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Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de
aplicacion, metodologia, resultados y conclusiones del trabajo.

La MCADD, deficiencia en acyl-CoA deshidrogenasa de cadena media es una enfermedad
metabolica rara de caracter hereditario, cuya variacion patogénica mayoritaria es la
MCADK304E. Este intercambio de una lisina por un acido glutdmico en la posicion 304
introduce 4 cargas negativas anormales en el core de la proteina, haciendo que los enfermos con
esta alteracion posean tan solo una actividad enzimatica del 40%, poniendo en compromiso el
desarrollo de un metabolismo normal. En este proyecto se han analizado bioinformaticamente
70.000 moléculas con el fin de encontrar una serie de candidatos a farmacos efectivos frente a la
enfermedad. En funcién de las caracteristicas estericas/electrostaticas de los posibles ligandos se
elabord una lista de candidatos potenciales (hits), seleccionada mediante virtual screening. Los
100 compuestos con mejor puntuacion fueron estudiados en detalle, escogiendo a 20 de ellos
(leads) para, mediante algoritmos de docking, analizar su interaccion con MCADK304E. A su
vez se evaluaron sus propiedades farmacocinéticas mediante los criterios ADME-Tox,
reduciendo hasta 14 el ntimero de candidatos seleccionados para adentrarse en las fases
intermedias del desarrollo de farmacos con garantia.

Un proyecto ambicioso que combina diferentes herramientas informaticas para abordar
problemas bioldgicos, dard a conocer el atractivo del area de las enfermedades raras y la
necesidad de encontrar farmacos eficaces frente a ellas.




Abstract (in English, 250 words or less):

MCADD, the deficiency in medium chain acyl-CoA dehydrogenase is a metabolic orphan
disease of hereditary character, whose major pathogenic variation is MCADK304E. This
exchange of a lysine by a glutamic acid in position 304 introduces 4 abnormal negative charges
in the core of the protein, making patients with this alteration possess only an enzymatic activity
of 40%, compromising the development of their metabolism. In this project, 70,000 molecules
have been analyzed bioinformatically in order to find few candidates for beeing an effective
drug against the disease. Based on the steric / electrostatic characteristics of the possible
ligands, a list of potential candidates (hits) was drawn up, selected by virtual screening. The 100
compounds with the best score were studied in detail, choosing 20 of them (leads) to, thanks of
docking algorithms, analyze their interaction with MCADK304E. In turn, their pharmacokinetic
properties were evaluated using the ADME-Tox criteria, reducing the number of candidates
selected to enter the intermediate stages of drug development with a guarantee up to 14.

An ambitious project that combines different computer approaches for solve biological
problems and that will reveal the attractiveness of the area of orphan diseases and the need to

find effective drugs for the patients.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

En este TFM se abordara la busqueda de un tratamiento farmacéutico para la deficiencia en
acyl-CoA deshidrogenasa (MCADD) a través de la bioinformaticarii.

La MCADD es un defecto congénito transmitido por herencia autosomica recesiva que
afecta a una media de 1:10.000 personas. Es, por tanto, una enfermedad hereditaria rara y su causa
principal es la mutacion ¢.985A>G en el gen ACADM, que resulta en el reemplazamiento de una
lisina por un acido glutdmico en la posicion 304 de la acyl-CoA deshidrogenasa de cadena media
(MCAD)s). La proteina mutada alcanza tan solo el 35-45% de su actividad enzimatica, dando lugar
a un fallo en la oxidacion de acidos grasos de cadena media. La consecuencia inmediata de este
déficit de actividad es una rapida crisis metabolica, habitualmente acompafiada de vomitos,
hipoglucemia hipocetdnica e incluso complicaciones como el coma o la muerte prematura si no tiene
lugar una intervencion médica adecuadaj22).

Hasta el momento no se ha identificado un farmaco eficaz frente a la enfermedad, sin
embargo se ha encontrado la posibilidad de mejorar levemente los sintomas a través del aporte de
cofactores, como la riboflavinars). Es por ello que se ha decidido abrir una nueva via de busqueda,
que permita encontrar un compuesto capaz de aumentar la calidad de vida de los pacientes.

Al tratarse de una enfermedad rara, donde la informacion experimental disponible es escasa
y la inversioén en investigacion casi inexistente, se puede explotar y dar a conocer el potencial de la
bioinformatica. Facilitar la llegada de recursos econdomicos[31] a empresas emergentes en el sector de
las llamadas «orphan deseases» ha favorecido su crecimiento, llegando estas a revalorizarse hasta los
60 — 400 millones de dolaresiiol. El progreso se ha visto reflejado en la salida a mercado de 39
farmacos efectivos en el ltimo afio. El retorno econémico para el sector alcanz6 el pico de los 114
billones$ en 2017, aumentando un 12% respecto a 2015 y con previsiones de doblarse en los
proximos afos[4]. Es pues evidente tanto el atractivo como la necesidad social de introducirse en el
sector, teniendo en cuenta que aun existen alrededor de 7000 enfermedades raras sin tratamiento
alguno.

En resumen, este trabajo pretende encontrar una serie de compuestos capaces de postularse
como farmacos efectivos para la MCADD, explotando las herramientas informaticas para abaratar
los costes de produccion farmacologica, realizando varias etapas del descubrimiento de fAirmacos a
través de un ordenador. A su vez, se pretende visibilizar las orphan deseases y su potencial como
nicho de mercado con el fin de favorecer la creacion de nuevos fArmacos para los pacientes con este
tipo de enfermedades.

1.2 Objetivos del Trabajo

El objetivo de este trabajo no es otro que el de encontrar una serie de compuestos,
candidatos a farmacos que puedan ser efectivos frente a la MCADD. Al ser un objetivo ambicioso y
el tiempo disponible escaso, se ha dividido el proceso en tres fases, poniendo punto final a cada una
de ellas con un hito relacionado con la reduccion del numero de compuestos con el que trabajar, que
ird desde el total de los disponibles en las bases de datos hasta los mas adecuados para continuar una
investigacion de caracter mas especifico para la enfermedad.



OBJETIVO GENERAL OBJETIVO TAREA

ESPECIFICO
Obtener la estructura 3D Busqueda en bases de datos de
de la molécula y ligandos visualizacion de moléculas
Identificar el farmacéforo de Similarity-based ligand screening:
MCAD Determinar el LiSiCA, Drugbank, scPDB.
farmacoforo L .
(Hito 3) Utilizacion del software LigandScout
Evaluacion de los resultados
Seleccionar los ligandos Pharmacophore-based ligand
que contengan en screening: LigandScout
farmacoforo ]
(Hits, Hito 5) Evaluacion de resultados
Buscar compuestos que -
interaccionen con MCAD Acotar la lista de Protein based virtual screening:
compuestos a aquellos AutoDOCKtools

que interaccionen
fielmente con la diana

Evaluacion d Itad
(Leads, Hito 7) valuacion de resultados

Evaluar la toxicidad de

. Busqueda a través de bases de datos
los farmacos

. como LimTOX
Evaluar las propiedades seleccionados
ADME—Tox de los (;andidatqs Anotar las propiedades
obtenidos en el objetivo anterior farmacocinéticas Estudio de las caracteristicas mediante
(ADME) de los pkCSM
candidatos

Tabla 1. Distribucion de objetivos y tareas

* Hito 1: Entrega PECO. Eleccion del tema de trabajo.

* Hito 2: Entrega PEC1. Planificacion del proyecto.

* Hito 3: Determinacion del farmacoforo. Sera la base para el ligand-based virtual screening.

* Hito 4: Entrega PEC 2. Desarrollo fase 1. Incluira la fase preliminar de investigacion y la
identificacion del farmacdéforo.

* Hito 5: Consecucion de la lista de moléculas que poseen el farmacoforo propuesto.

* Hito 6: Entrega PEC 3. Desarrollo fase 2. Se mostraran los resultados del pharmacophore-
based ligand virtual screening asi como la preparacion del protein-based virtual screening.

* Hito 7: Lista completa de candidatos.

* Hito 8: Entrega PEC 4. Memoria completa TFM.

* Hito 9: Entrega diapositivas.

* Hito 10: Entrega presentacion oral.

1.3 Enfoque y método seguido

A la hora de abordar una enfermedad compleja como la MCADD, con sintomatologia
variadar19], parece 16gico escoger el epicentro de los problemas como diana. Al estar bien definida la
causa de la patologia, este proyecto se centrara en encontrar un compuesto capaz de disminuir los
efectos de la mutacion en la enzima defectuosa.

La principal caracteristica que debe cumplir un farmaco para ser efectivo es la de
interaccionar con la diana. El virtual screening es una herramienta con eficacia probada en
numerosas investigaciones cientificas [14] para este fin. Se conocen varios formatos de esta disciplina,
en funcion de si el screening se basa en el ligando o en la proteina en cuestion.




Ligand-based virtual screening es la modalidad mas flexible, en la que no es necesario que
se conozca la estructura completa de la proteina problema. A partir de la estructura primaria,
algoritmos de machine learning, ligandos de unioén conocidos o el farmacdforo se puede encontrar
una serie de candidatos para una interaccion efectiva.

Por contra, para llevar a cabo el protein-based virtual screening es necesario conocer la
estructura tridimensional de la proteina diana, pues se basa en algoritmos de docking. Estos buscan
la mejor interacciébn entre una coleccidn de posibles ligandos a través de puntuaciones de
conformacion, posicion y orientacion dentro del bolsillo de unién. Es, por tanto, un proceso mas
lento y complejo computacionalmente.

Se ha seleccionado un método que se apoya en ambas técnicas para encontrar los mejores
farmacos y ambos se realizaran en paralelo.

El proyecto se apoyara en una programacion basada en objetivos, con tareas especificas para
ello, como se ha explicado en el punto anterior. Asi pues, en una primera fase se determinara el
farmacoforo de la enzima mutada. Esa informacion serd el punto de partida para el ligand-based
virtual screening. La segunda fase ocupara el grueso del trabajo y sera en la que se obtendran los
resultados visibles del proyecto. Se partira de una coleccion de en torno a 70.000 compuestos, que
filtrados a través pharmacophore-based ligand screening, daran lugar a una lista con aquellas
moléculas que contienen las caracteristicas adecuadas para interaccionar con MCAD, seran los hits.
De entre esos ligandos candidatos se escogeran los que mejor puntuacion obtengan y se someteran a
los algoritmos de docking, para escoger unicamente los presenten una buena interaccion molecular
con la proteina, los leads. Por ultimo, se evaluaran sus capacidades ADME-Tox, haciendo que los
candidatos finales sean efectivos y puedan adentrarse en el proceso de salida al mercado.

1.4 Planificacion del Trabajo
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Imagen 1. Diagrama de Gantt.



1.5 Breve sumario de productos obtenidos

Tras finalizar cada una de las tareas programadas, se ha conseguido detallar una lista de 14
moléculas, farmacos potenciales para tratar a los pacientes de MCAD que sufren la mutacion ¢.985
A>G. Dichos candidatos deberan ser sometidos a ensayos posteriores para determinar su validez
farmacolégica.

1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

Para obtener la lista final de candidatos se ha elaborado un pipeline relacionado con el
descubrimiento de farmacos por ordenador. En el resto de capitulos de la memoria se describira cada
una de las etapas, detallando los resultados obtenidos y la implicacion que tiene dentro del global del
trabajo.

 MCAD: Estructura de la proteina. Efectos de la mutacion
Este primer capitulo recoge los datos recopilados en el estudio de la estructura de la proteina
problema y los efectos que la mutacion K304E causa en su estructura, funcionalidad, etc. Conocer
como afecta esta variante a la MCAD silvestre ayud6 a escoger una estrategia a través de la que
abordar el proyecto.

* Identificacion del farmacéforo
La forma de abordar el descubrimiento de farmacos fue a través de un cribado molecular
basado en el conjunto de caracteristicas estéricas y electrostaticas que los ligandos debian poseer
para interaccionar con la proteina. En este apartado se refleja el camino seguido para encontrar el
farmacoforo de MCADK304E y los resultados obtenidos. Esta sera la base para el ligand-screening.

*  Virtual Screening
El virtual screening es la herramienta que permitido reducir el numero de compuestos

candidatos hasta seleccionar los mas adecuados para tratar la enfermedad. Se dividié en dos etapas,
la primera de ellas basada en el farmacoforo de MCAD (ligand-based) y la segunda, en la
interaccion dentro del bolsillo de la propia proteina (protein based). Aqui se relatard la forma en la
que se realizaron los experimentos de screening, detallando los criterios de seleccion de compuestos
para cada uno de ellos. Se mostraran los resultados finales del proyecto, mostrando cuales son los
candidatos a farmaco para MCADD.

* Evaluacion de propiedades ADME-Tox
Por ultimo, se evaluaron las propiedades de los candidatos para su actuacion dentro del
organismo. Estas son las conocidas como ADME-Tox e incluyen absorcion, distribucion,
metabolizacion, excrecion y toxicidad. Una molécula capaz de cumplir los criterios farmacolégicos
ADME y no presentar toxicidad puede considerarse como potencial farmaco efectivo.




2. MCAD: Estructura de la proteina. Efectos de la mutacion.
La proteina silvestre MCAD estd formada por 4 cadenas idénticas (homotetramero),
predominando la conformacion a-hélice en la estructura secundaria de cada una de ellas[23].
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Imagen 2. Estructura secundaria (a) y cuaternaria de MCAD (b), con cada uno
de los bolsillos de reaccion sombreados en amarillo. Dicha reaccion queda detallada
a la derecha de la proteina completa (c).

Como proteina catalizadora del primer paso en la oxidacién mitocondrial de acidos grasos,
posee dos ligandos principales. La flavoproteina electron-transferente y el sustrato/electron aceptor.
Ambos se unen a MCAD dentro de un mismo bolsillo (imagen 2b), formando un complejo ternario
(ETF-compex) a través del cual se lleva a cabo la a,p-deshidrogenacion. La reaccion que cataliza
puede verse resumida en: medium-chain acyl-CoA + electron-transfer flavoprotein = medium-chain
trans-2,3-dehydroacyl-CoA + reduced electron-transfer flavoprotein (imagen 1¢)p27).

Estudios de simulacion dinamica indican que la estabilidad del tetramero se ve favorecida
mediante la unién del FAD, por lo que este ligando mejoraria el ensamblaje de los monomerosis] a la
par que actuaria como sustrato de reaccion. A través de estos datos se muestra el funcionamiento
general de MCAD, la proteina silvestre. A continuaciéon se expondran las implicaciones de la
mutacion K304E en su funcionamiento.

Segun la estructura cristalografica de la proteina, el aminoacido 304 orienta su cadena
lateral hacia una cavidad situada dentro del core interior del tetramero, de unos 14 angstroms de
didmetro, compartida por los 4 mondmeros.

Imagen 3. Seleccion del aminoacido E304 dentro de la proteina mutada. Se
muestra su ubicacion exacta dentro del tetramero.

No existen modificaciones dentro de la estructura secundaria de MCADK304E. Sin
embargo, la mutacion introduce 4 cargas negativas adicionales dentro del core, desestabilizando la
estructura cuaternaria de la enzima. Respondiendo a esta inestabilidad, la proteina resultante
comienza a desnaturalizar, formando agregados3o). La consecuencia inmediata de este
comportamiento anormal es una pérdida en actividad enzimatica, que da lugar a los sintomas propios
de la enfermedad [207[29].



Imagen 4. Zoom del bolsillo al que pertenece el aminoacido 304 de MCAD (A) vs
MCADK304E (B), con 4 cargas negativas extra. La nube electrostatica
positiva se muestra en azul y la negativa en rojo.

Esta modificacion a nivel de carga podria afectar a la actividad catalitica debido af9;:

a) La exposicion de una porcion del cofactor o el sustrato a un entono polar , haciendo que
se reduzca la desolvatacion del residuo catalitico E376, reduciendo su pKa.

b) La incorrecta unién del sustrato al haberse incrementado las distancias entre el anillo de
flavina y el enlace Ca-Cp , haciendo que no se alcancen los valores 6ptimos para la reaccion.

¢) El acoplamiento incorrecto de FAD, debido a las modificaciones en su sitio de union.

Distribution of cavity properties Distribution of cavity properties

Hydrophobic Hydrophobic

Dummy 4 Aromatic Dummy - Aromatic

2| 2|

Negative HBond Negative HBond
lonizable Acceptor lonizable Acceptor

Positive HBond Positive HBond
lonizable Donor lonizable Donor

HBond HBond
Acceptor/Donor Acceptor/Donor

SCPDB Median - 1t9g SCPDB Median =~ 4p13

Imagen 5. Distribucion de las propiedades de la cavidad donde se aloja FAD dentro de MCAD.
A la izquierda, la enzima silvestre (1t9g), a la derecha la enzima mutante(4p13), donde se ve un
aumento en la ionizacion negativa, entre otros parametros.

Los datos experimentales indican que la desestabilizacién producida por la mutacion es
unicamente de tipo electrostatico. Asi pues, tras el andlisis del efecto de la mutacién sobre la
estructura de la proteina, se decidid buscar una molécula capaz de llevar a cabo las funciones de
FAD, adaptandose al nuevo entorno negativo de forma mas eficiente. Esa molécula debera ocupar el
bolsillo de union de ligandori], actuando tanto como agente redox como de chaperona, mejorando asi
la estabilidad del tetramero y aumentando la actividad enzimatica de la MCAD en pacientes con este
defecto congénito.

3. Identificacion del farmacoforo.

Tras la revision bibliografica y la busqueda en bases de datos se tomo la decision de basar la
busqueda farmacologica en las propiedades de FAD y riboflavina para interaccionar efectivamente
con MCAD. El primero de ellos, por ser el ligando de la proteina silvestre, actuando como
chaperonais] y como agente de deshidrogenacionp7). El segundo, por existir evidencia de su
funcionalidad como “fdrmaco” ante la enfermedad, compartiendo estructura con FAD y dando
muestra de que el criterio seleccionado para encontrar un nuevo farmaco es consistente.



Asi pues, en primer lugar, se estudiaron las
caracteristicas de ambos ligandos a nivel estérico y
electrostatico, lo que se denomind identificacion del
farmacoforop2).

Se establecieron las claves del acoplamiento de FAD
dentro del bolsillo de la proteina, prestando especial atencion
al N4, situado en los anillos de flavina y descrito como el
encargado de soportar la reaccion de deshidrogenacion tras la
union del acyl-CoA. En la imagen 6 aparecen hasta 15
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Imagen 6. Contactos de FAD
dentro de su cavidad en MCAD.

En base a esta interaccion se propuso realizar un tipo de farmacéforo apoyado en las
propiedades intrinsecas de ambos ligandos de la proteina. Tanto FAD como riboflavina son capaces
de interaccionar con MCADK304, por lo que encontrar sus puntos en comiin nos permitio iniciar la
blisqueda otras moléculas capaces de realizar su funcion. Se denominé shared-features
pharmacophore.

Imagen 7. Farmacoforo determinado a través

de las caracteristicas comunes de FAD y riboflavina.

Cuenta con 2 estructuras aromaticas (azul), 2 contactos
hidrofobicos (amarillo), 7 aceptores (rojo) y 4 donadores (verde).

A su vez, basandose en la idea de que moléculas similares tienen funciones analogas,se
realizé un ligand-based virtual screening a través de DrugBank(71y scPDBI2s] (anexo 1), que
proporciond una serie de moléculas semejantes a FAD/riboflavina. Un proceso equivalente se llevo a
cabo con LiSiCaris], software de screening basado en el coeficiente de Tanimoto (anexos 11 y III). De
entre los compuestos hallados, se escogieron los 10 con mayor coeficiente de similaridad y, a partir
de ellos se cred el segundo modelo de farmacdforo, basado en su alineamiento molecular. Los
compuestos que formaron este merged-features pharmacophore fueron: zinc ID[311 53683566,
00391159, 53683526, 58632138, 02036848, 53682927, 85425702, 98208900, 96006025 y
53684299 (mostrado en el anexo VI).

Ligand Scoutyis] es la aplicacion seleccionada para crear los distintos farmacoéforos, pues
ofrece una amplia gama de herramientas de interaccion a nivel molecular, adaptandose
perfectamente a las exigencias del experimento. Asi pues, se retrataron las caracteristicas del
farmacoforo de MCADK304E mediante el programa.

4. Virtual screening

Tras la determinacion de los dos modelos de farmacéforo propuestos se llevaron a cabo
experimentos de virtual screening. Esta metodologia permitié encontrar aquellos compuestos que
cumplian los criterios marcados en la primera fase del proyecto.



4.1 Pharmacophore-based ligand virtual screening

Se elabord una libreria inicial de compuestos como punto de partida. Tras utilizar 4
colecciones diferentes para realizar el screening de similaridad con LiSiCA (DrugBank aproved,
SureChembl, ChemMol y PDB), se eligieron SureChembl y PDB para arrancar el pharmacophore-
based virtual screening. Son los conjuntos que mas compuestos similares a FAD/Riboflavina
mostraron, por lo que se fusionaron y pasaron a ser la coleccidon escogida para este experimento.

LigandScout analiz6 mas de 70.000 moléculas, filtradas a través de los modelos
farmacoldgicos propuestos. Se denominaron kits aquellos compuestos que encajaron fielmente con,
al menos, % del total de los elementos que compone cada farmacéforo.

4.1.1 Ligad desheredar features pharmacophore

A partir de las disposicion espacial de las 16 caracteristicas que comparten FAD y
riboflavina (imagen 7) se obtuvo una lista de 55 compuestos Ait, con altos coeficientes de encaje
farmacolégico (superiores a 100 puntos).
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Imagen 8. Resultado del shared-features pharmacophore based ligand screening.

Son especialmente interesantes los resultados que posean tanto los 2 anillos aromaticos
como el N aceptor, un criterio que se tendrd en cuenta a la hora de seleccionar positivamente las
moléculas que seran efectivas en la reaccion de deshidrogenacion.

4.1.2 Ligand merged features pharmacophore
A partir de la fusion de las caracteristicas que poseian los 10 ligandos con mejor puntuacion

en los test de similaridad se generd un farmacé6foro de 7 caracteristicas, 6 donadores y un aceptor. Al
ser un criterio menos restrictivo que el anterior, aumentd el numero de Aits, con mas de un 50% de
positivos. Casi 40.000 moléculas superaron esta criba, teniendo que encontrar una nueva forma de
acotar los resultados.
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Imagen 9. Resultado del merged-features pharmacophore based ligand screening.



4.2 Reduccion de candidatos

Debido al tiempo y la capacidad computacional de la que se dispone para este proyecto,
resulta inviable continuar el experimento con 40.000 hits. Por ello, se disefid un nuevo sistema
de cribado con el objetivo de reducir el nimero de moléculas que lanzar al protein-based virtual
screening. A su vez, esta etapa sirvio como fase de analisis de resultados, puesto que en ella se
valor¢ la eficacia de los compuestos obtenidos en base a los diferentes farmacdéforos.

En primer lugar se ordenaron los candidatos en funcion de su score farmacologico.
Cabe destacar que las moléculas seleccionadas a través del shared-pharmacophore poseen un
score mas alto, al hacer coincidir entre 11 y 16 caracteristicas diferentes, por lo que se
encuentran en los primeros puestos, con 60-100 puntos. Mientras, los representantes del filtrare
por merged-pharmacophore obtienen valores en torno a los 70 puntos.

Basandose en el score, se seleccionaron los 100 primeros compuestos de la lista. Pese a
partir de un conjunto de 40.000 no resulté traumatico echar por tierra tal cantidad de moléculas,
se debian analizar inicamente los mejores. La totalidad de compuestos eliminados procedian del
merged-pharmacophore ligand screening, los cuales no poseian una de las caracteristicas mas
relevantes que se buscaban, los anillos aromaticos.

Una vez obtenida esta pre-lista de 100 hits, se realizé un analisis mas exhaustivo de sus
propiedades. En este punto se llevaron a cabo estudios preliminares de las propiedades ADME-Tox a
través de las reglas de Lipinski y se tuvieron en cuenta caracteristicas propias de la patologia que
estdbamos tratando, como podian ser:

- Poseer varios anillos, con enlaces capaces de participar en la reaccion de deshidrogenacion
(similares a los de FAD/Riboflavina).

- Presentar un entorno electrostatico positivo o neutro (ya que la mutacion introduce cargas
negativas que desestabilizan la molécula MCADK304E).

Los resultados de este estudio se presentan en los anexos IV y V y gracias a ellos se elabord
una lista manejable que lanzar a AutoDock.

Score Benign F. Rings Charges Lipinski

1 125,01 YES YES -5
2 116,9 YES YES -5
3 116,23 YES 2 -1
4 115,92 YES 2 0
5 115,82 YES 4 -2
6 115,55 NO NO -3 NO
7 115,45 NO YES -3 NO
8 115,41 NO NO -2 YES
9 115,39 YES NO 0
10 115,27 YES NO 0
11 115,18 NO 2 -2 YES
12 115,13 YES NO 0
13 114,51 YES 2 -2
14 85,54 YES NO 1
15 75,73 YES YES 0
16 75,62 YES 2 0
17 66,05 NO NO 1 YES
18 YES YES 0
19 YES NO -2
20 56,75 YES NO 0

Imagen 10. Lista de 20 /eads que analizar a través del protein-based virtual screening.
Se seleccionaron de entre los 100 Aits por poseer 2 o mas caracteristicas de entre las propuestas.

Bening F. = Uso farmacologico anterior. Rings = Anillos similares a los de flavoproteinas.
Charges = Carga formal a pH neutro. Lipinski = Cumplir 3 o0 mas reglas de farmaco potencial.

Para escoger a los 20 /eads del protein-based virtual screening se optd por escoger aquellas
moléculas que cumplian al menos 2 de las 3 condiciones planteadas para el tratamiento de esta
enfermedad. 17 de ellos fueron seleccionados por presentar efectos farmacoloégicos conocidos, un
entorno electrostatico neutro o una estructura de anillos aromaticos similar a la de flavoproteinas.



Los 3 restantes se afadieron por aparecer tanto en la lista procedente del shared-features
pharmacophore como en la del merged-features pharmacophore. Con estos 20 leads se comenzd la
nueva fase de cribado.

4.3 Protein-based virtual screening

El protein based virtual screening analiza la unién a nivel molecular entre una proteina y un
ligando, evaluando cudl es la mejor conformacion para hacer efectiva esa interaccion y puntuando la
calidad de la unién que se consigue. Se selecciond AutoDock como software de analisis debido a
que incluye varios algoritmos de docking y una enorme variabilidad para la seleccion de parametros.
Gracias a €l se estudiara la interaccion entre los leads y MCADK304E.

El primer paso fue calibrar el software, encontrando los parametros que es necesario
modificar para conseguir una reproduccion fiel de la realidad. Es necesario tener en cuenta que este
tipo de experimentos no se realizan en condiciones naturales, puesto que la estructura cristalografica
de las proteinas no siempre se obtiene en disolucion y la rigidez molecular no es algo que se dé en
las formas silvestres. Asi pues, se configuré AutoDock para obtener los mejores resultados en los
analisis posteriores, donde se evaluaria la capacidad de los candidatos para interaccionar con
MCADK304E.

Se escogieron varios enlaces flexibles dentro del ligando, dando lugar a diferentes
conformaciones que testar dentro de la region que alberga el bolsillo de FAD en la molécula de
MCADK304E (cadenas A y B), en su forma rigida. El algoritmo genéticor3; fue el seleccionado
para llevar a cabo el experimento y gracias a €l se obtuvieron las mejores posiciones de union
ligando-molécula. El programa también aporta diferentes pardmetros informativos, como la energia
de union, eficiencia del ligando, etc.

binding_energy=-10.76

ligand_efficiency=-0.4

inhib_constant=12.91
inhib_constant_units=nM
intermol_energy=-13.45

electrostatic_energy=-0.29
total_internal=-3.1
torsional_energy=2.68
unbound_energy=-3.1
filename=ribo_dlg
clRMS=0.0
refRMS=26.57
rseed1=None
rseed?=NMone

Imagen 11. Zoom out a la izquierda (MCADK304E cadenas A y B) y zoom in de la molécula experimental de
docking (MCADK304E) con el ligando problema riboflavina (rosa) superpuesta con la molécula original de
MCADK304E que contiene el ligando (FAD, verde) en su forma natural. A la izquierda, la informacién aportada por
AutoDock.

Se ha considerado una buena aproximacion a la realidad, obteniendo una buena
superposicion virtual sobre la estructura cristalografica y con energias de union negativas para el
ligando. Asi pues, serd bajo estas premisas sobre las que se realicen todos los experimentos de
docking para los leads.

Tras llevar a cabo el andlisis de la interaccion entre los 20 compuestos y MCADK304E, el
resultado quedo recogido en el anexo VII y resumido en la imagen 10.
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ZINC Binding ener.  Ligand eff. Electrostatic

Ref. 1 FAD -6,25 -0,12 -0,75
Ref. 2 RIBOFLAVIN -10,76 -0,4 -0,29
1 3,12 0,07 -0,07
2 -4,82 -0,1 0,32
3 -7,09 -0,3 -0,29
4 -9,12 -0,41 -0,48
5 -13,51 -0,34 -1,53
6 -8,84 -0,25 0,07
7 1,27 0,02 -0,8
8 -13,17 -0,38 -0,9
9 -8,4 -0,3 -0,27
10 -6,51 -0,3 -0,48
11 -10,07 -0,35 -0,41
12 -8,48 -0,33 -0,84
13 -7,87 -0,36 -0,42
14 -10,66 -0,29 -0,82
15 -10,69 -0,34 -0,55
16 -9,4 -0,39 -0,33
17 -9,63 -0,42 -0,13
18 -9,8 -0,52 -0,24
19 -3,86 -0,07 -0,45
20 -8,45 -0,32 -0,97

Imagen 12. Resumen de resultados obtenidos para el protein-based virtual screening (izquierda). Mejor docking
analizado, correspondiente a la molécula 98208793, con una energia de union de -13,51 (derecha).

Los resultados de docking se ordenaron en base a distintos tipos de energia, relacionados
entre si. Los compuestos con una afinidad menor que la de FAD o riboflavina no se consideraron
aptos para continuar el estudio y por ello se eliminaron. Fueron 98209531, 98209268, 85425702,
33821189 y 98208900.

5. Evaluacion de propiedades ADME-Tox

Tras la seleccion de candidatos en base a criterios moleculares (farmacéforo, docking) fue
necesario analizar su capacidad de actuacion como farmaco. Esto es evaluar su facilidad de
absorcion, distribucion, metabolizacion y excrecion dentro del organismo, asi como las posibles
reacciones adversas que pueda provocar. En esta tltima fase se utilizaron herramientas web como
LimTox y pkCSM.

LimTox17)118] es una base de datos creada por el Centro Nacional de Investigaciones
Oncologicas (CNIO) para buscar reacciones adversas y de toxicidad de una amplia gama de
medicamentos. Proporciona conocimiento extraido a partir de la biblioteca biomédica PubMed,
informes de la Agencia Europea del Medicamento (EMA, por sus siglas en inglés) y solicitudes de
nuevos farmacos de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por
sus siglas en inglés).

pkCSM24125] se selecciond como medio complementario a LimTox para determinar las
propiedades farmacocinéticas de las moléculas candidatas. Este software se apoya en el modelado
grafico basado en distancias. A través de la representacion quimica grafica de la molécula problema,
algoritmos de machine learning ayudan a identificar caracteristicas que la asocien con ciertos
perfiles ADME-Tox.

Se analizaron aquellas moléculas que no habian presentado evidencia de haber sido
utilizadas anteriormente como farmaco. Los resultados obtenidos se adjuntan en el anexo VIII. Tras
esta evaluacion se eliminaron dos compuestos, por presentar alta toxicidad (85425702) y una mala
absorcion y distribucion (58660722).

En la imagen 11 se muestran los 14 candidatos, las moléculas que han conseguido superar
todos los filtros propuestos para este experimento.
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ZINC Score Binding ener.  Ligand eff. Electrostatic =~ ADME-Tox

1 98208793 115,82 -13,51 0,34 -1,53 OK
2 33295967 66,05 -13,17 -0,38 -0,9 OK
3 73240563 85,54 -10,69 0,34 -0,55 OK
4 98208651 114,51 -10,66 -0,29 -0,82 OK
5 40913495 115,27 -10,07 -0,35 -0,41 OK
6 391159 -9,8 -0,52 -0,24 OK
7 84655552 76,72 -9,63 -0,42 -0,13 OK
8 73240514 75,73 -9,4 -0,39 -0,33 OK
9 5835253 115,92 -9,12 -0,41 -0,48 OK
10 58638382 115,18 -8,48 -0,33 -0,84 OK
11 58639144 56,75 -8,45 -0,32 -0,97 OK
12 34390682 115,41 -8,4 -0,3 -0,27 OK
13 95553067 115,13 -7,87 -0,36 -0,42 OK
14 13543028 116,23 -7,09 -0,3 -0,29 OK

Imagen 13. Lista de candidatos a farmaco contra MCADD.

6. Conclusiones

6.1 Impresiones sobre el trabajo

La principal motivacion para comenzar a trabajar fue la de explotar el potencial de la
bioinformatica en un plano de caracter investigador. La introduccion al mundo de las enfermedades
raras ha resultado ser muy gratificante a la par que ha permitido indagar sobre los diferentes recursos
disponibles para el descubrimiento de farmacos. Se han utilizado tanto herramientas web (pkCSM,
bases de datos) como basadas en el lenguaje de programacion python (PyMolp2s), AutoDock) asi
como aplicaciones especificas del area farmacéutica (LigandScout). Una amplia gama de recursos
informaticos aplicables a otros campos de investigacion y ambitos laborales que enriquecen los
conocimientos del investigador.

6.2 Seguimiento de la planificacion

Inicialmente se dedicaron varias semanas al disefio de un plan de trabajo. Este plan se basé
en la consecucion de objetivos parciales e hitos: Obtener la estructura 3D de la molécula y ligandos,
determinar el farmacoforo de MCAD (hito), seleccionar los ligandos que contengan este
farmacoforo (hito), acotar la lista de compuestos a aquellos que interaccionen fielmente con la
proteina diana (hito), evaluar la toxicidad de los farmacos seleccionados y anotar las propiedades
farmacocinéticas (ADME) de los candidatos. Conseguir cada uno de ellos significa avanzar un paso
hacia la consecucion del objetivo final, encontrar una serie de potenciales farmacos para MCADD.
Asi, si debido a una mala gestion del tiempo o cualquier otro contratiempo el proyecto debe finalizar
en alguna de sus fases intermedias se hubiera podido elaborar dicha lista de candidatos, pero ésta
hubiera sido menos especifica en cuanto a criterios de seleccion.

Los plazos establecidos se han cumplido con bastante precision, teniendo que modificar
ciertas etapas debido a la necesidad de invertir mas tiempo en la familiarizacion con las distintas
herramientas. Este error supuso prolongar la duracion de las tareas relativas a la experimentacion y
acortar los periodos de andlisis de resultados. Especialmente en la etapa de protein-based virtual
screening se ha perdido algo de informaciéon experimental, al evaluar Ginicamente los datos mas
relevantes. Ademas, se tuvo que acotar la fase de anotacion de propiedades farmacocinéticas, por lo
que s6lo aquellos compuestos de los que no se conozca una actividad previa como farmaco fueron
analizados pese a que hubiera sido interesante tener esta informacion para los 14 candidatos.

A pesar de este contratiempo se cree haber realizado una buena planificacion y haber

estructurado las tareas correctamente ha sido una de las claves para completar todas las fases del
proyecto.
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6.3 Resultados obtenidos

Una vez finalizado el proyecto, tras el analisis de resultados se puede afirmar que se han
cumplido los objetivos propuestos. El resultado final ha sido una lista que contiene los 14
compuestos (de entre 70.000) con mas probabilidad de adentrarse en las fases intermedias del
desarrollo de farmacos y superarlas con éxito. Se dice que 1 de cada 10.000 moléculas pasa el
desarrollo de farmacos, pues en este trabajo se han seleccionado 14 de 70.000, aquellas que mas
probabilidad se cree que tienen para ser las 7 estadisticamente correspondientes, dando muestra del
poder de la bioinformatica en este ambito de trabajo.

Los criterios de seleccion se basaron en mitigar los efectos de la mutacion K304E dentro de
MCAD y mejorar su actividad enzimatica. La solucion propuesta para este problema fue encontrar
un compuesto capaz de llevar a cabo la funcion que el ligando natural tenia en la enzima silvestre,
pero en este caso, dentro de la proteina mutada. Se utilizé el virtual screening como herramienta,
abordando la busqueda de candidatos desde la perspectiva del ligando (ligand-based virtual
screening) y desde la de MCADK3O04E (protein-based vitual screening). Ambas variantes de virtual
screening se seleccionaron por conocerse el éxito que habian generado en otras investigaciones de
tipo farmacologico, asi que fueron trasladadas a la busqueda de farmacos para MCADD.

El ligand based virtual screening ha dado como resultado una lista de 100 candidatos basada
en las propiedades de FAD vy riboflavina. Se ha considerado un acierto afiadir a riboflavina como
molde para el screening, puesto que al ser ya utilizado como farmaco ha aportado cierta seguridad al
experimento, haciendo que aparezcan muchos compuestos farmacoldégicamente potenciales. Con un
mayor conocimiento en programas de virtual screening se podria haber elaborado un farmacéforo
mas efectivo, que diera unos resultados mas precisos y que recortara tiempo en un cribado posterior,
pero para ello hubiera sido necesario mas tiempo de dedicacion al proyecto.

El protein-based virtual screening ha demostrado ser una herramienta muy potente pero
computacionalmente lenta. Lo que mas atrajo la atencion de este experimento es que riboflavina
presentara una energia de uniéon mayor que el propio FAD, dado muestra de que compuestos mas
pequefios o farmacoldgicamente mas probables pueden dar grandes resultados en el experimento.
Bien es cierto que no se pueden extrapolar directamente los resultados a una unién en condiciones
naturales, pero los resultados han sido bastante esperanzadores, especialmente para moléculas como
40913495 o 58638382 con altas energias de union y la colocacion espacial que permitiria llevar a
cabo la reaccion de deshidrogenacion.

En definitiva, el camino escogido ha permitido alcanzar los objetivos dentro de los plazos
marcados al inicio del proyecto. Sin embargo, con un mayor conocimiento en el ambito
computacional se podria haber aumentado la calidad de la lista obtenida.

6.4 Lineas de trabajo futuras

Utilizar el pipeline que se ha creado al realizar este trabajo puede ser de utilidad al abordar
otras mutaciones, que puedan afectar a otras cavidades de la proteina. El intentar combatir una
desestabilizacion electrostatica es complicado, por lo que se podria trabar con defectos que afecten a
nivel estructural o catalitico.

A su vez, seria interesante profundizar en la creacion de farmacodforos mas detallados,

seleccionando las caracteristicas mas importantes en la interaccion con la proteina y, por tanto,
aportar mejores resultados.
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7. Glosario

Aceptor: Un aceptor de electrones es una entidad quimica que es capaz de recibir electrones
que le son transferidos desde otro compuesto y, por tanto, oxidarlo.

Chaperona: Las chaperonas son un grupo de proteinas que se encuentran tanto en
procariotas como en eucariotas de manera abundante y en todos los compartimentos
celulares, cuyas funciones principales son: favorecer el plegamiento de proteinas
sintetizadas de novo, ayudar en el plegamiento correcto de proteinas después de un proceso
de desnaturalizacion y colaborar en volver a plegar correctamente proteinas que han sido
translocadas hacia algun compartimento celular.

EMA: Agencia Europea del Medicamento.
FDA: Food and Drug Administration.

Flavina: 7,8-dimetil-isoaloxazina, es una base nitrogenada cuya cadena principal es una
sustancia heterociclica nitrogenada de tres anillos y dos grupos oxo.

Flavoproteina: Las flavoproteinas se pueden definir, como enzimas que catalizan
reacciones de o6xido-reduccion utilizando flavina mononucleétido (FMN) o flavina adenina
dinucleotido (FAD) como coenzima.

MCAD: Acyl-CoA Deshidrogrenasa de Cadena Media.
MCADD: Deficiencia en Acyl-CoA Deshidrogrenasa de Cadena Media.

Orphan deseases: Enfermedades huérfanas. Es el término en inglés para referirse a las
enfermedades raras, aquellas que por afectar a pocos pacientes se dejan de lado y no se
presta interés a buscar una cura.

Pharmacophore-based ligand virtual screening: Cribado de ligandos naturales en base a
la posesion de ciertas caracteristicas estéricas y electrostaticas concretas, denominadas
farmacdéforo.

pKa: pH al que un compuesto esta en un 50% en forma ionizada. Un aumento o descenso
del pKa de una molécula puede alterar su estado de ioinzacion para condiciones
determinadas.

Protein-based virtual screening: Cribado de compuestos basado en la interaccion
(docking) de un ligando dentro de una proteina en cuestion. Se mide en términos de energia

libre.

Similarity-based ligand virtual screening: Modalidad de screening basada en la premisa
de que sustancias que comparten caracteristicas estructurales tendran funciones semejantes.

TFM: Trabajo de Fin de Master.
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8. Anexos

* ANEXO I: Resultados del screening de similaridad llevados a cabo con scPDB y Drugbank

* ANEXO II: Resultados del analisis LiSiCA para FAD

* ANEXO III:Resultados del analisis LiSiCA para Riboflavina

* ANEXO IV:Resultados del pharmacophore-based ligand virtual screening (parte 1, shared-
features)

* ANEXO V: Resultados del pharmacophore-based ligand virtual screening (parte 2, merged-
features)

* ANEXO VI: Resultados del protein-based virtual screening

* ANEXO VII: Resultados de los analisis ADME-Tox

ANEXO |

Propuestas de scPDB: Compuestos similares a FAD

Nombre
S-Adenosylhomocysteine
[(2R,35,4R,5R)-5-(2-amino-6
Estradiol
GTP-gamma-5
(4R)-2-(2-ethoxyethyl)-4-ethy
NADPH
2-[{45)-4-[[5-(dimethylamino
Troxerutin
dCF
DCF

Drugbank: Estructuras similares a FAD

Nombre Score
Deamido-Nad+ 0,831

GTA 0,823
Adenosine wriphosphate 0,819
adenosine pentaphosphate 0,819
ADFR 0,817
Adenosine phosphate 0,799
NADH 0,769

cAMP 0,767
Guanosine-5'-Monophosphat 0,762
Tryptophanyl-5'amp 0,752
4-hydroxybenzoyl-CoA 0,745
Riboflavin 0,701
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ANEXO Il

LiSiCa pluggin — PyMol: FAD

vs SureChembl
ZINC NAME Score ZINC NAME Score
85425702 FADH 093 4806433 5-ADP-Na2 0,509
98208900 |[[(2R,35,4R,5R)-5-(| 0,814 12360703 ADP 0,509
53682927 NADH 0,702 3650334 Vitamin B2 0,509
98200472 |[[(2R,3S5,4R,5R)-5-(| 0,672 064! 5-ATP-Na2 05
98209260 |[[(2R.3R.4R,5R)-5-( 0672 5-ATP-Na2 05
98209273 |5-chloro-N-[[4-(3,51 0672 5-ATP-Na2 05
85534451 NADPH 0672 5-ATP-Na2 05
85629102 [[[(2R.35,4R.5R)-5-[| 0656 ‘3871613 S'ATP-Na2 05
98208624 |[[(2R,3S,4R,5R)-5-(| 0,656 8215728 dADP 0491
98209251 |[[(2R,3R.4R,5R)-5-{ 0,645 4096990 | Propinol adenylate | 0,481
68209475 |[[(2R,3R,4R,5R)-5-( 0,635 96328615 |Adenylylimidodiphosph) 0,481
85427559 NADP 0629 86328614 |Adenylylimidodiphosphl 0,481
NAME Score ZINC NAME Score
NADH 0,702 3831423 Riboflavin 0,509
Riboflavin 0,508 2036843 Riboflavin 0,508
Adenosine triphospl] 0.5 3831422 Riboflavin 0,509
Adenosine phosphat 0,434 3831424 Riboflavin 0,509
3927870 |Fludarabine phosphatg 0,426 29747209 (ALPHA,BETA-MET| 0474
970363 Vidarabine 0,358 | e21se82 | DATP 0,482
2169830 |Adenosine phosphal 0,358 2126310 |Vidarabine monoph{ 0,434
3798064 Cladribine 0333 4806442 Adenylic acid 0434
21981378 Tenotovir 0333 3860156 [Adenosine phosphai 0434
3798247 CLOFARABINE 0327 8613167 Adenylic acid 0,434
3823492 Nelarabine 0321 13543718 arabine 0426
3930376 |ADEFOVIR DIPIVOXIL | 0318 1713574 |2'-DEOXYADENOS 0415

Conjunto de moléculas con mejor score obtenidas a partir del software LiSiCA
para encontrar moléculas similares a FAD.

ANEXO 1l

LiSiCa pluggin — PyMol: Riboflavina

ZINC NAME core| ZINC NAME Score|

31976681 FMNH2 0,757 1035331 Ribavirin 0,517
58660829 |7,B-dimethyl-2,4-dioxo-| 0,632 1899 Penciclovir 05
58631656 |(3R)-3-I7,B-dimethyl-24 0,574 1505 Ganciclovir 05
13543028 |6, 7-dihydroxy-B-[(25,39 0,563 3802690 ENTECAVIR 0,468
58649820 [[(2R,35,5R)-5-(3-carban| 0,543 13597623 Didanosine 0,467
8536413 formycin B 0,533 73711 Thisbendazole 0,464
58650380 |[(2R,35,5R)-3-hydroxy-| 0,531 3823492 MNelarabine 0,455
98209531 |[(Z)}-3-I[(4aR}-7 B-dimeq 0,521 57146 Dyphylline 0,452
2047810 {[CdRP 0,515 57147 Dyphylline 0,452
2047809 CdRP 0,515 3872605 | Fluvoxamine maleats | 0,441
5892588 [[3,4-dihydroxy-5-(3-me| 051 12466082 Fluvexamine 0,441
98209268 |[(4R}-4-[(4aR}-7,B-dimg 0,5 4351 Ketotifen fumarate 0,441

vs SureChembl

ZINC NAME re| ZINC NAME Score|
13813283 RO 08-2750 0,621 1602641 [2-(2,4-diketo-7,8-di| 0,655
1698103 |10-Methylpyrimido[| 0,571 33505288 |2,5,6-trichloro-1-[(4 0,645
66339769 (3-Chloro-10-methyl| 0,552 4096880 [N1-(alpha-D-ribosyl 0,621
5117556 |1-{beta-D-Ribofurar 0,552 33505297 |2-bromo-5,6-dichlof 0,613
45322660 |N-[4-[2-[4-cyano-N| 0,548 88342484 |1-[3-[(2R)-tetrahyd] o086

16036162 |docking.orgisubstance)| 0,548 88342485 (1-[3-[(2R)-tetrahydi|] 0,6

432659 |N-(2-acetyl-3-methy| 0.548 59694510 (8-[(25,35,4R)-2,3.4 06

1470675  |1-(3-methylbutyl )-1| 0,536 33505296 [2-[2,5,6-trichloro-14 0,584
5127789 INOSINE 0,533 33505285 (1-[2,5,6-trichloro-14 0,504
34523431 (1-[3- Dimethylamin| 0,533 12354836 |4-amino-7-[(2R,35,4 0,581
8613160 INOSINE 0,533 59694487 |G-methyl-8-[(25,35] 0,561
8855117 INOSINE 0,533 88342761 |1-[4-[(2R)-tetrahydy 0,581

Conjunto de moléculas con mejor score obtenidas a partir del software LiSICA
para encontrar moléculas similares a riboflavina.
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ANEXO IV

PHARMACOPHORE SHARED FEATRES LIGAND.BASED VIBTUAL SCREEENTNG

PHA RMA COPHORE
k=] [Ribodlanding 1s21s
fra FAD e80T
ZING A MIE Soora Beenign F. Rings Charges Lipinski [ pre— er pre—y e BeLogh w5
FuNHD 13554 . a] YES 3 [ a] =5 1 H Y]
ERHI4aRETS 12501 YES YES 5
AR R T nss YES YES E-]
1343028 6 Tdliydnrsys  LIETL YES 2 -1
SEFOES0 [QRAS4S5ER  15SE YES i
ns3 ;' =] o =] -4 5 =] = L] 5 408
nsz3 YES 2 -1
sz YES -1
nsi¥ ;) MO -4 MO
ns14 [ =] 2 =) E-] [ =] = L] 5 408
SEE3M0s [QRASSEEL 1605 ] MO -2 MO an 14 H A
SEsEITs [QRASARSE  nsse MO MO -2 MO = k] i A3
IaT4Esds S 6 A 11553 [ =] 2 =] -3 [ =] L -] (L] 5 148
ns9o1 [ =] MO -3 [ =] L] i) 5 Sl
nssz YES 2 ]
LsEz YES 4 -2
uszz [ =] 2 =) -4 [ =] Ll 2 -3
17902442 [HERARASE  L5TE [ =] 2 =) -4 [ =] a0 2 i
52519547 [QRAS4RER)  1IST3 MO MO -1 MO am L] 4 La?
25315 ORFTAdm D559 M2 YES -3 ' ]
IIETIST ussd [ =] o =] -2 YES Ll a -L8
15051347 nssz [ =] o =) 1 [ =] A 1 1 458
SEES0T4L 1555 YES MO -1
Qawihiplha:-*y 11555 [ =] MO -3 [ =] Ee] 4 ] 251
17501842 2.6 A NSS4 MO [T a] -3 [ ) a3 15 5 il
sgazsdes [RRASSRIGSS 155 sl ] 2 YES = 12 4 =17
17500847 2L S 11549 [i'.5] MO -3 ;=) aar 115 5 42
IEEE1SSS Wuaralme us4s YES MO -1
FADH ns4s [ =] YES -3 [ =] 2] 4 ] 231
SErOES1E  [IRRARAILER 1545 YES MO 4
5355335 I-METHYLTHE mns4s [ =] MO -2 YES | i a 1
S Tdilipdarays IS4 YES z 1
OFESA0T  duliny Buccmin 1543 =) =] -4 5] L 18 a =l ]
ME-ISOPEMTEY  1IS41 [i'.5] MO -2 YES a5 -} i L
RARASEEE 11539 YES o =) ]
s=Es3e0ss [ERASARSR ns3s [2Ca) e -4 [2a) oE i1} 5 =T
16051513 [RRARAE5S nsz1 5] MO -4 MO m 1L} 4 ]
2R AR455RF LSZT YES 2 =) ]
95910503 (IR pdnry nszz [ =] 2 =) ] YES 30 1m 5 LA
qo=ae  CHERLAGT?4  nsas ] =] -2 YES E -Lm
REARSAEL 1518 [ n] I -z YES =7 5] 4 2
ARASERE 11513 YES 2 =) L]
IE04140 A6 A LIS1Z [ =] o =) -3 5 =] aor (L] 5 432
SBEFTO [2RASEREN ns1 [, MO -2 YES - I} 3 -Lm
TOEEUS0 HREARSRE  nsog MO HO o] MO E- ] ] 9 =¥
7493175 mudylal nsa1 [35a) YES 2 [2a) o] =l u LTl
n451 YES 2 -2
9555 MO MO -4 5] 4 1L} 3 e AL]
501 [ =] o =) -2 YES A 1 a L
(A5 3T 142 ;= YES 2 =) -1
2 Salwtikenr-3- - AN YES MO 1
™72 YES YES ]
TS52 YES 2 ]
505 [ =] 2 =) 1 YES anz 2 1 in
TiEFacEn Hd-mdhylaw  S592 .u] ] 1 YES . ? ] im

Lista da bos 55 com pussios candidatos obtenidos a partir dal lgend-bamed virual soreening - shared features pharm acophana.
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ANEXO V
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ANEXO 6

A} SHARED FEATURES PHARMACOPHORE
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B} MERGED FEATURES PHA RMA COPHORE

&

ZMe
SREAIEER
3015

53883006
Pk o]
G3sa28a7
SB00602S
G3584790

58837138
BhdFL IR
DRS00

HAME
Guanssine 35’ mansghophase
lumifnia

P baminaphaophanie el Adesylaee Esee
Ribalasin

HADH
GTA
Dy Dol +

adenouine pearaghosphae
FALIM

(12 R35 &R SR 505

19

Srlp1ddihyd brvd

Iplfmethomy ddmny-phaspharyl)



ANEXO VII

Resuiltados obtenidos en el protein-based wirtual screening realizado con AutoDock. FAD y Ribofiaving s analizaron

Cancidatas.

Citn se muestran las diferentes mo

LT uini

para calibrar el programa y efi Ching Enite, A Contin

Aparece tanto la interaccién dentro del bolsillo FAD (verde) como la informacion referente al experimento.

\nrpennal_snergy=2 68
unbound_snengy=-1 1
filename=nbo dg
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Té Corformatios 1 inip
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K 141
cral_seaig
unboand_pregy=-1
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ANEXO Vil

Resultados obtenidos a través de pkCSM para las moléculas de las que no
se conocia actividad farmacoldgica demostrada.

Molecule Depiction
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Molecule properties:

Descriptor Value
Molecular Weight 784.549
LogP -3.23396
#Rotatable Bonds 13

#A cceptors 23
#Donars a
Surface Area 296.831

ol
=
a2
iy
2
2
a
2
E
m

Absorptio

Absorptio

Absorptio

S EEEEEE B =
T EHdHdEE B H H
FEELEERE
S HEHE

istribution

istribution

[=]

istributio

=
[
I
£

=
B
i
E

=
B
u
g

=
[
u
E

1 H HEB
TITERRIRTTRRTT

Water solubility
Caco2 permeability

Intestinal absorption
(human)
Skin Permeability

P-glycoprotein substrate

Predicted
Value
-2.892

-1.802

7.638

-2.735
Yes

P-glycoprotein [ inhibitor No
P-glycoprotein I inhibitor No

VDss (human)

0.4

Fraction unbound (human )0.381

BEBB permeability
CNS permeability
CYP2D6 substrate
CYP3A4 substrate
CYP1AZ inhibitior
CYP2C19 inhibitior
CYP2C9 inhibitior
CYP2DG6 inhibitior
CYP3A4 inhibitior

Total Clearance

Renal OCT2 substrate
AMES toxicity

Max. tolerated dose
(human)

hERG I inhibitor
hERG Il inhibitor

Oral Rat Acute Toxicity

(LD50)

Oral Rat Chronic Toxicity

(LOAEL)
Hepatotoxicity

Skin Sensitisation
T.Fyriformis toxicity
Minnow toxicity
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-3.211
-6.375
No
No
No
No
No
No
No

-0.183

No
Yes

0.431

No
Yes

2.482

2.751

No
No
0.285
8.489

Unit

MNumeric (log mol/L)
Numeric (log Papp in
10s cm/s)

Numeric (% Absorbed)

Numeric (log Kp)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/Nao)
MNumeric (log L/kg)
Numeric (Fu)
Numeric (log BB)
Numeric (log PS)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/Nao)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log
ml/min/kg)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log
mg/kg/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)

Numeric (mol/kg)

Numeric (log
mg/kg_bw/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log ug/L)
Numeric (log m M)



Molecule Depiction
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Molecule properties:

Descriptor Value
Molecular Weight 415.343
LogP -1.2512
#Rotatable Bonds 8

#A cceptors 12
#Donors 3

Surface Area 160.338
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Water solubility
Caco2 perm eability

Intestinal absorption
(human)
Skin Permeability

Pharmacokinetic Propeties

Predicted

Value
-2.473

-0.263

33.02
-2.735

P-gly coprotein substrate Yes

P-gly coprotein 1
inhibitor

P-gly coprotein 11
inhibitor

VDss (human)
Fraction unbound
(human)

BEP permeability
CNS permeability
CYP2DG substrate
CYP3A4 substrate
CYP1A2 inhibitior
CYP2C19 inhibitior
CYP2CY9 inhibitior
CYP2DG inhibitior
CYP3A4 inhibitior

Total Clearance

Renal OCT?2 substrate

AMES toxicity
Max. tolerated dose
(human)

hERG Il inhibitor
hERG II inhibitar

Oral Rat Acute Toxicity

(LD50)

Oral Rat Chronic
Toxicity (LOAEL)
Hepatotoxicity

Skin Sensitisation
T.Pyriformis toxicity
Minnow toxicity

24

No

No
0.617
0.638

-1.5334
-3.399
No
No
No
No
No
No
No

0.418

No
No

0.881

No
0.285
2.805

Unit

Numeric (log mol/L)
MNumeric (log Papp in
105 cm/s)

MNumeric (%
Absorbed)

Numeric (log Kp)
Categorical (Yes/No)

Categorical (Yes/No)

Categorical (Yes/No)
Mumeric (log L/kg)
Numeric (Fu)

Numeric (log BB)
Numeric (log P5)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/Na)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/Na)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/Na)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log ml/min/
kg)

Categorical (Yes/Na)
Categorical (Yes/No)
MNumeric (log mg/kg/
day)

Categorical (Yes/Na)
Categorical (Yes/No)

MNumeric (mol/kg)

Numeric (log
mg/kg_bw/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log ug/L)
MNumeric (log mM)



Pharmacokinetic Propeties

Renal OCT?2 substrate No

ml/min/kg)
Categorical (Yes/No)

Molecule Depiction Predicted .
Property Model Name Value Unit
Water solubility -2.891 Nuomeric (log mol/L)
g Caco? permeability -0.346 EMmEGE K Edltg
oy 105 cm/s)
. B . =
L e O~ A ;ELE;[;E‘;J absorption g 047 Numeric (% Absorbed)
Mr/ o 2 Skin Permeability -2.735 Numeric (log Kp)
P-glycoprotein substrate  Yes Categorical (Yes/No)
_ P-glycoprotein I inhibitor No Categorical (Yes/No)
. P-glycoprotein 11 .
Absorptio
| Absorptior] inhibitor No Categorical (Yes/No)
PENTES  VDss (human) 0.031 Numeric (log Likg)
Molecule properties: :?I;EEI;“) mBttnd 0.468 Numeric (Fu)
Descriptor Value BBE permeability -1.926 Numeric (log BB)
Molecular Weight 535.408 pEnIrey CNS perm eability -3.916 Numeric (log PS)
LogP -4.3665 CYP2D6 substrate No Categorical (Yes/No)
#Rotatable Bonds 9 CYP3A4 substrate No Categorical (Yes/No)
#Acceptors 16 CYP1A2inhibitor No Categorical (Yes/No)
#Donors 2 CYP2C19 inhibitior No Categorical (Yes/No)
Surface Area 200.288 CYP2C9 inhibitior No Categorical (Yes/No)
CYP2D6 inhibitior No Categorical (Yes/No)
CYP3Ad4inhibitior No Categorical (Yes/No)
=T Total Clearance -0.219 e eTic(tg

g
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g
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g

g
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E
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=

A B
g
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3

=

=

=
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AMES toxicity No
Max. tolerated dose 0.473
(human)

hERG linhibitor No
hERG Il inhibitor No

Oral Rat Acute Toxicity

(LD30) i
Oral Rat Chronic Toxicity
(LOAEL) A

Hepatotoxicity Yes
Skin Sensitisation No
T.Pyrifarmis toxicity 0.285

Minnow toxicity 7.017
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Categorical (Yes/No)
Numeric (log
mg/kg/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)

Numeric (mol/kg)

Numeric (log
mg/kg_bw/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/Na)
Numeric (log ug/L)
Numeric (log mM)



Pharmacokinetic Propeties

Molecule Depiction

Property odel Name Predicted .,
Value
Water solubility -2.459 Numeric (log mol/L)
[Absorptior - Numeric (log Papp in
Caco?2 perm eability 0.823 10. cm’s)
Intestinal absorption o 314 Numeric (%
(human) ) Absorbed)
e Skin Permeability -2.735 Numeric (log Kp)
o S :F’H-E;g;t:zrmem No Categaorical (Yes/No)
Absorptio i
: ::I—E:g;gfrmem ] No Categorical (Yes/No)
EE— ::I—E:E;grrmem . No Categarical (Yes/Na)
VDss (human) 0.57 Numeric (log L/kg)
Fraction unbound g 5o Numeric (Fu)
(human)
Molecule properties: BBE permeability -1.434 Numeric (log BB)

) CNS permeability -3.934 Numeric (log PS)
Descriptor ) Value CYP2D6 substrate No Categarical (Yes/Na)
Molecular Weight 387.245 CYP3Ad4 substrate  No Categorical (Yes/No)
LogP -3.13588 CYP1A2 inhibitior No Categorical (Yes/No)
#Rotatable Bonds 4 CYP2C19 inhibitior ~ No Categorical (Yes/No)
#Acceptors 12 CYP2C9 inhibitior ~ No Categorical (Yes/Na)
#Donors 3 CYP2D6 inhibitior ~ No Categorical (Yes/No)
Surface Area 144.208 IEETEN  CYP3A4inhibiior  No Categorical (Yes/No)

[FEETT Total Clearance -0.181 NIlI]lF:‘I'IC (log

ml/min/kg)

[T Renal OCT2 substrate No Categorical (Yes/No)

Taxicity AMES toxicity No Categorical (Yes/No)

Max. tolerated dose 0.409 Numeric (log mg/kg/
(human) day)

hERG Iinhibitor No Categorical (Yes/No)

RERG II inhibitor No Categorical (Yes/No)

Toxicity L Toxicityz'ms Numeric (mol/kg)
(LD50)

Taciny Dra{ P:lat Chronic 2734 Numeric (log
Toxicity (LOAEL) mg/kg_bw/day)

Hepatotoxicity Yes Categorical (Yes/No)

Skin Sensitisation No Categorical (Yes/No)

T.Pyriformis toxicity  0.285 Numeric (log ug/L)

Taxicity Minnow toxicity 3.245 Numeric (log mM)
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