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  Resumen del Trabajo (máximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de
aplicación, metodología, resultados y conclusiones del trabajo.

La MCADD,  deficiencia  en acyl-CoA deshidrogenasa de cadena media  es  una enfermedad
metabólica  rara  de  carácter  hereditario,  cuya  variación  patogénica  mayoritaria  es  la
MCADK304E.  Este  intercambio  de  una  lisina  por  un  ácido  glutámico  en  la  posición  304
introduce 4 cargas negativas anormales en el core de la proteína, haciendo que los enfermos con
esta alteración posean tan solo una actividad enzimática del 40%, poniendo en compromiso el
desarrollo de un metabolismo normal. En este proyecto se han analizado bioinformáticamente
70.000 moléculas con el fin de encontrar una serie de candidatos a fármacos efectivos frente a la
enfermedad. En función de las características estericas/electrostáticas de los posibles ligandos se
elaboró una lista de candidatos potenciales (hits), seleccionada mediante virtual screening. Los
100 compuestos con mejor puntuación fueron estudiados en detalle, escogiendo a 20 de ellos
(leads) para, mediante algoritmos de docking, analizar su  interacción con MCADK304E. A su
vez  se  evaluaron  sus  propiedades  farmacocinéticas  mediante  los  criterios  ADME-Tox,
reduciendo  hasta  14  el  número  de  candidatos  seleccionados  para  adentrarse  en  las  fases
intermedias del desarrollo de fármacos con garantía.  

Un  proyecto  ambicioso  que  combina  diferentes  herramientas  informáticas  para  abordar
problemas  biológicos,  dará  a  conocer  el  atractivo  del  área  de  las  enfermedades  raras  y  la
necesidad de encontrar fármacos eficaces frente a ellas. 
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  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. Introducción

1.1 Contexto y justificación del Trabajo

En este TFM se abordará la búsqueda de un tratamiento farmacéutico para la deficiencia en
acyl-CoA deshidrogenasa (MCADD) a través de la bioinformática[11].

La  MCADD es  un defecto  congénito  transmitido  por  herencia  autosómica  recesiva  que
afecta a una media de 1:10.000 personas. Es, por tanto, una enfermedad hereditaria rara y su causa
principal es la mutación c.985A>G en el gen ACADM, que resulta en el reemplazamiento de una
lisina por un ácido glutámico en la posición 304 de la acyl-CoA deshidrogenasa de cadena media
(MCAD)[8]. La proteína mutada alcanza tan solo el 35-45% de su actividad enzimática, dando lugar
a un fallo en la oxidación de ácidos grasos de cadena media. La consecuencia inmediata de este
déficit  de  actividad  es  una  rápida  crisis  metabólica,  habitualmente  acompañada  de  vómitos,
hipoglucemia hipocetónica e incluso complicaciones como el coma o la muerte prematura si no tiene
lugar una intervención médica adecuada[22]. 

Hasta  el  momento  no  se  ha  identificado un  fármaco eficaz  frente  a  la  enfermedad,  sin
embargo se ha encontrado la posibilidad de mejorar levemente los síntomas a través del aporte de
cofactores, como la riboflavina[5]. Es por ello que se ha decidido abrir una nueva vía de búsqueda,
que permita encontrar un compuesto capaz de aumentar la calidad de vida de los pacientes. 

Al tratarse de una enfermedad rara, donde la información experimental disponible es escasa
y la inversión en investigación casi inexistente, se puede explotar y dar a conocer el potencial de la
bioinformática. Facilitar la llegada de recursos económicos[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 dólares[10]. El progreso se ha visto reflejado en la salida a mercado de 39
fármacos efectivos en el último año. El retorno económico para el sector alcanzó el pico de los 114
billones$  en  2017,  aumentando  un  12% respecto  a  2015 y  con  previsiones  de  doblarse  en  los
próximos años[4]. Es pues evidente tanto el atractivo como la necesidad social de introducirse en el
sector, teniendo en cuenta que aún existen alrededor de 7000 enfermedades raras sin tratamiento
alguno. 

En resumen, este trabajo pretende encontrar una serie de compuestos capaces de postularse
como fármacos efectivos para la MCADD, explotando las herramientas informáticas para abaratar
los costes de producción farmacológica, realizando varias etapas del descubrimiento de fármacos 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 creación de nuevos fármacos 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 fármacos 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 reducción del numero de compuestos con el que trabajar, que
irá desde el total de los disponibles en las bases de datos hasta los más adecuados para continuar una
investigación de carácter más específico para la enfermedad.

1



OBJETIVO GENERAL OBJETIVO
ESPECÍFICO

TAREA

Identificar el farmacóforo de
MCAD

Obtener la estructura 3D
de la molécula y ligandos

Búsqueda en bases de datos de
visualización de moléculas

Determinar el
farmacóforo 

(Hito 3)

Similarity-based ligand screening:
LiSiCA, Drugbank, scPDB.

Utilización del software LigandScout

Evaluación de los resultados

Buscar compuestos que
interaccionen con MCAD

Seleccionar los ligandos
que contengan en

farmacóforo
(Hits, Hito 5)

Pharmacophore-based ligand
screening: LigandScout

Evaluación de resultados

Acotar la lista de
compuestos a aquellos

que interaccionen
fielmente con la diana

(Leads, Hito 7)

Protein based virtual screening:
AutoDOCKtools

Evaluación de resultados

Evaluar las propiedades
ADME-Tox de los candidatos

obtenidos en el objetivo anterior

Evaluar la toxicidad de
los fármacos
seleccionados

Búsqueda a través de bases de datos
como LimTOX 

Anotar las propiedades
farmacocinéticas
(ADME) de los

candidatos

Estudio de las características mediante
pkCSM

Tabla 1. Distribución de objetivos y tareas

• Hito 1: Entrega PEC0. Elección del tema de trabajo.
• Hito 2: Entrega PEC1. Planificación del proyecto.
• Hito 3: Determinación del farmacóforo. Será la base para el ligand-based virtual screening.
• Hito 4: Entrega PEC 2. Desarrollo fase 1. Incluirá la fase preliminar de investigación y la

identificación del farmacóforo.
• Hito 5: Consecución de la lista de moléculas que poseen el farmacóforo propuesto.
• Hito 6: Entrega PEC 3. Desarrollo fase 2. Se mostrarán los resultados del pharmacophore-

based ligand virtual screening así como la preparación 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 presentación oral.

1.3 Enfoque y método seguido

A la  hora  de  abordar  una  enfermedad  compleja  como la  MCADD,  con  sintomatología
variada[19], parece lógico escoger el epicentro de los problemas como diana. Al estar bien definida la
causa de la patología, este proyecto se centrará en encontrar un compuesto capaz de disminuir los
efectos de la mutación en la enzima defectuosa.

La  principal  característica  que  debe  cumplir  un  fármaco  para  ser  efectivo  es  la  de
interaccionar  con  la  diana.  El  virtual  screening  es  una  herramienta  con  eficacia  probada  en
numerosas investigaciones científicas [14] para este fin. Se conocen varios formatos de esta disciplina,
en función de si el screening se basa en el ligando o en la proteína en cuestión. 
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Ligand-based virtual screening es la modalidad más flexible, en la que no es necesario que
se  conozca  la  estructura  completa  de  la  proteína  problema.  A  partir  de  la  estructura  primaria,
algoritmos de machine learning, ligandos de unión conocidos o el farmacóforo se puede encontrar
una serie de candidatos  para una interacción efectiva.

Por contra,  para llevar a cabo el protein-based virtual screening es necesario conocer la
estructura tridimensional de la proteína diana, pues se basa en algoritmos de docking. Estos buscan
la  mejor  interacción  entre  una  colección  de  posibles  ligandos  a  través  de  puntuaciones  de
conformación, posición y orientación dentro del bolsillo de unión. Es, por tanto, un proceso más
lento y complejo computacionalmente.

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

El proyecto se apoyará en una programación basada en objetivos, con tareas específicas para
ello, como se ha explicado en el punto anterior. Así pues, en una primera fase se determinará el
farmacóforo de la enzima mutada. Esa información será el punto de partida para el ligand-based
virtual screening.  La segunda fase ocupará el grueso del trabajo y será en la que se obtendrán los
resultados visibles del proyecto. Se partirá de una colección de en torno a 70.000 compuestos, que
filtrados  a  través  pharmacophore-based  ligand  screening,  darán  lugar  a  una  lista  con  aquellas
moléculas que contienen las características adecuadas para interaccionar con MCAD, serán los hits.
De entre esos ligandos candidatos se escogerán los que mejor puntuación obtengan y se someterán a
los algoritmos de docking, para escoger únicamente los presenten una buena interacción molecular
con la proteína, los leads. Por último, se evaluarán sus capacidades ADME-Tox, haciendo que los
candidatos finales sean efectivos y puedan adentrarse en el proceso de salida al mercado.

1.4 Planificación del Trabajo

   Imagen 1. Diagrama de Gantt.
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1.5 Breve sumario de productos obtenidos

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

1.6 Breve descripción de los otros capítulos de la memoria

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

• MCAD: Estructura de la proteína. Efectos de la mutación  
Este primer capítulo recoge los datos recopilados en el estudio de la estructura de la proteína

problema y los efectos que la mutación K304E causa en su estructura, funcionalidad, etc. Conocer
cómo afecta esta variante a la MCAD silvestre ayudó a escoger una estrategia a través de la que
abordar el proyecto. 

• Identificación del farmacóforo  
La forma de abordar el descubrimiento de fármacos fue a través de  un cribado molecular

basado en el conjunto de características estéricas y electrostáticas que los ligandos debían poseer
para interaccionar con la proteína. En este apartado se refleja el camino seguido para encontrar el
farmacóforo de MCADK304E y los resultados obtenidos. Ésta será la base para el ligand-screening.

• Virtual Screening  
El  virtual  screening  es  la  herramienta  que  permitió  reducir  el  número  de  compuestos

candidatos hasta seleccionar los más adecuados para tratar la enfermedad. Se dividió en dos etapas,
la  primera  de  ellas  basada  en  el  farmacóforo  de  MCAD  (ligand-based)  y  la  segunda,  en  la
interacción dentro del bolsillo de la propia proteína (protein based). Aquí se relatará la forma en la
que se realizaron los experimentos de screening, detallando los criterios de selección de compuestos
para cada uno de ellos. Se mostrarán los resultados finales del proyecto, mostrando cuáles son los
candidatos a fármaco para MCADD. 

• Evaluación de propiedades ADME-Tox  
Por último, se evaluaron las propiedades de los candidatos para su actuación dentro del

organismo.  Estas  son  las  conocidas  como  ADME-Tox  e  incluyen  absorción,  distribución,
metabolización, excreción y toxicidad. Una molécula capaz de cumplir los criterios farmacológicos
ADME y no presentar toxicidad puede considerarse como potencial fármaco efectivo.
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2. MCAD: Estructura de la proteína. Efectos de la mutación.

La  proteína  silvestre  MCAD  está  formada  por  4  cadenas  idénticas  (homotetrámero),
predominando la conformación α-hélice en la estructura secundaria de cada una de ellas[23]. 

Imagen 2. Estructura secundaria (a) y cuaternaria de MCAD (b), con cada uno
de los bolsillos de reacción sombreados en amarillo. Dicha reacción queda detallada
a la derecha de la proteína completa (c).

Como proteína catalizadora del primer paso en la oxidación mitocondrial de ácidos grasos,
posee dos ligandos principales. La flavoproteína electrón-transferente  y el sustrato/electrón 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 α,β-deshidrogenación.  La reacción 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 1c)[27].  

Estudios de simulación dinámica indican que la estabilidad del tetrámero se ve favorecida
mediante la unión del FAD, por lo que este ligando mejoraría el ensamblaje de los monómeros [6] a la
par que actuaría como sustrato de reacción. A través de estos datos se muestra el funcionamiento
general  de  MCAD,  la  proteína  silvestre.  A  continuación  se  expondrán  las  implicaciones  de  la
mutación K304E en su funcionamiento.

Según la estructura cristalográfica de la proteína, el aminoácido 304 orienta su cadena 
lateral hacia una cavidad situada dentro del core interior del tetrámero, de unos 14 angstroms de 
diámetro, compartida por los 4 monómeros. 

            Imagen 3. Selección del aminoácido E304 dentro de la proteína mutada. Se 
            muestra su ubicación exacta dentro del tetrámero.

No existen modificaciones dentro de la estructura secundaria de MCADK304E. Sin 
embargo, la mutación introduce 4 cargas negativas adicionales dentro del core, desestabilizando la 
estructura cuaternaria de la enzima. Respondiendo a esta inestabilidad, la proteína resultante 
comienza a desnaturalizar, formando agregados[30]. La consecuencia inmediata de este 
comportamiento anormal es una pérdida en actividad enzimática, que da lugar a los síntomas propios
de la enfermedad [20][29]. 
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 Imagen 4. Zoom del bolsillo al que pertenece el aminoácido 304 de MCAD (A) vs 
                    MCADK304E (B), con 4 cargas negativas extra. La nube electrostática 

                                                positiva se muestra en azul y la negativa en rojo.

Esta modificación a nivel de carga podría afectar a la actividad catalítica debido a[9]: 
a) La exposición de una porción del cofactor o el sustrato a un entono polar , haciendo que

se reduzca la desolvatación del residuo catalítico E376, reduciendo su pKa.
b) La incorrecta unión del sustrato al haberse incrementado las distancias entre el anillo de

flavina y el enlace Cα-Cβ , haciendo que no se alcancen los valores óptimos para la reacción. 
c) El acoplamiento incorrecto de FAD, debido a las modificaciones en su sitio de unión.

   Imagen 5. Distribución 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 ionización negativa, entre otros parámetros.

Los datos experimentales indican que la  desestabilización producida por la  mutación es
únicamente  de  tipo  electrostático.  Así  pues,  tras  el  análisis  del  efecto  de  la  mutación  sobre  la
estructura de la proteína, se decidió buscar una molécula capaz de llevar a cabo las funciones de
FAD, adaptándose al nuevo entorno negativo de forma más eficiente. Esa molécula deberá ocupar el
bolsillo de unión de ligando[1], actuando tanto como agente redox como de chaperona, mejorando así
la estabilidad del tetrámero y aumentando la actividad enzimática de la MCAD en pacientes con este
defecto congénito.

3. Identificación del farmacóforo.

Tras la revisión bibliográfica y la búsqueda en bases de datos se tomó la decisión de basar la
búsqueda farmacológica en las propiedades de FAD y riboflavina para interaccionar efectivamente
con  MCAD.  El  primero  de  ellos,  por  ser  el  ligando  de  la  proteína  silvestre,  actuando  como
chaperona[6] y  como  agente  de  deshidrogenación[27].  El  segundo,  por  existir  evidencia  de  su
funcionalidad  como “fármaco”  ante  la  enfermedad,  compartiendo  estructura  con  FAD y  dando
muestra de que el criterio seleccionado para encontrar un nuevo fármaco es consistente. 
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Así pues, en primer lugar, se estudiaron las
características de ambos ligandos a nivel estérico y
electrostático, lo que se denominó identificación del
farmacóforo[2].

Se establecieron las claves del acoplamiento de FAD
dentro del bolsillo de la proteína, prestando especial atención 
al N4, situado en los anillos de flavina y descrito como el
encargado de soportar la reacción de deshidrogenación tras la
unión del acyl-CoA. En la imagen 6 aparecen hasta 15
contactos que el ligando establece con la proteína, dando
muestra de la complejidad de la unión.

          Imagen 6. Contactos de FAD 
                    dentro de su cavidad en MCAD.

En base a esta interacción se propuso realizar un tipo de farmacóforo apoyado en las 
propiedades intrínsecas de ambos ligandos de la proteína. Tanto FAD como riboflavina son capaces 
de interaccionar con MCADK304, por lo que encontrar sus puntos en común nos permitió iniciar la 
búsqueda otras moléculas capaces de realizar su función. Se denominó shared-features 
pharmacophore. 

    Imagen 7. Farmacóforo determinado a través
    de las características comunes de FAD y riboflavina.
    Cuenta con 2 estructuras aromáticas (azul), 2 contactos
    hidrofóbicos (amarillo), 7 aceptores (rojo) y 4 donadores (verde).

 A su vez, basándose en la idea de que moléculas similares tienen funciones análogas,se 
realizó un ligand-based virtual screening a través de DrugBank[7] y scPDB[28] (anexo I), que 
proporcionó una serie de moléculas semejantes a FAD/riboflavina. Un proceso equivalente se llevó a
cabo con LiSiCa[15], software de screening basado en el coeficiente de Tanimoto (anexos II y III). De
entre los compuestos hallados, se escogieron los 10 con mayor coeficiente de similaridad y, a partir 
de ellos se creó el segundo modelo de farmacóforo, basado en su alineamiento molecular. Los 
compuestos que formaron este merged-features pharmacophore fueron: zinc ID[31] 53683566, 
00391159, 53683526, 58632138, 02036848, 53682927, 85425702, 98208900, 96006025 y 
53684299 (mostrado en el anexo VI).

Ligand Scout[16] es la aplicación seleccionada para crear los distintos farmacóforos, pues 
ofrece una amplia gama de herramientas de interacción a nivel molecular, adaptándose 
perfectamente a las exigencias del experimento. Así pues, se retrataron las características del 
farmacóforo de MCADK304E mediante el programa. 

4. Virtual screening

Tras la determinación de los dos modelos de farmacóforo propuestos se llevaron a cabo
experimentos de virtual screening. Esta metodología permitió encontrar aquellos compuestos que
cumplían los criterios marcados en la primera fase del proyecto. 
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4.1 Pharmacophore-based ligand virtual screening

Se  elaboró  una  librería  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  más  compuestos  similares  a  FAD/Riboflavina
mostraron, por lo que se fusionaron y pasaron a ser la colección escogida para este experimento. 

LigandScout  analizó  más  de  70.000  moléculas,  filtradas  a  través  de  los  modelos
farmacológicos propuestos. Se denominaron hits aquellos compuestos que encajaron fielmente con,
al menos, ¾ del total de los elementos que compone cada farmacóforo.  

4.1.1 Ligad desheredar features pharmacophore
A  partir  de  las  disposición  espacial  de  las  16  características  que  comparten  FAD  y

riboflavina (imagen 7) se obtuvo una lista de 55 compuestos  hit,  con  altos coeficientes de encaje
farmacológico (superiores a 100 puntos). 

   Imagen 8. Resultado del shared-features pharmacophore based ligand screening.

Son especialmente interesantes  los  resultados que posean  tanto  los  2 anillos  aromáticos
como el N aceptor, un criterio que se tendrá en cuenta a la hora de seleccionar positivamente las
moléculas que serán efectivas en la reacción de deshidrogenación.

4.1.2 Ligand merged features pharmacophore
A partir de la fusión de las características que poseían los 10 ligandos con mejor puntuación

en los test de similaridad se generó un farmacóforo de 7 características, 6 donadores y un aceptor. Al
ser un criterio menos restrictivo que el anterior, aumentó el número de hits, con más de un 50% de
positivos. Casi 40.000 moléculas superaron esta criba, teniendo que encontrar una nueva forma de
acotar los resultados.

   Imagen 9. Resultado del merged-features pharmacophore based ligand screening.
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4.2 Reducción 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 diseñó un nuevo sistema 
de cribado con el objetivo de reducir el número de moléculas que lanzar al protein-based virtual 
screening. A su vez, esta etapa sirvió como fase de análisis de resultados, puesto que en ella se 
valoró la eficacia de los compuestos obtenidos en base a los diferentes farmacóforos.

En primer  lugar se  ordenaron los  candidatos  en función de su score farmacológico.
Cabe destacar que las moléculas seleccionadas a través del shared-pharmacophore poseen un
score  más  alto,  al  hacer  coincidir  entre  11  y  16  características  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.  

Basándose en el score, se seleccionaron los 100 primeros compuestos de la lista. Pese a
partir de un conjunto de 40.000 no resultó traumático echar por tierra tal cantidad de moléculas,
se debían analizar únicamente los mejores. La totalidad de compuestos eliminados procedían del
merged-pharmacophore ligand screening, los cuales no poseían una de las características más
relevantes que se buscaban, los anillos aromáticos.

Una vez obtenida esta pre-lista de 100 hits, se realizó un análisis más 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 características propias de la patología que
estábamos tratando, como podían ser:

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

- Presentar un entorno electrostático positivo o neutro (ya que la mutación 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 elaboró 
una lista manejable que lanzar a AutoDock.

   Imagen 10. Lista   de 20   leads   que analizar a través del protein-based virtual screening.   
    Se seleccionaron de entre los 100 hits por poseer 2 o más características de entre las propuestas. 
    Bening F. = Uso farmacológico anterior. Rings = Anillos similares a los de flavoproteínas. 
    Charges = Carga formal a pH neutro. Lipinski = Cumplir 3 o más reglas de fármaco potencial. 

Para escoger a los 20 leads del protein-based virtual screening se optó por escoger aquellas
moléculas que cumplían al menos 2 de las 3 condiciones planteadas para el tratamiento de esta
enfermedad. 17 de ellos fueron seleccionados por presentar efectos farmacológicos conocidos, un
entorno electrostático neutro o una estructura de anillos aromáticos similar a la de flavoproteínas.
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ZINC Score Benign F. Rings Charges Lipinski
1 98209531 125,01 YES YES -5
2 98209268 116,9 YES YES -5
3 13543028 116,23 YES 2 -1
4 5835253 115,92 YES 2 0
5 98208793 115,82 YES 4 -2
6 58660722 115,55 NO NO -3 NO
7 85425702 115,45 NO YES -3 NO
8 34390682 115,41 NO NO -2 YES
9 33821189 115,39 YES NO 0
10 40913495 115,27 YES NO 0
11 58638382 115,18 NO 2 -2 YES
12 95553067 115,13 YES NO 0
13 98208651 114,51 YES 2 -2
14 73240563 85,54 YES NO 1
15 73240514 75,73 YES YES 0
16 84655552 75,62 YES 2 0
17 33295967 66,05 NO NO 1 YES
18 391159 YES YES 0
19 98208900 YES NO -2
20 58639144 56,75 YES NO 0



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

4.3 Protein-based virtual screening

El protein based virtual screening analiza la unión a nivel molecular entre una proteína y un 
ligando, evaluando cuál es la mejor conformación para hacer efectiva esa interacción y puntuando la 
calidad de la unión que se consigue. Se seleccionó AutoDock como software de análisis debido a 
que incluye varios algoritmos de docking y una enorme variabilidad para la selección de parámetros.
Gracias a él se estudiará la interacción entre los leads y MCADK304E.

El primer paso fue calibrar el software, encontrando los parámetros que es necesario 
modificar para conseguir una reproducción fiel de la realidad. Es necesario tener en cuenta que este 
tipo de experimentos no se realizan en condiciones naturales, puesto que la estructura cristalográfica 
de las proteínas no siempre se obtiene en disolución y la rigidez molecular no es algo que se dé en 
las formas silvestres. Así pues, se configuró AutoDock para obtener los mejores resultados en los 
análisis posteriores, donde se evaluaría 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 región que alberga el bolsillo de FAD en la molécula de 
MCADK304E (cadenas A y B), en su forma rígida. El algoritmo genético[3] fue el seleccionado 
para llevar a cabo el experimento y gracias a él se obtuvieron las mejores posiciones de unión 
ligando-molécula. El programa también aporta diferentes parámetros informativos, como la energía 
de unión, eficiencia del ligando, etc. 

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 información aportada por 
AutoDock.

Se  ha  considerado  una  buena  aproximación  a  la  realidad,  obteniendo  una  buena
superposición virtual sobre la estructura cristalográfica y con energías de unión negativas para el
ligando. Así  pues,  será  bajo estas  premisas sobre las que se  realicen todos los experimentos de
docking para los leads.

Tras llevar a cabo el análisis de la interacción entre los 20 compuestos y MCADK304E, el
resultado quedó recogido en el anexo VII y resumido en la imagen 10.
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Imagen 12. Resumen de resultados obtenidos para el  protein-based virtual screening (izquierda). Mejor docking
analizado, correspondiente a la molécula 98208793, con una energía de unión de -13,51 (derecha).

Los resultados de docking se ordenaron en base a distintos tipos de energía, relacionados
entre sí. 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. Evaluación de propiedades ADME-Tox

Tras la selección de candidatos en base a criterios moleculares (farmacóforo, docking) fue 
necesario analizar su capacidad de actuación como fármaco. Esto es evaluar su facilidad de 
absorción, distribución, metabolización y excreción dentro del organismo, así como las posibles 
reacciones adversas que pueda provocar. En esta última fase se utilizaron herramientas web como 
LimTox y pkCSM.

LimTox[17][18] es una base de datos creada por el Centro Nacional de Investigaciones 
Oncológicas (CNIO) para buscar reacciones adversas y de toxicidad de una amplia gama de 
medicamentos. Proporciona conocimiento extraído a partir de la biblioteca biomédica PubMed, 
informes de la Agencia Europea del Medicamento (EMA, por sus siglas en inglés) y solicitudes de 
nuevos fármacos de la Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por 
sus siglas en inglés).

pkCSM[24][25] se seleccionó como medio complementario a LimTox para determinar las 
propiedades farmacocinéticas de las moléculas candidatas. Este software se apoya en el modelado 
gráfico basado en distancias. A través de la representación química gráfica de la molécula problema, 
algoritmos de machine learning ayudan a identificar características que la asocien con ciertos 
perfiles ADME-Tox. 

Se analizaron aquellas moléculas que no habían presentado evidencia de haber sido 
utilizadas anteriormente como fármaco. Los resultados obtenidos se adjuntan en el anexo VIII. Tras 
esta evaluación se eliminaron dos compuestos, por presentar alta toxicidad (85425702) y una mala 
absorción y distribución (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 Binding ener. Ligand eff. Electrostatic 

Ref. 1 FAD -6,25 -0,12 -0,75
Ref. 2 RIBOFLAVIN -10,76 -0,4 -0,29

1 98209531 3,12 0,07 -0,07
2 98209268 -4,82 -0,1 0,32
3 13543028 -7,09 -0,3 -0,29
4 5835253 -9,12 -0,41 -0,48
5 98208793 -13,51 -0,34 -1,53
6 58660722 -8,84 -0,25 0,07
7 85425702 1,27 0,02 -0,8
8 33295967 -13,17 -0,38 -0,9
9 34390682 -8,4 -0,3 -0,27
10 33821189 -6,51 -0,3 -0,48
11 40913495 -10,07 -0,35 -0,41
12 58638382 -8,48 -0,33 -0,84
13 95553067 -7,87 -0,36 -0,42
14 98208651 -10,66 -0,29 -0,82
15 73240563 -10,69 -0,34 -0,55
16 73240514 -9,4 -0,39 -0,33
17 84655552 -9,63 -0,42 -0,13
18 391159 -9,8 -0,52 -0,24
19 98208900 -3,86 -0,07 -0,45
20 58639144 -8,45 -0,32 -0,97



                         Imagen 13. Lista de candidatos a fármaco contra MCADD.

6. Conclusiones

6.1 Impresiones sobre el trabajo

La  principal  motivación  para  comenzar  a  trabajar  fue  la  de  explotar  el  potencial  de  la
bioinformática en un plano de carácter investigador. La introducción 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 fármacos. Se han utilizado tanto herramientas web (pkCSM,
bases de datos) como basadas en el lenguaje de programación python (PyMol[26], AutoDock) así
como aplicaciones específicas del área farmacéutica (LigandScout). Una amplia gama de recursos
informáticos aplicables a  otros campos de investigación  y ámbitos laborales que enriquecen  los
conocimientos del investigador. 

6.2 Seguimiento de la planificación

Inicialmente se dedicaron varias semanas al diseño de un plan de trabajo. Este plan se basó
en la consecución de objetivos parciales e hitos: Obtener la estructura 3D de la molécula y ligandos,
determinar  el  farmacóforo  de  MCAD  (hito),  seleccionar  los  ligandos  que  contengan  este
farmacóforo  (hito),  acotar  la  lista  de  compuestos  a  aquellos  que interaccionen fielmente  con  la
proteína diana (hito), evaluar la toxicidad de los fármacos seleccionados y anotar las propiedades
farmacocinéticas (ADME) de los candidatos. Conseguir cada uno de ellos significa avanzar un paso
hacia la consecución del objetivo final, encontrar una serie de potenciales fármacos para MCADD.
Así, si debido a una mala gestión 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 específica en cuanto a criterios de selección.

Los plazos establecidos se han cumplido con bastante precisión, teniendo que modificar
ciertas etapas debido a la necesidad de invertir más tiempo en la familiarización con las distintas
herramientas. Este error supuso prolongar la duración de las tareas relativas a la experimentación y
acortar los periodos de análisis de resultados. Especialmente en la etapa de protein-based virtual
screening se  ha perdido algo de información experimental,  al evaluar únicamente los datos más
relevantes. Además, se tuvo que acotar la fase de anotación de propiedades farmacocinéticas, por lo
que sólo aquellos compuestos de los que no se conozca una actividad previa como fármaco fueron
analizados pese a que hubiera sido interesante tener esta información para los 14 candidatos.

A  pesar  de  este  contratiempo  se  cree  haber  realizado  una  buena  planificación  y  haber
estructurado las tareas correctamente ha sido una de las claves para completar todas las fases del
proyecto. 
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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



6.3 Resultados obtenidos

Una vez finalizado el proyecto, tras el análisis 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  más  probabilidad  de  adentrarse  en  las  fases  intermedias  del
desarrollo  de fármacos y superarlas  con éxito.  Se dice que 1 de cada 10.000 moléculas pasa el
desarrollo de fármacos, pues en este trabajo se han seleccionado 14 de 70.000, aquellas que más
probabilidad se cree que tienen para ser las 7 estadísticamente correspondientes, dando muestra del
poder de la bioinformática en este ámbito de trabajo.

Los criterios de selección se basaron en mitigar los efectos de la mutación K304E dentro de
MCAD y mejorar su actividad enzimática. La solución propuesta para este problema fue encontrar
un compuesto capaz de llevar a cabo la función que el ligando natural tenía en la enzima silvestre,
pero en este caso, dentro de la proteína mutada. Se utilizó el virtual screening como herramienta,
abordándo  la  búsqueda  de  candidatos  desde  la  perspectiva  del  ligando  (ligand-based  virtual
screening) y desde la de MCADK304E (protein-based vitual screening). Ambas variantes de virtual
screening se seleccionaron por conocerse el éxito que habían generado en otras investigaciones de
tipo farmacológico, así que fueron trasladadas a la búsqueda de fármacos para MCADD.

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

El  protein-based virtual  screening ha demostrado ser  una herramienta  muy potente  pero
computacionalmente lenta. Lo que más atrajo la atención de este experimento es que riboflavina
presentara una energía de unión mayor que el propio FAD, dado muestra de que compuestos más
pequeños o farmacológicamente más probables pueden dar grandes resultados en el experimento.
Bien es cierto que no se pueden extrapolar directamente los resultados a una unión en condiciones
naturales, pero los resultados han sido bastante esperanzadores, especialmente para moléculas como 
40913495 o 58638382 con altas energías de unión y la colocación espacial que permitiría llevar a
cabo la reacción de deshidrogenación. 

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  ámbito
computacional se podría haber aumentado la calidad de la lista obtenida. 

6.4 Líneas 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  proteína.  El  intentar  combatir  una
desestabilización electrostática es complicado, por lo que se podría trabar con defectos que afecten a
nivel estructural o catalítico. 
 

A  su  vez,  sería  interesante  profundizar  en  la  creación  de  farmacóforos  más  detallados,
seleccionando las  características  más importantes en la  interacción con la  proteína y,  por tanto,
aportar mejores resultados. 
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7. Glosario

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

Chaperona:  Las  chaperonas  son  un  grupo  de  proteínas  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  proteínas
sintetizadas de novo, ayudar en el plegamiento correcto de proteínas después de un proceso
de desnaturalización y colaborar en volver a plegar correctamente proteínas que han sido
translocadas hacia algún 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 heterocíclica nitrogenada de tres anillos y dos grupos oxo. 

Flavoproteína: Las  flavoproteínas  se  pueden  definir,  como  enzimas que  catalizan  
reacciones de óxido-reducción utilizando flavina mononucleótido (FMN) o flavina adenina 
dinucleótido (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  posesión  de  ciertas  caracteristícas  estéricas  y  electrostáticas  concretas,  denominadas  
farmacóforo.

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  ioinzación  para  condiciones  
determinadas. 

Protein-based  virtual  screening:  Cribado  de  compuestos  basado  en  la  interacción  
(docking) de un ligando dentro de una proteína en cuestión. Se mide en términos de energía 
libre.

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

TFM: Trabajo de Fin de Máster.
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8. Anexos

• ANEXO I: Resultados del screening de similaridad llevados a cabo con scPDB y Drugbank
• ANEXO II: Resultados del análisis LiSiCA para FAD
• ANEXO III:Resultados del análisis 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 análisis ADME-Tox 
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