 Empilhamento-nt
Aspd1A 4,57 Ponte salina
Phe50A 3,57 Hidrofdbica
Phe50A 3,77 Hidrofdbica
His58A 3,78 Hidrofdbica
Val59A 4,00 Hidrofdbica
Val59A 4,72 Hidrofdbica
1le60A 3,31 Hidrofdbica
chalA 73 1771 1le60A 3,83 Hidrofdbica
1le60A 3,96 Hidrofdbica
Trp63A 3,59 Hidrofébica
Trp63A 3,78 Hidrofdbica
Trp63A 3,54 Hidrofébica
Trp63A 4,19 Hidrofdbica
Tyr86A 4,56 Hidrofdbica
Phel03A 3,66 Hidrofdbica
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chalB 0,693

chalC 1,369

Tyr30A 4,73 Hidrofdbica
Phe50A 3,50 Hidrofdbica
Phe50A 4,71 Hidrofdbica
GIn51A 4,61 Hidrofdbica
His58A 3,61 Hidrofdbica
Val59A 4,03 Hidrofdbica
Val59A 3,67 Hidrofdbica
1le60A 3,48 Hidrofdbica
1le60A 4,54 Hidrofdbica
Ile60A 3,83 Hidrofdbica
Trp63A 4,65 Hidrofdbica
Trp63A 4,56 Hidrofébica
Trp63A 4,97 Hidrofdbica
Tyr86A 4,95 Hidrofébica
Phel03A 3,64 Hidrofdbica
Trp63A 3,97 Empilhamento-nt
Tyr30A 4,65 Hidrofdbica
Phe50A 3,49 Hidrofdbica
Phe50A 4,06 Hidrofdbica
Val59A 4,31 Hidrofdbica
Val59A 4,02 Hidrofdbica
1le60A 3,78 Hidrofdbica
1le60A 3,44 Hidrofdbica
1le60A 4,31 Hidrofdbica
Trp63A 4,78 Hidrofdbica
Trp63A 4,83 Hidrofébica
Phel03A 3,58 Hidrofdbica
Tyr86A 4,76 Hidrofébica
Tyr30A 2,57 Ligagdao-H
Asp4d1A 2,01 Ligacdo-H
Phe50A 4,70 Empilhamento-nt
Trp63A 3,97 Empilhamento-mnt

*Esses incluem: ajuste estatistico de RMSD, energia de afinidade (AE), residuos de interagao de aminoacidos, distancia ligante-receptor (dis(L-
-R)) e tipos de interagdo. *Ligante de controle utilizado nas simulagdes de docking molecular.

Evidencia-se que os ligantes estudados estabeleceram valores
de RMSD inferiores a 2 A. O controle FLC apresentou um RMSD
= 1,460, enquanto o derivado chalA exibiu um valor de RMSD
= 1,771, chalB com RMSD = 0,693 e chalC com RMSD = 1,369.
Desta forma, os ligantes proporcionaram uma seletividade a
proteina considerando os parametros estabelecidos.

O composto chalA apresentou quatorze interagdes hidrofdbicas
com a polimerase FKBP12, sendo estas Phe50A (3,57 A),
Phe50A (3,77 A), His58A (3,78 A), Val59A (4,00 A), Val59A (4,72
R), 11e60A (3,31 A), 1le60A (3,83 A), 1le60A (3,96 A), Trp63A (3,59
R), Trp63A (3,78A), Trp63A (3,54 A), Trp63A (4,19 A), Tyr86A
(4,56 A) e Phe103A (3,66 A). O derivado chalB apresentou,
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por sua vez, 15 interagdes hidrofdbicas, sendo estas Tyr30A
(4,73 A), Phe50A (3,50 A), Phe50A (4,71 A), GIn51A (4,61 A),
His58A (3,61 A), Val59A (4,03 A), Val59A (3,67 A), 1le60A (3,48
R), 11e60A (4,54 &), 1le60A (3,83 A), Trp63A (4,65 A), Trp63A
(4,56 A), Trp63A (4,97 A), Tyr86A (4,95 A) e Phe103A (3,64 A),
e uma interacdo por empilhamento-m, a Trp63A (3,97 A). Por
fim, a chalC apresentou duas ligagdes de hidrogénio, a Tyr30A
(2,57 &) e Aspa1A (2,01 A), duas interagdes empilhamento-m,
em Phe50A (4,70 A) e Trp63A (3,97 A), e doze interacdes
hidrofébicas, Tyr30A (4,65 A), Phe50A (3,49 A), Phe50A (4,06
R), val59A (4,31 A), Val59A (4,02 A), 11e60A (3,78 A), 11e60A (3,44
R), 11e60A (4,31 A), Trp63A (4,78 A), Trp63A (4,83 A), Phe103A
(3,58 &) e Tyr86A (4,76 A).



5 Atividade antifungica e toxicidade de chalconas frente a Candida auris

Foi determinado um posicionamento semelhante do composto
controle fluconazol com os derivados de chalcona chalA, chalB
e chalC (figura 2). O derivado chalA apresentou interagdo
coincidente com o FLC nos residuos 1le60A (3,83 A) e Tyr86A
(4,56 A), o chalB com os residuos Ile60A (3,48 A), Tyr30A (4,73
R) e Tyr86A (4,95 A) e o chalC com os residuos 1le60A (3,44 A)
(hidrofébicas), Tyr30A (2,57 A) e Asp4lA (2,01 A) (ligacdo de
hidrogénio) (tabela 1; figura 2).

Figura 2. Interagdo 3D e 2D dos compostos.
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Legenda: a) Mapa tridimensional do receptor FKBP12 de Candida
auris com FLC (nude), chalA (roxo), chalB (amarelo) e chalC (azul);
b) estrutura bidimensional das interagdes entre os aminoacidos e os
ligantes.

Fonte: autoria propria.

Anidlise toxicoldgica

Com base nas predi¢es de toxicidade em ratos, observou-se
gue o derivado chalA apresenta a maior dose letal mediana
(LD50), com um valor de LD50 = 3000 mg/kg. Em contraste,
chalB apresentou LD50 = 1600 mg/kg e chalC apresentou LD50
= 1000 mg/kg, indicando que chalB e chalC apresentaram va-

lores bastante inferiores em comparagdo com chalA (figura 3).

Figura 3. Andlise toxicoldgica.
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Legenda: a. Avaliagdo de LD50 (mg/kg). b. Pontos finais de toxicidade.

Fonte: autoria propria.
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As predicbes dos efeitos adversos descreveram que chalB
apresenta baixo impacto em todos os descritores analisados
(hepatotoxicidade, arritmia e infarto do miocardio). Por outro
lado, chalA exibe um perfil hepatotdxico, enquanto chalC
demonstra um potencial moderado para efeitos adversos
relacionados a arritmia e infarto.

DISCUSSAO

A pesquisa por novos medicamentos e técnicas terapéuticas
pode ser demorada, desafiadora e dispendiosa®. Por esses
motivos, como uma alternativa para a etapa inicial da pesquisa
de novos farmacos, tém sido utilizadas, cada vez mais, técnicas
in silico, para a triagem de potenciais compostos. Nesse cenario,
o docking molecular apresenta-se como uma das metodologias
mais utilizadas pela sua capacidade de identificar potenciais
alvos proteicos em microrganismos, além de permitir a triagem
de moléculas com alta afinidade por esses alvos®.

A analise das interagGes com a proteina FKBP12 é descrita na
literatura por seu papel no controle da viruléncia de diversos
fungos patogénicos. Ao ligar-se a antimicrobianos, o complexo
resultante inibe a via de sinalizagdo da calcineurina, tornando
a FKBP12 um alvo potencial para o desenvolvimento de
tratamentos antifungicos mais eficazes, especialmente em
contextos onde os fungos desenvolveram resisténcia aos
tratamentos convencionais®.

Assim, em relagdo aos resultados obtidos por meio do docking
molecular, foi observado que todos os derivados de chalcona
estudados apresentaram intera¢des hidrofébicas com a enzima
FKBP12, interagBes intermoleculares fracas, mas de grande
importancia no design de novos farmacos por causa de sua
capacidade de aumentar a afinidade de liga¢do nainterface alvo-
droga e sua possibilidade de otimiza¢do de suas interagdes®..
Além disso, o derivado chalC também apresentou ligagGes de
hidrogénio, interacdo de maior intensidade que influenciam as
estruturas de biomoléculas e modulam, significativamente, as
interagdes proteina-ligante®.

Os resultados das simulagées também indicaram que todos os
trés derivados de chalcona estudados apresentaram um valor
de energia de ligagdo mais favordvel que o fluconazol, ou seja,
possuem uma afinidade maior do que a do controle. Esses
dados apontam um possivel efeito inibitério ao receptor da C.
auris pelos derivados, indo de encontro as hipdteses levantadas
sobre o potencial poder antimicrobiano dos derivados de
chalcona”®!>%, A pesquisa in vivo, porém, é necessdria para
validar os resultados obtidos.

Em relagdo a toxicidade dessas substancias, de acordo com
dados da Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB)
o LD50 calculado as classificam como média toxicidade33,
apresentando, portanto, seguranga em seu uso em humanos.
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CONCLUSAO

Os derivados de chalcona possuem uma abundancia na
natureza, grande variedade de estruturas e facilidade de
sintese, o que justifica o seu uso no presente estudo. As
interagBes entre estas moléculas com a proteina polimerase da
C. auris demonstraram uma interagdo relevante, indicando um

possivel efeito antifungico quando comparado ao fluconazol,
com destaque para o derivado chalB. Dessa forma, os testes
realizados neste estudo mostraram resultados que sustentam
a investigacdo futura dessas moléculas por técnicas in vivo para
uma melhor avalia¢do dos efeitos sugeridos.
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