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Abstract

The search for new therapeutic strategies against malaria includes the possibility of finding a selective inhib-
itor of the Plasmodium falciparum Glucose 6-Phosphate Dehydrogenase (G6PD) enzyme, competitive with
Glucose 6-Phosphate (G6P) but not for NADP*, with a significant selectivity toward the Plasmodium enzyme
relative to the human counterpart. Structural models of the P. falciparum G6PD have reflected that this hy-
pothetical inhibitor should have a positive charge at physiological pH.

Malaria Box is a database of 400 candidate compounds to be antimalarial drugs. Among them, 80 com-
pounds comprising Plate A have a higher in vitro efficacy. From all stereoisomers of these compounds, using
computational tools, we will make a selection of those with positive charge at pH=7.4. Then, the rDock
program has been used to perform molecular docking to the G6P binding cavity in Plasmodium enzyme.
Such screening has allowed to eliminate compounds with por properties as binders, while the binding of the
rest has been checked visually using the PyMOL engine.

The results have led to the identification of five compound as potential candidates with inhibitory activ-
ity toward G6PD, MMV665831 being the most relevant one.

Keywords: Malaria box, Plate A, Plasmodium Falciparum, PyMOL Glucose-6-phosphate-dehydrogenase in-
hibition.

Resumen

La busqueda de nuevas estrategias terapéuticas contra la malaria incluye la posibilidad de hallar un inhibi-
dor selectivo de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) de Plasmodium falciparum, caracterizado por
una inhibicidon competitiva respecto a la glucosa 6-fosfato (G6P) pero no respecto al NADP*, asi como con una
significativa selectividad hacia el enzima de Plasmodium comparada con el enzima humano. Los modelos
estructurales de la G6PD de P. falciparum han reflejado que este hipotético inhibidor deberia tener carga
positiva a pH fisioldgico.

La Malaria Box es una base de datos de 400 compuestos candidatos a ser farmacos antimalaricos. Entre
ellos, el Plate A comprende 80 compuestos con mayor eficacia in vitro. A partir de todos los estereoisomeros
de cada uno de dichos compuestos se ha examinado un conjunto de aquellos con carga positiva a pH = 7,4.
Mediante el programa rDock, se ha llevado a cabo el docking de dichos compuestos en el centro de unién
de G6P del enzima de Plasmodium. Tras dicho cribado, que ha permitido descartar aquellos ligandos inade-
cuados para interaccionar en el sitio de unidn de G6P, el resto ha sido valorado mediante inspeccién visual
de sus interacciones con los residuos del centro de uniéon mediante el programa PyMOL.

Los resultados han permitido identificar cinco compuestos como posibles candidatos con potencial acti-
vidad inhibidora, destacando entre ellos el compuesto MMV665831.

Palabras clave: Malaria Box. Plate A, Plasmodium falciparum, PyMOL Inhibidores de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa.
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Resum
La recerca de noves estratégies terapéutiques contra la malaria inclou la possibilitat de trobar un inhibidor
selectiu de la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (G6PD) de Plasmodium falciparum, caracteritzat per una inhi-
bicié competitiva respecte a la glucosa 6-fosfat (G6P) pero no respecte del NADP+, aixi com amb una selecti-
vitat significativa cap a I'enzim de Plasmodium comparada amb I'enzim huma. Els models estructurals de la
G6PD de P. falciparum han reflectit que aquest hipotetic inhibidor hauria tenir carrega positiva a pH fisiologic.
La Malaria Box és una base de dades de 400 compostos candidats a ser farmacs antimalarics. Entre
aquests, el Plate A comprén 80 compostos amb eficacia més elevada in vitro. A partir de tots els estereoiso-
mers de cadascun d’aquests compostos s’ha examinat un conjunt d’aquells amb carrega positiva a pH = 7,4.
Mitjancant el programa rDock s’ha dut a terme el docking d’aquests compostos al centre d’unié de G6P
I'enzim de Plasmodium. Després d’aquest cribratge, que ha permes descartar aquells lligands inadequats
per interaccionar en el lloc d’'unié de G6P, la resta ha estat valorat mitjangant inspeccio visual de les seves
interaccions amb els residus del centre d’unié mitjangant el programa PyMOL. Els resultats han permés
identificar cinc compostos com a possibles candidats amb potencial activitat inhibidora, dels quals destaca
el compost MMV665831.

Paraules clau: Malaria Box. Plate A, Plasmodium falciparum, PyMOL, inhibidors de la glucosa-6-fosfat des-
hidrogenasa.

1. Introduccion

La malaria es una enfermedad parasitaria que afecta al ser humano y tiene un enorme
impacto sanitario. De acuerdo con las ultimas estimaciones de la OMS, mas de 500 mi-
llones de individuos padecen la enfermedad cada afio, con cerca de 2,7 millones de
muertos, la mayoria de ellos nifios. Aunque |la malaria supone un importante problema
a escala global, solo un pequeno nimero de nuevos farmacos han sido recientemente
desarrollados como entidades quimicas ciertamente novedosas. Por desgracia, la toxici-
dad acumulada de muchos farmacos antimaldricos y la amplia extensién de la resisten-
cia del parasito a los antimaldricos de primera y segunda generaciéon (como cloroquina,
primaquina o mefloquina) han disminuido la eficacia de la terapia farmacoldgica. Ade-
mas, las crecientes resistencias a los fdrmacos antimaldaricos de uso actual, como la arte-
misina y sus derivados, demuestran la facilidad con que el pardsito puede desarrollar
resistencias (Kim, 2013).

A pesar del progreso efectuado descifrando el genoma completo de diversas espe-
cies de Plasmodiumy el continuo esfuerzo invertido en el desarrollo de vacunas eficaces,
recientemente muchos informes han constatado la necesidad de centrar la investigacién
en el ciclo vital del parasito y su desarrollo en el huésped para proporcionar la base de
tratamientos prometedores y que tengan un coste econdmicamente efectivo y sosteni-
ble (Callaway, 2007; Lorenz, 2011). En este contexto, uno de los rasgos caracteristicos de
la infeccién es que Plasmodium se multiplica en los glébulos rojos del huésped con la
generacion de estrés oxidativo. En ese punto, la via de las pentosas fosfato, tanto del
huésped como del parasito, son cruciales para neutralizar las especies reactivas del oxi-
geno (ROS) mediante el NADPH generado en la conversién de glucosa 6-fosfato a ribulo-
sa 5-fosfato por tres enzimas: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), 6-fosfoglucono-
lactonasa (6PGL) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa. Ademas, en el parasito la via de las
pentosas fosfato también contribuye a la sintesis de acidos nucleicos y acidos grasos
(Mason, 2007).

Son diversas las evidencias que han sefialado que la actividad de la via de las pen-
tosas fosfato es crucial durante la infeccidn eritrocitica. Asi, se ha observado que la defi-
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ciencia en G6PD alcanza niveles polimdrficos en poblaciones de areas donde la malaria
es endémica, seleccionando y protegiendo contra la malaria a los individuos deficientes
en G6PD (Guindo, 2007). Ademas, en los eritrocitos infectados, la actividad de la via de
las pentosas fosfato se incrementa 78 veces, principalmente debido a la via de las pen-
tosas fosfato del parasito (Atamna, 1994). Finalmente, la G6PD y la 6PGL parecen des-
empefiar un papel metabdlico esencial en el ciclo eritrocitico del parasito, ya que el si-
lenciamiento génico transitorio causa la detencién de su ciclo bioldgico en la etapa de
trofozoito e incrementa la formacién de gametocitos (Crooke, 2006; Preuss, 2012).

La G6PD de P. falciparum tiene 911 residuos, con una extensa porcién del extremo
C-terminal (residuos 311 a 911) claramente homdloga a la G6PD de otras especies, tanto
eucariotas como procariotas. El resto de la proteina corresponde a un fragmento adicio-
nal de 300 residuos en el extremo N-terminal. Se ha comprobado que esta porcién N-
terminal de la G6PD de P. falciparum es la que contiene la actividad 6PGL, dejando pro-
piamente la actividad G6PD en la porciéon C-terminal. Es pues un enzima bifuncional,
G6PD-6PGL, Unicamente encontrado en este parasito (Preuss, 2012; Jortzik, 2011).

Los modelos estructurales de la G6PD humana y de la bacteria Leuconostoc mesen-
teroides estan disponibles en el Protein Data Bank (PDB) (Clarke, 2001; Naylor, 1996).
Han sido utilizados por el equipo de investigacion coordinado por el Dr. F. Javier Luque
para construir un modelo en 3D de la G6PD de P. falciparum, mediante modelado por
homologia. Inesperadamente, la comparacién entre el enzima humano y el de P. falcipa-
rum puso en evidencia la existencia en este Ultimo de una mutacion significativa en la ca-
vidad del sustrato (glucosa 6-fosfato), que deberia alterar tanto la forma como la polaridad
del sitio de unién. Los cribados farmacoldgicos efectuados para caracterizar la actividad de
un hipotético inhibidor de la G6PD de P. falciparum han llevado a dos conclusiones:

a) Podria disenarse un inhibidor de la actividad G6PD del enzima bifuncional de P.
falciparum que a su vez fuese un muy leve inhibidor de la G6PD humana.

b) Tal inhibidor seria competitivo respecto a la glucosa 6-fosfato y no competitivo
respecto el NADP*.

En definitiva, estas evidencias revelan el papel esencial de la G6PD en el ciclo vital
de Plasmodium y proporcionan la base tedrica para los beneficios terapéuticos potencia-
les que podrian originarse a partir del desarrollo de inhibidores selectivos de la G6PD de
Plasmodium.

2. Objetivos

La enzima G6PD es una diana terapéutica de suma relevancia por dos motivos. Primero,
representa un enzima clave de cara a profundizar en los mecanismos bioquimicos que
regulan el ciclo de vida de Plasmodium. Segundo, la existencia de diferencias estructura-
les con respecto al enzima humano abre la puerta al disefio de inhibidores selectivos,
permitiendo abordar nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la malaria.

En este contexto, el objetivo de este trabajo sera comprobar si los compuestos del
Plate A de la Malaria Box (base de datos con 400 posibles candidatos a ser farmacos an-
timalaricos) se acoplan a la cavidad de unidn a la glucosa 6-fosfato del enzima de P. falci-
parum. En caso afirmativo, ello permitiria identificar un compuesto precursor para el
desarrollo de farmacos de elevada afinidad y selectividad.
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Para ello emplearemos un programa de docking molecular, rDock, tras haber rea-
lizado un cribado de los compuestos de la Malaria Box basandonos en dos criterios. En
primer lugar, la actividad antimalarica del compuesto experimentada in vitro y, en segun-
do lugar, su carga electrostatica, pues se ha comprobado en modelos estructurales com-
putacionales que este hipotético inhibidor selectivo de la G6PD de P. falciparum deberia
ser un compuesto con carga positiva a pH fisioldgico.

3. Material y métodos
La metodologia que se ha utilizado consta de cuatro elementos principales:

« Malaria Box: Base de datos que contiene los posibles candidatos a ser inhibido-
res de G6PD.

» Marvin: Paquete informatico mediante el cual transformaremos los compues-
tos de la Malaria Box codificados en SMILES a estructuras bidimensionales para
conocer la molécula y al mismo tiempo evaluar su carga, tautémeros y estere-
oisdbmeros.

o rDock: Paquete informatico utilizado para realizar el docking, es decir, el proce-
so por el cual se intenta encontrar puntos de anclaje, de interaccién atractiva,
entre una molécula (ligando) y una regiéon de una macromolécula (dominio de
una proteina en este caso), dando como resultado una sucesién de posibles
soluciones, cada una de ellas con una puntuacion en funcién del estado energé-
tico de la unién ligando-receptor.

e PyMOL: Programa informatico cuya finalidad basica es visualizar en 3 dimensio-
nes como las soluciones obtenidas mediante el docking pueden encajar en la
cavidad de la proteina o dominio de unién al ligando.

3.1. Malaria Box

En 1999, en Suiza, se crea la organizacion sin animo de lucro: Medicines for Malaria Ven-
ture (MMV), patrocinada tanto por entidades gubernamentales de distintos paises como
por entidades privadas. A lo largo de sus quince anos de existencia, MMV ha ido crecien-
do y recogiendo informacién sobre posibles candidatos a ser farmacos con actividad
antimaldrica. Esto se ha traducido en la llamada «Malaria Box», una lista de 400 com-
puestos actualizada anualmente. Para poder ser incluido en la Malaria Box, un compues-
to debe:

o Haber probado ser eficaz in vitro contra los trofozoitos sanguineos de la cepa
3D7 (sensible a cloroquina pero resistente a sulfadoxina), utilizando la cloro-
quina y la artemisina como controles positivos. La eficacia se expresa en fun-
cion de la EC, (concentracion a la que se consigue el 50% de su efecto maxi-
mo).

» Haber probado no ser citotdxico sobre la linea de cultivo celular HEK-293 (célu-
las de rifién de embridon humano), utilizando la puromicina como control positi-
vo (Duffy, 2012)
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La Malaria Box se presenta en forma de archivo Excel con 400 compuestos candi-
datos a ser farmacos antimaldricos y donde se expone para cada uno de ellos toda una
serie de datos, que entre otros incluye:

« Numero de identificacidn particular para la MMV

o Estructura del compuesto expresada en formato SMILES

» EC, contrala cepa 3D7 de P. falciparum

» Cédigo de identificacion del compuesto segun la base de datos ChEMBL (gestio-
nada por el European Bioinformatics Institute)

« Compaiiia farmacéutica que aporta la identidad del compuesto

La tabla completa y actualizada de la Malaria Box es accesible en el link:

http://www.mmv.org/sites/default/files/uploads/docs/RandD/MalariaBox-
400compoundsAPRIL2013.xls

Asu vez, esta lista de 400 compuestos esta dividida en cinco Plates, de 80 compuestos
cada uno: Plate A, Plate B, Plate C, Plate D y Plate E. En este trabajo nos centraremos en el
Plate A, por ser el conjunto de compuestos con actividad antimaldrica mas potente in vitro.

3.2. Marvin

Marvin es un conjunto de programas informaticos desarrollados por la empresa ChemA-
xon con el objetivo de facilitar el disefio virtual de farmacos. El paquete bdsico consta de
cuatro programas:

« MarvinSketch: editor para dibujar estructuras quimicas.

» MarvinSpace: permite la visualizacion en 3 dimensiones de macromoléculas:
proteinas y acidos nucleicos.

« MarvinView: Permite la visualizacion tanto en 2 como en 3 dimensiones de
moléculas relativamente sencillas. Concretamente, es ideal para visualizar los
ligandos. Ademas, partiendo de la molécula con su cddigo SMILES, permite ob-
tener la proporcién a pH = 7,4 de cada uno de sus estados de ionizacién y tau-
témeros, al poder calcular los valores de pKa de cada heteroatomo de la molé-
cula (bdsicamente N y O). Fue esencial en el cribado inicial de compuestos, para
seleccionar aquellos con carga positiva a pH fisioldgico.

o Structure Checker: Herramienta para corregir los errores en las construcciones
guimicas o detectar donde estan situados determinados elementos estructurales.

De los cuatro programas adquiridos, fueron utilizados principalmente Marvin-
View, fundamental para la primera parte del trabajo, y también MarvinSpace,
como complemento a PyMOL en la segunda parte del trabajo.

3.3. rDock

Partimos de una macromolécula que presenta una zona a la que se uniran los ligandos

que vamos a estudiar. Esta macromolécula puede ser una proteina o un acido nucleico,
sin embargo, en el caso que nos ocupa Nos vamos a centrar en las proteinas.
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El docking es un método de encaje y prediccidn de afinidad que, partiendo de una
posicién inicial del ligando, identifica un minimo local de la funcién energia potencial del
complejo ligando-receptor.

Para ello es necesario definir una cavidad que limitard la zona de busqueda por
parte del docking. Hay dos métodos para definir esta cavidad. El mas sencillo y que es el
gue hemos empleado es el método del ligando de referencia. Primero debemos concre-
tar cual serd este ligando de referencia, que, en general, corresponde al ligando natural
del receptor o enzima que queremos evaluar. En nuestro caso, la proteina serd G6PD y el
ligando de referencia serd glucosa 6-fosfato. La cavidad donde se efectuara el docking ven-
dra definida a partir de la posicién conocida del ligando de referencia en la proteina. La ca-
vidad consistird en el volumen accesible dentro de una distancia especifica al ligando de re-
ferencia. Es decir, para cada atomo del ligando de referencia se construye una esfera de un
radio fijo R centrada en ese dtomo. Se efectla la reunién de todas las esferas para cada
atomo del ligando de referencia y se excluye la interseccidn entre dicha reunidn y el espa-
cio ocupado por la proteina. El resultado sera la cavidad en la que se efectuara el docking.
El programa (perteneciente al paquete rDock) que construira la cavidad sera el rbcavity.

A continuacioén se preparan los ligandos con los que se efectuard el docking. Se lle-
vara a cabo con el programa LigPrep, que consiste en un pre-procesado de los ligandos,
para asignarles una estructura en 3D con la topologia correcta, drdenes y angulos de en-
lace correctos, conformaciones de baja energia (en especial con los anillos flexibles), etc.

Ahora llevaremos a cabo el docking propiamente dicho, mediante el programa rb-
dock. Partiendo de una posicion inicial del ligando, se lleva a cabo un proceso iterativo
que finaliza cuando la funcién de puntuacion o SCORING alcanza un minimo local. Esta
funcion se denotard S*®' y se define como la suma ponderada de las funciones: S,
gintra Gsite y, grestraint e evalUan diferentes factores que influyen en la estabilidad del li-
gando en su posicidn. En particular:

« Simer: cyantifica la energia potencial de la unidn proteina-ligando (o RNA-ligan-
do). Representa el sumando con mas peso especifico de S*®!, pues evalla el
componente energético mas importante: el que atafie a las interacciones entre
el ligando y la macromolécula.

« Smr: cyantifica el cambio en la energia del ligando relativa a los cambios confor-
macionales que sufre desde el momento en que se introduce en la cavidad (al
inicio del proceso iterativo) hasta que se alcanza el minimo local.

» S cuantifica la energia de las regiones flexibles del sitio de unidn al ligando en
la proteina (o RNA). En nuestro caso, los Unicos enlaces flexibles en el sitio de
union al ligando seran: el O-H del hidroxilo y los N-H de la amina primaria pro-
tonada —NH,".

o Srestr@int: conjunto de funciones de restriccion no ligadas a ninglin elemento fisico
gue pueden ser usadas para desviar el calculo del docking de varias formas uti-
les, ejerciendo asi una influencia sobre las soluciones finales.

Cada vez que termina el proceso iterativo porque se ha alcanzado un minimo local de
la funcién S*®!, este valor se guardara como el SCORE asociado a la solucién obtenida por
el docking, que es la posicidon que ha acabado ocupando el ligando (Ruiz-Carmona, 2014).

Fijamos un nimero maximo N de soluciones para el docking, es decir, N posiciones
del ligando, cada una asociada a un SCORE (minimo local de la funcion S*®!). A continua-
cion un simple comando nos permitird ordenar todos estos SCOREs, empezando por el
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mas negativo. Tendremos una lista ordenada que empezara con el minimo absoluto ob-
tenido de la funcidn S*®' (SCORE mas favorable), seguido del resto de minimos locales de
Stotal (e| resto de SCORES).

Con esto finalizara el proceso del docking, aunque debemos remarcar que no
siempre la solucién con el SCORE mas favorable sera aquella que nos servira. Hay otros
factores que deben tenerse en cuenta (como, por ejemplo, el conocimiento de las inte-
racciones que estamos buscando), y no siempre acabaremos escogiendo la éptima des-
de un punto de vista estrictamente energético.

3.4. PyMOL

PyMOL es un programa para la visualizacién molecular en 3 dimensiones tanto de macro-
moléculas (como nuestra proteina G6PD) como de ligandos relativamente sencillos. Pre-
senta una diversidad muy amplia de opciones a la hora de dar la imagen visual de cualquier
estructura quimica, caracterizando pardmetros geométricos del complejo ligando-protei-
na. Gracias a ello, podremos intentar reconocer el conjunto de interacciones que modulan
la unidn del ligando, proporcionando elementos para juzgar la bondad del docking.

4. Resultados
4.1. Seleccion de los compuestos de Malaria Box

La base de datos Malaria Box retdne una lista de 400 compuestos obtenidos mediante
sintesis quimica que han probado su efectividad como agentes antimalaricos, si bien no
se ha identificado su mecanismo de accién, incluyendo la(s) posible(s) diana(s) que regu-
la su actividad.

De cara a examinar la posibilidad de que alguno de dichos compuestos pudiese
ejercer su accion antimaldrica a través de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) de
Plasmodium falciparum, se planted realizar un estudio de docking con el objeto de deter-
minar posibles compuestos con capacidad de interaccionar en el centro de unién de la
glucosa-6-fosfato (G6P). Ello obedece a estudios previos realizados en el grupo, que han
mostrado una diferencia significativa entre los enzimas de Plasmodium y humanos, lo
que implicaria la existencia de una carga neta positiva en la estructura quimica de un
hipotético inhibidor competitivo de G6PD.

Basandonos en el requisito de carga indicado anteriormente, se efectud un primer
cribado de los compuestos incluidos en Malaria Box. Mediante el programa MarvinView
se seleccionaron solo aquellos compuestos cuya forma mayoritaria a pH = 7,4 tuviese
carga positiva, incluyendo también aquellos con carga positiva en proporcion no mayori-
taria, pero aun asi relevante. Ello condujo a un listado de 156 compuestos, que incluia
121 cuya forma mayoritaria a pH = 7,4 tenia carga positiva, asi como 35 con carga positi-
va en una proporcion relevante aunque no mayoritaria.

La base de datos Malaria Box solo define los compuestos en funcidn de su codigo
SMILES, que no distingue entre los diferentes estereoisémeros. Esto significa que los
anteriores 156 compuestos representaban un nimero mayor de estructuras, pues para
cada uno de ellos debemos considerar todos sus estereoisomeros. De hecho, si estos se
incluyen, la lista anterior pasa a ser de aproximadamente 700 compuestos. El aun exce-
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sivo numero de compuestos candidatos nos llevé a la necesidad de efectuar cribados
adicionales.

Un criterio adicional de cara a la seleccidn de los compuestos es su actividad, ex-
presada como EC, , que permitio subdividir los compuestos de Malaria Box en 5 subcon-
juntos o Plates, de los cuales el Plate A englobaba los compuestos mas potentes. Selec-
cionando de la lista anterior tan solo aquellos pertenecientes al Plate A, la lista se reduce
a 36 compuestos (Tabla 1), que representan un total de 55 estructuras cuando se tienen
en cuenta sus estereoisémeros.

Tabla 1. Seleccion de los compuestos del Plate A con carga positivaa pH =7,4

Compuesto | SMILES Carga Poblacién
Especie predominante con carga positiva

MMV019406 CCC1(C)CC(CCNCe2ccccc20)(CCO1)c3eee(C)ec3 +1 84,057%
0 15,863%

MMV006278 CCC1=C(C)C(=N)c2ccccc2N1C +1 99,999%
MMV020439 CCn1c(CN2CCN(Cc3cccee3)CC2)ncdec(NC(=0)c5cees5)cecl4 +1 74,139%
MMV396672 C(F)(F)(F)c(ccl)cec1C(=0)NCC(N2CCCCCC2)c(ces3)c3 +1 91,001%
MMV008416 CCCC1=C(CC)C(=N)c2ccccc2N1C +1 99,999%
MMV006203 Cclcc(NCCN2CCCCC2)c3cccdcccec4c3nl +2 54,671%
+1 41,915%

MMV020549 CC1CCN(Cc2ccc(NC(=0)c3cchcecc5ceecenc5c4[nH]3)cc2)CCl +1 98,105%
MMV000448 CN(C)CCCNclc2ceccc2ne3cccecl3 +2 97,465%
MMV020500 CNCCCNclcenc2cc(Cl)eccl2 +1 55,144%
+2 44,704%

MMV020788 Oclccccc1CNCC23CC4CC(Cc(ca)c2)c3 +1 84,427%
0 15,504%

MMV665785 CC(C)(C)clcec(O)c(CNC2CCeee2)cl +1 89,706%
0 10,226%

MMV006172 CN1CCN(CC1)c2ccc(Nc3cdcccccdnc5eccec35)cc2 +2 73,504%
+1 19,214%

+1 5,751%

MMV006087 ¢(c(ccn1)NCCN(CC)CC)(ccc(Cl)c2)c12 +1 59,632%
+2 39,349%

MMV006455 CCCN(CCC)CC(0)COc1ccceclC(=0)Nc2ceccc2 +1 99,598%
MMV665782 COclcce2neec(C(0)C3CC4(CCN3CC4)C=C)c2cl +1 96,787%
MMV009063 OC(CNC1CCCCC1)Cn2c3ccecc3cdcccec24 +1 99,845%
MMV396703 ¢12c¢c(ncncINCCN(CC)CC)c3c(cec(Cl)ec3)[nH]2 +1 98,765%
MMV020548 CCN1CCN(Cc2ccc(NC(=0)c3cclcecc5cecenc5c4[nH]3)cc2)CCl +1 67,084%
+1 25,865%

MMV008956 CCOc1cc2CCNC(c3cc(0C)c(0)cc3Cl)c2cc10CC +1 59,202%
MMV396693 [n+]1(C)c2c(ccee2)nc(cce(NCCO)c3)c13 +1 99,606%

Especie con carga positiva relevante, pero no mayoritaria

MMV019871 Fclccc2[nH]c3c(NCCCN4ACCOCC4)ncnc3c2cl +1 37,628%
MMV008138 €12¢(CC(C(0)=0)NC1c3ccc(Cl)cc3Cl)cac(cecccd)[nH]2 0 58,098%
MMV665831 CCOC(=0)c1c(NC(=0)c2cceec2)sc3c(0)c(CN(CC)CC)cecl3 0 89,029%
+1 9,744%

MMV665841 CCCclcc(0)c2C3=C(CN(C)CC3)C(=0)0c2cl +1 20,355%
0 14,923%

MMV006861 C1CN(CCO1)c2ccc(Nc3cencdcc5cececec5cc34)cc2 +1 34,206%
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4.2. Docking de los compuestos seleccionados

El docking de las 55 estructuras generadas a partir de los 36 compuestos de la Tabla 1 se
realizd con el programa rDock. Tal como se indicd en «Materiales y métodos», para cada
ligando se obtiene una serie de soluciones (pose) junto a su correspondiente puntuacién
o score. Para el andlisis de los resultados, se seleccionaron aquellas estructuras cuyas
5 primeras soluciones tengan una puntuacion inferior a -25. Esta condicion redujo el
numero de estructuras a la mitad, quedando limitada a 28.

Una de las caracteristicas del hipotético inhibidor selectivo de la G6PD de P. falci-
parum es que debe ser competitivo respecto a G6P. Al visualizar mediante PyMOL las
soluciones del docking obtenidas para cada una de estas 28 estructuras, observamos que
12 de ellas tienen practicamente todas sus soluciones fuera del sitio de unién de la G6P.
Ello indica que, independientemente del efecto que pueda provocar su unién a la protei-
na, dificilmente pueden ser inhibidores competitivos respecto a la G6P. Por ello, tras eli-
minarlas, quedan 16 estructuras, que corresponden a 11 ligandos diferentes (Tabla 2).

Tabla 2. Relacién de estructuras seleccionadas tras el analisis de docking del centro
de unidn de G6P. Se incluye la puntuacién obtenida para las 10 primeras soluciones
de cada estructura. También se incluyen las soluciones obtenidas para G6P,
considerado como ligando de referencia.

©Universitat de Barcelona

G6P MMV006172.1 | MMV006203.2 MMV006861 MMV008138.2
1 -36.499 -30.956 -31.988 -31.791 -28.910
2 -35.580 -30.854 -31.866 -30.689 -27.956
3 -34.484 -30.538 -31.774 -29.871 -27.802
4 -34.278 -30.464 -31.702 -29.384 -27.795
5 -33.284 -30.067 -31.574 -29.365 -27.652
6 -32.956 -29.968 -30.655 -29.020 -27.628
7 -32.518 -29.929 -30.503 -28.800 -27.614
8 -32.443 -29.819 -29.895 -28.715 -27.537
9 -32.325 -29.710 -29.280 -28.692 -27.384
10 -32.285 -29.564 -28.909 -28.418 -26.795
MMV008138.3 | MMV008138.4 | MMV009063.1 | MMV009063.2 | MMV020439
1 -31.664 -29.514 -26.912 -31.704 -31.432
2 -30.960 -29.388 -26.591 -31.094 -29.887
3 -27.054 -29.294 -26.388 -28.808 -29.458
4 -27.000 -28.923 -26.062 -27.618 -28.581
5 -26.754 -28.909 -25.637 -27.379 -26.180
6 -26.741 -28.787 -25.186 -27.007 -25.947
7 -26.684 -28.786 -25.141 -26.170 -25.226
8 -26.620 -28.688 -24.898 -24.985 -24.472
9 -26.398 -28.677 -24.826 -24.382 -23.745
10 -26.333 -27.701 -24.808 -24.331 -23.742
MMV020548.1 | MMV020548.2 | MMV020549.1 | MMV020788.1 | MMV665831.1
1 -29.605 -29.596 -28.864 -30.736 -43.151
2 -28.568 -27.067 -28.686 -30.080 -42.805
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3 -27.818 -26.989 -28.217 -27.020 -42.375
4 -27.251 -26.567 -27.674 -26.302 -42.152
5 -27.235 -26.083 -26.855 -26.246 -40.757
6 -26.557 -25.874 -26.568 -26.124 -40.571
7 -26.372 -25.501 -25.832 -25.600 -40.309
8 -25.970 -25.456 -25.540 -25.428 -40.230
9 -24.878 -25.344 -25.442 -25.160 -39.181
10 -24.802 -25.220 -25.092 -25.091 -39.125
MMV665831.2 | MMV665841.1
1 -48.574 -28.679
2 -45.727 -28.334
3 -44.236 -27.388
4 -43.951 -27.282
5 -43.722 -27.144
6 -43.529 -27.042
7 -43.420 -26.658
8 -43.397 -25.552
9 -43.032 -25.353
10 -43.018 -24.983

Cabe indicar que el docking de G6P, utilizado como compuesto de referencia, con-
dujo a una solucidn satisfactoria, por cuanto refleja la orientacién encontrada en la es-
tructura cristalografica disponible para G6PD de Leuconostoc mesenteroides (Figura 1)
(Ruiz-Carmona, 2014). Por otra parte, la puntuacion obtenida (-36.499) puede utilizarse
como una referencia para valorar la puntuacidn de las estructuras ensayadas como po-
tenciales inhibidores.

‘ \
 @aGLN-387 N
- ‘,\\ N 4

Figura 1. Interacciones entre la G6P y la G6PD.

Con respecto a las estructuras extraidas de Malaria Box, tan solo en 3 de ellas he-
mos escogido como éptima aquella solucién con una puntuacién mas favorable, des-
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pués de haber inspeccionado visualmente su interaccion en el centro de unién de G6P.
En las 13 restantes hemos escogido una solucién asociada a una puntuacioén inferior. Ello
obedece al hecho de que las funciones de puntuaciéon empleadas en los métodos de
docking tienen una precisién limitada debido a su caracter empirico, siendo necesario
validar mediante inspeccién visual la estructura mads representativa. Asi, en algunos ca-
sos las soluciones con mejor puntuacion presentaban la estructura, bien fuera del sitio
de unién de la G6P, o bien aparentemente con escasas interacciones atractivas con los
residuos del dominio de unién a la G6P.

La Figura 2 muestra la disposicidn de las 16 estructuras indicadas en la Tabla 2 en
el centro de union de G6P, remarcando las interacciones de puente de hidrégeno esta-
blecidas entre ligando y receptor.

MMV006172.1

MMV006203.2

LYS-353
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MMV008138.2

MMV008138.3
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MMV008138.4

MMV009063.1

MMV009063.2
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MMV020439

MMV020548.1

MMV020548.2
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MMV020549.1

MMV020788.1

MMV665831.1
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MMV665831.2

MMV665841.1

HO

NHY(S)
)
cH,

Figura 2. Representacion del modo de unién de los compuestos
seleccionados en el centro de unién de G6P.

5. Discusion

La tabla con las puntuaciones de los diferentes ligandos, comparadas con las del ligando
de referencia (G6P), es muy indicativa. En ella podemos apreciar la gran diferencia entre
las puntuaciones maximas (en valor absoluto) del ligando de referencia y las de los ligan-
dos a evaluar. Por poner un ejemplo, si exceptuamos los ligandos MMV665831.1 y
MMV665831.2, las 10 mejores puntuaciones del ligando de referencia son menores que
-32, mientras que la puntuacién éptima de todos los ligandos (salvo los dos anteriores)
nunca llega a ser inferior a -32. Todos estos ligandos, salvo los dos mencionados anterior-
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mente, parten con una desventaja sustancial al presentarse como candidatos a inhibido-
res competitivos de la G6PD, puesto que un buen inhibidor competitivo deberia mostrar
puntuaciones similares al ligando natural (G6P) o incluso mejores.

Las dos mejores puntuaciones corresponden a MMV665831.1 y MMV665831.2,
que, de hecho, son dos formas con distinta carga de la misma molécula: la forma zwitte-
rionica (MMV665831.1) se presenta en un 89,0% a pH = 7,4, mientras que la forma con
carga positiva (MMV665831.2) se presenta en un 9,7% a este pH. Debe hacerse notar que
la forma zwitteridnica implica la desprotonacion del grupo hidroxilo, que llevaria a la for-
macién de una interaccidén intramolecular entre cargas opuestas. No obstante, tal como
se apuntd anteriormente, debe tenerse la precaucién de no sobrestimar la confianza en
las poblaciones relativas de ambas especies, pues parece razonable esperar que la estruc-
tura MMV665831.2 tenga un mayor peso en solucién acuosa a pH fisioldgico.

Con MMV665831.1, las cuatro primeras soluciones del docking, previas a la que
muestro en el dibujo, quedaban alejadas del sitio de unién a la G6P, pero la quinta solu-
cion muestra una molécula encajando razonablemente bien con el dominio de unién a
la G6P, con cinco interacciones por puente de hidréogeno. A esta solucién le corresponde
una puntuacién de -40.757, cuatro unidades inferior que la obtenida para G6P, que invo-
lucra una interaccidn electrostatica entre el grupo amino terciario protonado con el resi-
duo Glu224 y una interaccién del grupo amida con los residuos Asp-243 y Lys-156.

MMV665831.2, que presenta una carga formal +1, se orienta de forma opuesta a
la solucidn obtenida para MMV665831.1. Asi, la posicién de ambas moléculas en el sitio
de unién a la G6P esta practicamente invertida (téngase como referencia el Asp-243y la
Lys-353 en la proteina, y el grupo fenilo y la amina terciaria protonada como ambos ex-
tremos del ligando). Las dos primeras soluciones de MMV665831.2 son muy similares,
mostrando interacciones entre la amina terciaria protonada y el residuo Asp-234, asi
como entre el grupo carbonilo de la amida y el residuo Lys-353.

Con excepcidn de estas dos estructuras, hay 4 estructuras con una puntuacién
ligeramente superior a la de G6P: MMV006172.1, MMV006203.2, MMV008138.3 vy
MMV009063.2, cuya puntuacion se halla entre -32 y -30. Ademas, dichas soluciones se
hallan entre las 3 primeras orientaciones predichas por el programa de docking:

a) La uniéon de MMV006172.1, con dos cargas positivas, involucra interacciones
con los residuos Glu-224 y Asp-243, asi como con el oxigeno carbonilico de Lys-
156.

b) La interaccién de MMV006203.2, con una carga positiva, involucra la interac-
cion electrostdtica con el residuo Asp-243 y un puente de hidrégeno entre el
nitrégeno del sistema triciclico y el residuo Lys-353.

¢) La fijacion de MMV008138.3, sin carga formal, estd mediada por contactos
electrostaticos con los residuos Lys-156, Lys-353 y Asp-243.

d) Finalmente, MMV009063.2, con carga +1, involucra contactos con Tyr-187, GIn-
387y Lys-190.

Asi pues, con la excepcién de MMV009063.2, la unidn de los ligandos con mejor
potencial como posibles inhibidores competitivos de G6P estd mediada por cuatro resi-
duos esenciales, que corresponden a Glu-224, Asp-243, Lys-156 y Lys-353. Ello mani-
fiesta la elevada polaridad del centro de union de G6P, lo cual puede representar una
dificultad afiadida para la identificacién de inhibidores con elevada potencia y selectivi-
dad.
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6. Conclusion

El proceso de cribado y seleccidn presentado en esta memoria ha permitido conducir a
la identificacion de cinco compuestos descritos en Malaria Box como posibles inhibido-
res del enzima G6PD de Plasmodium falciparum. Dichos compuestos responden a los
cédigos MMV665831, MMV006172, MMV006203, MMV008138 y MMV009063.

Dado que es sabido que dichos compuestos presentan una eficacia antimalarica,
seria deseable confirmar su posible interaccién en el centro de unién del enzima. Con
esta finalidad, aunque excede el objetivo de este trabajo, se prevé la realizacidn de si-
mulaciones de dindmica molecular, que permitirian analizar la estabilidad estructural y
energética del complejo ligando-receptor. Si dichas simulaciones confirman la estabili-
dad del complejo, se recomendaria la compra de dichos compuestos para proceder a su
evaluacion farmacoldgica frente a esta diana, aprovechando la colaboracién mantenida
entre el equipo de investigacion y el grupo del profesor José Maria Bautista, de la Univer-
sidad Complutense de Madrid.

Finalmente, este trabajo aporta la informacidn necesaria para definir criterios que
ayuden a seleccionar aquellas interacciones relevantes con el enzima, permitiendo la
exploracidn de nuevos compuestos con motivos estructurales diferentes.
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