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Resumen

Objetivo: el incremento de la resistencia a antifingicos en Candida spp. una levadura
de caracter oportunista asociada a multiples infecciones superficiales y sistémicas,
plantea la necesidad de buscar diferentes estrategias para hallar nuevas opciones
terapéuticas mas selectivas y especificas. Una alternativa es el tamizaje basado en
el acoplamiento virtual. En el presente trabajo, se analizaron 13418 compuestos con
estructuras similares a compuestos reconocidos como inhibidores de la proteina SAP-2,
seleccionada como diana antifungica para el analisis virtual. Materiales y métodos:
el estudio se realizé utilizando el programa SYBYL 8, al tiempo que se evalué la afi-
nidad de estas estructuras con los sitios activos de la enzima seleccionada mediante
el programa FlexX integrado en SYBYL 8 y se realiz6 un consenso comparando los
resultados con el programa Autodock Vina. Resultados: los resultados obtenidos
mostraron una mayor afinidad por mdleculas con estructura similar a los antirretro-
virales, inhibidores de proteasas; amprenavir, saquinavir e indinavir. Conclusiones:
los resultados obtenidos sugieren que estos Inhibidores de proteasas pueden ser
propuestos como modelos para la busqueda de nuevos antifingicos que sean mas
selectivos contra Candida spp.
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Virtual screening of inhibitory compounds
SEP-2 Candida albicans

Summary

Objetive: reports of Antifungal resistance to Candida spp. are increasing nowadays.
Candida spp. is an opportunistic yeast associated to many different mucocutaneous
and systemic diseases. Because of this problematic is necessary to search others new
selective and specific compounds against this fungi. Virtual docking is a good alternative
to study new molecules. Materials and Methods: here we analyse 13418 compounds
similar to recognized inhibitors of SAP-2, the enzyme selected as antifungal target.
SYBYL 8 was the program used to do the docking virtual besides Autodock Vina to
finally select the compounds with best scores. Results: similar compounds to protease
inhibitors, amprenavir, indinavir, ritonavir shows best scores in virtual docking. Conclu-
sion: the results suggest that similar compounds to protease inhibitors, amprenavir,
indinavir and ritonavir could be proposed as model to research new molecules with

antifungal activity against Candida spp.

Keywords: candida albicans, antifiungal, protease inhibitors, indinavir.

Introduccion

Las infecciones por Candida spp. no sélo
son prevalentes sino que también causan una
considerable mortalidad y morbilidad'. Candida
albicans y especies no albicans son reconoci-
das como agentes importantes en infecciones
adquiridas en hospitales a nivel mundial, ocu-
pando el cuarto y quinto lugar como la causa
mas comun de septicemia después de Sta-
phylococcus coagulasa-negativo, Staphylococ-
cus aureusy Enterococcus sp. y Pseudomonas
aeruginosa?®. En Colombia Zuluaga et al repor-
tan el analisis de un total de 337 aislamientos
en los que 43,6% correspondian a C. albicans,
23,4% a C. tropicalis, 13,9% a C. parapsilosis,
9,5% a C. glabrata, de los cuales un 9,8%
fueron resistentes a fluconazol y un 3,6% resis-
tentes a voriconazol®. Estas especies muestran
una resistencia creciente a los antifungicos co-
munmente utilizados en terapéutica, entre los
que se destaca el fluconazol como uno de los
farmacos de primera linea para el tratamiento
de las candidosis sumado al hecho de que los
aislamientos de Candida spp. resistentes a flu-

Tamizaje virtual de compuestos inhibidores de la SAP-2 de Candida albicans

conazol son menos susceptibles a itraconazol,
ravuconazol, posaconazol y voriconazol *°.
Del mismo modo, se ha reportado resistencia
frente a caspofungina, otro antifungico de la
clase de las equinocandinas, las cuales actuan
a nivel de la sintesis de B- glucano, el cual se
reserva especialmente para el tratamiento de
infecciones sistémicas °-.

Ante esta creciente resistencia a antifun-
gicos, el Tamizaje Virtual Basado en el
Acoplamiento Molecular Computacional
es un método que plantea la posibilidad de
hallar moléculas dirigidas especificamente
contra dianas previamente seleccionadas del
microorganismo en estudio de manera que
sean especificas y selectivas®. Las proteina-
sas estan involucradas con el dimorfismo,
adhesion, cavitacién, cambios fenotipicos,
formacion de biopeliculas, invasion y dano al
tejido, entre otros componentes; lo que muestra
la complejidad del papel de estas enzimas en
el proceso patogénico inducido por Candida
spp. >'". El objetivo del estudio que se reporta
en el presente articulo es realizar el analisis
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de moléculas provenientes de bases de datos
mediante acoplamiento con la enzima blan-
co seleccionada, correspondiente a SAP-2
(Aspartil Proteinasa Secretada-2), a través
del acoplamiento computacional de ligando y
receptor computacionales.

Materiales y métodos

Se seleccionaron un total de 13418 com-
puestos obtenidos de la Base de Datos Pub-
Chem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) con
estructuras similares a compuestos reconoci-
dos como inhibidores de la enzima blanco. La
proteina SAP-2, depositada por Abad-Zapatero
y Muchmore', fue descargada de la Base de
Datos de Proteinas (http://www.rcsb.org/pdb/
home/home.do) con una resolucion de 2.5 A.
La preparacién del Surflex Protomol se reali-
z6 mediante la remocion de los sulfatos y el
agua, la adicién de todos los hidrogenos de la
proteina y se tomé como base el ligando A70
para la seleccion del sitio activo. La estructura
tridimensional de cada ligando se obtuvo de la
base de datos de Pubchem que se encuentra
en linea. En este enfoque se realizé la bus-
queda de compuestos similares al ligando
A70 y Pepstatina A '3, que son reconocidos
inhibidores de SAP-2 al igual que compuestos
similares a inhibidores de proteasas de VIH que
han mostrado resultados positivos frente a esta
enzima en ensayos in vitro '*'%. Los ligandos
se prepararon minimizandolos mediante el
minimizador de energia de Sybyl utilizando el
campo de fuerza tripos y cargas de Gasteiger-
Huckel. El niumero maximo de interacciones
se ajusté a 100 y la minimizacién se terminé
por el método de Powel, cuando se alcanzo el
gradiente de energia 0,05 Kcal /mol- A. Las es-
tructuras de las moléculas se compararon entre
si, mediante analisis con el programa SYBYL
8, al tiempo que se evalué la afinidad de estas
estructuras con los sitios activos de la enzima
seleccionada mediante el programa FlexX in-
tegrado en SYBYL 8 y se realizd un consenso
comparando los resultados con el programa
Autodock Vina'¢, con el fin de seleccionar los

compuestos con mayor afinidad por la proteina
blanco en ambos analisis para su postulacion
como posibles candidatos. Los calculos de
acoplamiento de los ligandos en la proteina
SAP-2 con el programa AutoDock Vina fueron
definidos mediante la creacién de un cubo en
el centro geométrico del ligando A70 presente
en la estructura tridimensional seleccionada
(Codigo PDB: 1ZAP), las dimensiones del cubo
fueron 12x16x16 A (x,y,z). Las coordenadas
X, Y, z para el centro del cubo fueron 13.047,
26.228 y 0.894 respectivamente. Para cada
ligando se escogio la pose con el mayor valor
absoluto de afinidad (Kcal/mol).

Resultados

Se evaluaron un total de 13418 compuestos
obtenidos de la libreria PubChem con estructu-
ras similares a A70 (1407), Pepstatin A (7280),
Amprenavir (589), Indinavir (1519), Ritonavir
(1623) y Saquinavir (1000). De acuerdo al con-
senso los compuestos con mejores resultados
corresponden a los sefialados en la tabla 1.

De estos compuestos el que tiene mayor
afinidad por la proteina es el compuesto
18939759 que se encontraba en el grupo del
Indinavir. En la figura 1 se muestra los sitios
de interaccion del ligando con la proteina co-
rrespondientes a los residuos; Asn 301, Asp 86,
Thr 222, Thr 221 (con dos interacciones), Tir
225y Asn 131. En la figura 2, se muestran los
sitios de interaccion para el ligando clasico de
la SAP-2, A70 que corresponden a los residuos
Asn 301, Thr 221, Asp 218 y Asp 86, lo que
muestra un menor numero de interacciones
al compararlo con el compuesto 18939759
que mostré una mayor afinidad por la enzima.
También se realizaron otros analisis utilizando
compuestos quinoidales y AINES, los cudles
mostraron scores muy bajos o negativos. Sin
embargo en el analisis realizado para algunas
estatinas, de acuerdo al valor obtenido en los
scores, podria sugerir una posible interaccién
de algunas de estas moléculas con la candi-
dopepsina-2.

Universidad de Manizales - Facultad de Ciencias de la Salud
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Tabla 1. Compuestos similares a A70, Amprenavir, Indinavir y Saquinavir.

Inhibidor cID Nombre IUPAC Kcal/mol (A.V)
Base
N-[(2S,3R)-4-[(3S,4aS)-3-[(2-methylpropan-2-yl)oxycarbamoyl]- 88
18393039 3,4,4a,5,6,7-hexahydro-1H-isoquinolin-2-yl]-3-hydroxy- ’
A70 1-phenylbutan-2-yljcarbamate

[(2S,3R)-4-[(3S,4aS)-3-[(2-methylpropan-2-yl)oxycarbamoyl]-
18393040 3,4,4a,5,6,7-hexahydro-1H-isoquinolin-2-yl]-3-hydroxy- -8.9
1-phenylbutan-2-yljcarbamic acid
[(2S,3R,3aS,7aR)-2-methyl-3,3a,4,5,6,7a-hexahydro-2H-
Amprenavir 3008202 furo[2,3-b]pyran-3-yI]N-[(2S,3R)-4-[(4-aminophenyl)sulfonyl- -8.9
(2-methylpropyl)amino]-3-hydroxy-1-phenylbutan-2-yljcarbamate
pyridin-3-ylmethyIN-[1-[[4-hydroxy-1,6-diphenyl-5-
Indinavir 18939759 (pyridin-3-ylmethoxycarbonylamino)hexan-2-ylJamino]- -9.3
3-methyl-1-oxobutan-2-yljcarbamate
(2S)-N-[(2R)-2-hydroxy-4-phenyl-1-[[(2S)-pyrrolidine-
2-carbonyl]amino]butyl]-2-(quinoline-3-carbonylamino)butanediamide

Saquinavir 18648267
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Figura 1. Complejo SAP-2 — Ligando 18939759, mostrando los sitios de interaccion para la mejor pose. Vista
tridimensional (Izquierda) y bidimensional (Derecha). Graficos generados mediante Pymol (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 1.7.4 Schrédinger, LLC - open-source), y Ligplot (Wallace A C, Laskowski R A, Thornton
J M (1996). LIGPLOT: a program to generate schematic diagrams of protein-ligand interactions. Protein Eng., 8,
127-134.
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Figura 2. Complejo SAP-2— A70, mostrando los sitios de interaccion para la mejor pose. Vista tridimensional (Izquierda)
y bidimensional (Derecha). Graficos generados mediante Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.7.4 Schrédinger, LLC - open-source), y Ligplot (Wallace A C, Laskowski R A, Thornton J M (1996). LIGPLOT: a

program to generate schematic diagrams of protein-ligand interactions. Protein Eng., 8, 127-134.

Discusion

La busqueda de nuevos antifungicos mas
selectivos y con menos efectos adversos
es un desafio constante. En estudios pre-
vios realizados in vitro con el ligando A70 y
la Pepstatina A se muestran como potentes
inhibidores de la SAP-2 pero no son viables
desde el punto de vista farmacocinético como
antifungicos'. Los resultados del docking
muestran que la busqueda de nuevos ligandos
puede orientarse hacia estructuras similares a
estos compuestos. En el caso de los antirre-
trovirales In vitro se ha mostrado que el am-
prenavir es un potente inhibidor de la proteina
blanco reduciendo la actividad proteolitica de
C. albicans en un 92% 4, mientras que otros
como ritonavir, saquinavir e indinavir inhibirian
la actividad enzimatica en un 45% a 65% pero
dadas las caracteristicas farmacoldgicas y su
relativa toxicidad aun no se considera el uso
los mismos como antifungicos'®. La mayor afi-
nidad mostrada por los compuestos similares

a amprenavir, saquinavir e indinavir sugieren
que estos Inhibidores de proteasas pueden ser
utilizados para la busqueda de inhibidores de
la SAP-2 que sean mas selectivos.

La busqueda de nuevos antifiungicos mas
selectivos y con menos efectos adversos
es un desafio constante, por el incremento
de las infecciones fungicas en pacientes
con algun grado de inmunosupresién o
enfermedad de base. El uso de herramientas
virtuales puede contribuir al disefio de
nuevos farmacos, al tiempo que se plantean
nuevas dianas antifungicas. Los resultados del
presente docking virtual revelan, compuestos
similares a inhibidores de proteasas antirretro-
virales, con una mayor afinidad por la SAP-2,
por ello estos resultados podrian conducirnos
a nuevos farmacos con actividad antifungica,
que sean mas especificos y por tanto menos
toxicos, pero al mismo tiempo se corrobora
que la aspartil proteasa (SAP 2) si puede ser
un blanco para el disefio de nuevos farmacos

Universidad de Manizales - Facultad de Ciencias de la Salud
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