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Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras):

La enfermedad de Alzheimer (AD) es el trastorno neurodegenerativo con mayor
repercusion a nivel global. Tradicionalmente, la investigacidon en AD se ha basado en las
hipdtesis tau y R-amiloide, pero su patologia es compleja y de caracter multifactorial.
Por ello proponemos estudiar dos rutas alternativas relacionadas con el AD: |a ruta de
leucotrienos y la neuroinflamaciéon mediada por el inflamasoma NLRP3. Para ello hemos
escogido cuatro targets asociados al AD: 5-Lipooxigenasa y Leucotrieno-Cs Sintasa para
la ruta de leucotrienos, y la Catepsina B y la proteina MyD88 para la ruta del
inflamasoma. Nuestra hipdtesis era que, tras un analisis de virtual screening, las
moléculas encontradas presentarian caracteristicas que las validaran como potenciales
inhibidores de los targets escogidos. Para ello realizamos un virtual screening basado
en docking con una libreria de ligandos "drug-like". Los mejores resultados fueron
comprobados visualmente y comparados con inhibidores conocidos. Posteriormente se
realizé un ligero analisis de propiedades para comprobar si atravesaban el Sistema
Nervioso Central y la barrera hematoencefalica. Nuestros resultados mostraron que,
ademas de inhibir potencialmente los targets escogidos, algunas presentaban inhibicion
multitarget. Las moléculas resultantes fueron dos estereoisdmeros de R428,
Lumacaftor, Venetoclax, Proscillaridin (ZINC118915483), Dihidroergotamina, RAF265 y
Ditercalinium. Concluimos que todas las moléculas encontradas presentaban buenas
caracteristicas inhibidoras, aunque algunas no atravesaban pasivamente el CNS y la
barrera hematoencefalica. De cara al futuro, pensamos que el desarrollo de farmacos
partiendo de estos inhibidores y mejorando, en algunos casos, sus propiedades de
distribucién, podria ofrecer una terapia efectiva para el AD.




Abstract (in English, 250 words or less):

Alzheimer's disease (AD) is the leading neurodegenerative disorder worldwide.
Traditionally, research in AD has been based on tau and B-amyloid hypothesis, but its
pathology is complex and has a multifactorial nature. Therefore, here we propose to
study two alternative paths related to AD: the leukotriene path and the
neuroinflammation by the NLRP3 inflammasome. To do so, we chose four AD-related
targets: 5-Lipooxygenase and Leukotriene-C4 Synthase for the leukotriene path, and
Cathepsin B and MyD88 protein for the inflammasome path. We hypothesized that,
after virtual screening analysis, the molecules found will show potential inhibitory
features on the chosen targets. In order to do this, we conducted a docking based virtual
screening analysis using a drug-like compound library. The best results were visually
checked and compared with actual inhibitors and then we performed the analysis of
some molecule properties to check if they could cross the central nervous system (CNS)
and the blood-brain barrier (BBB). After virtual screening, we obtained six molecules for
each target: R428 for 5-Lox, Lumacaftor for LTC4S, Venetoclax for Cathepsin B, and
ZINC118915483, Dihydroergotamine and RAF265 for MyD88 binding sites 1 to 3,
respectively. We concluded that all the molecules showed good inhibitory features,
although some of them couldn't cross the CNS and BBB by passive transport. Looking
forward, we think that these inhibitors are good candidates for future drug design
processes, including further improvement of their distribution properties in some cases,
in order to become an effective therapy for AD.
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Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (AD) es el trastorno neurodegenerativo con mayor
repercusién en la poblacidon a nivel global. Es el tipo de demencia mas extendido,
representando un 60-80% de todos los casos de demencia (1) y se caracteriza por la
pérdida progresiva de las capacidades cognitivas y de la memoria. En el aifo 2015, 46,8
millones de personas en el mundo padecian la enfermedad de Alzheimer o demencias
similares (2), sin embargo, la prevalencia esta en aumento y para el afio 2050 se estima
que mas de 115 millones de personas tendran la enfermedad (3).

La enfermedad de Alzheimer se clasifica en dos tipos. Por un lado, el hereditario, cuya
causa es una mutacién en el gen de la APP, la proteina precursora amiloide, y por otro
lado el AD espordadico, que se manifiesta mayoritariamente en personas de edad
avanzada y cuya causa sigue siendo desconocida. Este segundo tipo constituye
aproximadamente un 99% de los casos de AD (4).

En cuanto a la fisiologia del AD, se ha observado que la patologia estd relacionada con
la acumulacion en el cerebro de placas extracelulares formadas por péptidos B-Amiloide
(AR) vy ovillos neurofibrilares intracelulares formados por la proteina tau
hiperfosforilada, normalmente asociada a microtubulos (5-7). Gracias a estas
observaciones surgié la "hipdtesis amiloide", segun la cual la acumulacién de placas AR
es la responsable de la cascada de reacciones que acaban produciendo la muerte de
células neuronales entre otros efectos adversos (6). Otras hipdtesis han aparecido en
los ultimos afios, como la "hipdtesis tau", que apunta a la proteina tau como origen de
la enfermedad (7). Estas hipotesis han sido la base principal de la investigacién del AD
en las ultimas décadas, sin embargo el modelo de funcionamiento del AD ha demostrado
ser mucho mas complejo y sigue sin entenderse, por lo que los tratamientos basados
directamente en estas rutas como causa primera del AD no han resultado efectivos (8).
Los ultimos estudios apoyan un tratamiento multifactorial del AD, por lo que se
requieren nuevos enfoques o targets en la investigacion de esta enfermedad para
avanzar en su entendimiento.

Ademas, la patologia del AD es compleja y variada, incluyendo la muerte neuronal,
neuroinflamacion, destruccion de la barrera hematoencefalica o alteracion de la
neurogénesis, entre otros aspectos. Esto dificulta enormemente su tratamiento y
otorga gran importancia a una terapia basada en varios targets(9).

Por ello, en este estudio proponemos investigar dos importantes rutas alternativas
propuestas en los ultimos anos como target frente al AD, con el objetivo de afrontar
esta variedad de aspectos patoldgicos desde un punto de vista farmacoldgico.

La ruta de los leucotrienos:

Se puede decir que la ruta comienza con el acido araquiddnico, un acido graso
poliinsaturado que se forma a partir de fosfolipidos gracias a la fosfolipasa 2. El acido
araquidonico es transformado en varios compuestos, entre ellos en leucotrieno As
(LTA4) gracias a la enzima 5-lipooxigenasa (5-Lox), que para funcionar necesita unirse a



una proteina activadora llamada FLAP (5-lipoxygenase activating protein).
Posteriormente el LTA4 es transformado en leucotrieno B4 (LTBa4) por la LTA4 Hidrolasa o
en leucotrieno Cs (LTC4) mediante la unién de glutation reducido gracias a la LTCa
Sintasa. El LTC4 se exporta fuera de la célula y puede formar leucotrienos D4 (LTD4) y
leucotrienos Es (LTE4) por hidrélisis de aminodcidos sucesivamente. Estos ultimos tres
leucotrienos forman el grupo de los llamados cisteinil leucotrienos (CysLT), esenciales
en los procesos de inflamacién (10). Los CysLT se producen principalmente en los
leucocitos, pero también se ha descubierto que pueden producirse en los astrocitos e
intervienen en las reacciones de inflamacidn en diversas partes del sistema nervioso
(11). Ademads, también se ha observado una mayor expresién de los receptores de los
CysLT (CysLTR1 y CysLTR3z) en cerebros patoldgicos frente a sanos (12,13).

Recientemente se ha observado un aumento de 5-Lox en cerebros con AD (14), asi como
una reduccion de la acumulacidon de AR al inhibir esta enzima (15). Asi mismo se ha
observado que la inhibicién del activador de 5-Lox, FLAP, provoca también una mejora
en la patologia AR (16). Estos descubrimientos parecen indicar que la ruta de
leucotrienos tiene un papel importante en el AD.

Ademas, nuevos estudios indican que la inhibicidn de esta ruta permite no solo reducir
la acumulacién de AR y la neuroinflamacidn, sino también reducir la fosforilacién de tau,
mejorar la supervivencia neuronal y la neurogénesis o mantener la integridad sindptica
y de la barrera hematoencefdlica (17). Por ello, en este estudio, hemos decidido utilizar
esta ruta como punto de intervencién terapéutica frente al AD, en concreto hemos
decidido buscar inhibidores para dos de las enzimas que intervienen en esta ruta: 5-Lox
y LTC4 Sintasa.

Ya existen farmacos inhibidores de la 5-Lipooxigenasa, como el Zileuton, un farmaco
aprobado por la FDA (United States Food and Drug Administration) para tratar el asma
(18), sin embargo ninguno de ellos ha sido aprobado aun para su uso en pacientes
humanos con AD y, dado que se trata de un target muy prometedor, es necesario
continuar la bisqueda de inhibidores alternativos.

También hemos decidido utilizar la LTC4 Sintasa como target en este estudio, dada su
importancia en la ruta de los leucotrienos y que apenas existen inhibidores disponibles
para esta proteina.

Neuroinflamacion e inflamasoma NLRP3:

La inflamacion es un proceso beneficioso que ocurre en respuesta a infecciones o
agresiones del medio y esta mediada por el sistema inmune. Sin embargo los procesos
de inflamacion excesiva o crénica pueden resultar dafiinos o contribuir a la enfermedad.
Este es el caso del AD, donde la neuroinflamacién juega un papel importante. La
respuesta inmune en el cerebro, responsable de la neuroinflamacién, esta mediada
principalmente por la microglia y los astrocitos. En general, las respuestas inflamatorias
estan reguladas por moléculas sefializadoras llamadas citoquinas, siendo la mas
importante la interleucina-18 (IL-1B). Se ha demostrado en varias ocasiones la
importancia de la IL-1R en la neuroinflamacién del AD (19,20). Esta IL-1R tiene una
precursora inactiva, la prolL-1R, cuya expresién es inducida por receptores Toll-Like
(TLR) (21). Todos los TLR excepto TLR3 (22) interactian con una proteina denominada



MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88). Se ha demostrado que la
deficiencia de esta proteina MyD88 reduce la patogénesis de AD, por lo que en este
estudio hemos elegido esta proteina como target, ya que su inhibicién farmacolégica
puede resultar de gran utilidad en futuras investigaciones.

Ademas de este punto de control en su expresion, la IL-1R presenta otro nivel de
regulacién. Y es que para pasar de prollL-16 a su forma activa IL-1B necesita la
intervencion de la enzima caspasa-1. Esta caspasa-1 a su vez deriva de la procaspasa-1,
cuya activacién se produce gracias a un complejo proteico que recibe el nombre de
inflamasoma. Existen varios tipos de inflamasomas, siendo el mas importante en
inflamasoma NLRP3. Aunque aun no se conoce completamente el mecanismo de
funcionamiento y activacién de NLRP3, se sabe que este inflamasoma esta relacionado
con el AD (23). Se ha demostrado que NLRP3 se activa por la presencia de los depdsitos
AR propios de AD (24) y también que la inhibicion de NLRP3 produce una reduccion en
la neuroinflamacidn patoldgica de AD (25).

Se sabe que el NLRP3 es activado en el citoplasma por la enzima catepsina B, y que la
inhibicidn de esta enzima produce una mejora en la memoria y favorece la reduccién de
AR en modelos de ratén mutantes para AD (26). Sin embargo, existe cierto debate en
cuanto a los beneficios de inhibir esta enzima (27). La introduccion de nuevos
inhibidores podria ayudar a resolver el debate en relacion a esta enzima y el AD, por lo
gue hemos decidido incluirla en este estudio como target.

El objetivo de este estudio es encontrar small molecules que sirvan como potenciales
inhibidores de los targets seleccionados. Para ello realizaremos un andlisis de virtual
screening y posteriores comprobaciones de los resultados, con lo que pretendemos
obtener una serie de ligandos que se unan a los receptores elegidos. Nuestra hipdtesis
es que los ligandos encontrados tendran, potencialmente, la capacidad de inhibir los
targets seleccionados al presentar caracteristicas para ello, sirviendo como punto de
partida para continuar el proceso de disefo de farmacos para combatir el AD.

Materiales y métodos

Para cada proteina target se realizé un analisis por virtual screening basado en docking
molecular. El docking es una técnica computacional que permite predecir la orientacion
tridimensional de un ligando cuando forma un complejo estable con una macromolécula
receptora (28). Este tipo de virtual screening realiza el proceso de docking para cada
ligando de una libreria de moléculas seleccionada, estimando los valores de energia libre
resultantes de cada complejo de unién ligando-receptor.

El procedimiento se realiz6 mediante la herramienta MTiOpenScreen (29) del servidor
web del RPBS (Ressource Parisienne en Biolnformatique Structurale)(30,31). Esta
herramienta utiliza el software AutoDock Vina (32) para realizar los célculos de docking.
El algoritmo que utiliza AutoDock Vina se basa en un método de optimizacién de
gradientes que lo convierte en uno de los softwares de docking mas eficaces
actualmente (33,34). Para su funcionamiento, el programa Unicamente necesita recibir
los datos del centro y las dimensiones del sitio de busqueda, una zona dentro de la
proteina target que abarca la cavidad catalitica. Esta zona recibe el nombre de caja de



busqueda y en ella se situaran los ligandos con la conformacién mas estable posible
segln su estructura. Estos ligandos son flexibles y tienen capacidad de rotacién en
ciertos atomos, a diferencia de la macromolécula, que permanece estatica en todos los
calculos de docking realizados con este software. La herramienta MTiOpenScreen
también ofrece la posibilidad de estimar la caja de busqueda automaticamente a partir
de una serie de residuos de la macromolécula, que debemos indicar. Por defecto,
MTiOpenScreen asigna algunos parametros predefinidos a AutoDock Vina, como una
resolucion de la caja de busqueda de 1A, la estimacién de 10 modos de unién para cada
ligando y una exhaustividad de 8 (tiempo dedicado a la busqueda de la mejor
orientacion para cada ligando, relacionado linealmente con su nimero de adtomos). Para
la obtencidn de los resultados, AutoDock Vina utiliza un algoritmo de puntuacién que se
basa en la prediccion de la afinidad de unién expresada en kcal/mol (energia de unidn).

Para este Screening se eligid la libreria de ligandos Drugs-lib, disponible en el propio
servidor de MTiOpenScreen. Esta libreria contiene una coleccién de farmacos aprobados
y disponibles comercialmente. Se trata de una libreria previamente filtrada a partir de
un conjunto de compuestos procedentes de cuatro bases de datos: los farmacos
disponibles en la base de datos ChEMBL (35), el grupo de "approved drugs" de la base
de datos DrugBank (36) (version 5.0.10), la base de datos del DrugCentral Online
Compendium (37) y el grupo "approved" de la base de datos SuperDrug2 (38) (versién
2.0). En total se recolectaron 21276 compuestos, que fueron sometidos a varios filtros
hasta obtener una libreria de 7173 ligandos, optimizados para estudios de virtual
screening basado en estructura. Para este filtraje se aplicaron los protocolos indicados
en Lagarde et al., 2018 (39) que incluyen la eliminacién de duplicados, la eliminacién de
compuestos no preparados para docking, la eliminacidn de subestructuras indeseadas,
la busqueda de estereoisomeros para cada compuesto en la base de datos ZINC15 (40)
o la generacién de estructuras 3D cuando fuera necesario. Para realizar estos filtrajes se
utilizé ademas la herramienta FAF-Drugs4 (Free ADME-Tox Filtering) (41), que permitid
eliminar las sales, mezclas inorganicas o isétopos, asi como la eliminacion de
compuestos con toxicéforos o PAINS (Pan Assay Interference Compounds). También se
utilizo esta herramienta para filtrar los compuestos por sus propiedades fisico-quimicas,
eliminando aquellos con un peso molecular inferior a 100 o superior a 1000, con mas de
20 uniones rotatorias o con menos de 5 atomos pesados. El numero total de 7173
ligandos utilizados de Drugs-lib corresponden a los estereoisémeros de 4574 isémeros
resultantes.

Ademas de la seleccién de la libreria de ligandos, para realizar cada analisis de virtual
screening se utilizaron las estructuras tridimensionales de los targets disponibles en la
base de datos del RCSB Protein Data Bank (PDB) (42). Se realizaron varios virtual
screenings, uno por cada proteina target elegida, con la excepcion de la proteina
MyD88, que necesitd 3 analisis de virtual screening, uno por cada sitio de union.

Virtual screening para la 5-Lipooxigenasa
Para el anadlisis de la enzima 5-Lox, se decidié utilizar la estructura correspondiente a su

conformacion al unirse al dcido araquidénico (PDB id: 3V99 (43)). Para la preparacién de
esta proteina, que presenta una estructura de doble cadena, se decidid utilizar el



ensamblaje bioldgico 1 disponible en el PDB, eliminando asi la cadena B de la unidad
asimétrica y manteniendo la cadena A, que es la que presenta interaccion con el acido
araquiddnico en el PDB. Tras obtener la estructura se localizd el sitio de unién del acido
araquiddnico en la proteina. Para situar el centro de la caja de busqueda para el andlisis
de virtual screening, se decidié utilizar las coordenadas del atomo central de la molécula
de acido araquiddnico. Posteriormente se eliminé el acido araquiddnico, asi como las
moléculas de agua y demas solventes del archivo PDB. Para realizar estas modificaciones
se utilizo el software PyMol (versidn 2.2; Schrodinger, LLC.).

Tras preparar la molécula se realizé el andlisis de virtual screening, utilizando como
centro de la caja de busqueda las coordenadas x = 17.36, y = -78.5, z = -34.65 y un
tamafio de la zona de busqueda de 30 x 30 x 30 A en los ejes X, y, z, conteniendo en su
interior la cavidad de unién del acido araquiddnico. Como resultado se obtuvo una lista
de 4500 small molecules provenientes de la libreria Drugs-lib, que se ordenaron de
menor a mayor energia de unién.

Virtual screening para la LTC4 Sintasa

Se descargd la estructura cristalizada de la LTC4 Sintasa del PDB (PDB id: 2PNO (44)),
concretamente se utilizé el ensamblaje biolégico 1, correspondiente a una unidad
trimérica con tres cadenas A, B y C de la proteina, conformacion activa que adquiere al
situarse en su posicidon transmembrana (45). Para seleccionar las coordenadas de la caja
de busqueda para el screening, se decidié buscar el sitio de unidn al que se acoplaban
inhibidores conocidos. Se encontré una serie de inhibidores (46) que se acoplaban al
sitio de unién de la zona citoplasmatica de la macromolécula, en el bolsillo formado por
la unién de dos cadenas adyacentes. Estos inhibidores, que ya se habian comprobado in
vitro e in vivo en ratones, establecian interacciones con residuos de ambas cadenas
adyacentes (cadenas A y C en este caso). En nuestro estudio utilizamos los residuos de
este sitio de unidn para determinar automaticamente la zona de busqueda en
MTiOpenScreen. Los residuos utilizados fueron ARG-31 y SER-36 de la cadena A y ARG-
104 y LEU-108 de la cadena C.

Virtual screening para la Catepsina B

Para el screening de la Catepsina B, se utilizd la estructura disponible en el PDB de esta
proteina al unirse a la nitroxolina (PDB id: 3AI8 (47)) y se realizé un proceso similar al
screening de la 5-Lox. A partir de la estructura descargada del PDB, que presentaba dos
cadenas similares, se utiliz6 PyMol 2.2 para eliminar la cadena B y los solventes,
manteniendo la A. Después se calcularon las coordenadas del atomo central del
inhibidor ya presente, la nitroxolina, y se utilizaron estas coordenadas (x = -7.78, y = -
8.68,z=0.72) para situar el centro de una caja de busqueda con un tamano de 30x30x30
A que mantuviera en su interior la cavidad de unién de la nitroxolina.

Virtual screening para la proteina MyD88
Por ultimo, para el screening de MyD88 se utilizd la estructura del dominio TIR de esta

proteina disponible en el PDB (PDB id: 2Z5V (48)). Este dominio TIR (Toll/Interleucina-1
Receptor) se une a otros dominios TIR presentes en TLRs (Toll-Like Receptors), iniciando



la ruta de transduccién de sefal que desemboca en la respuesta inmune y en un
aumento de la neuroinflamacion en AD. MyD88 es esencial para la sefializacion de estos
TLRs, entre los que destaca TLR4, un receptor ampliamente estudiado cuya sefializacion
estimula la activacién de la glia en la respuesta inmune (49). Ademads, se ha demostrado
la relacion de TLR4 con el AD (50), por ello decidimos buscar inhibidores para el dominio
TIR de MyD88, enfocandonos especialmente en inhibir su correcta uniéon con TLR4. Sin
embargo, se ha demostrado que MyD88 presenta 3 sitios de unién en su dominio TIR
importantes para la sefializacion de TLR4 (48). La union de los dominios TIR de TLR4 y
MyD88 se produce a través de una proteina Mal (MyD88 Adaptor Like) (51), que
interactua con los sitios de unién 2 y 3 de MyD88-TIR (48). El mecanismo de unién al
sitio 1 no esta claro, pero se ha demostrado su importancia en la respuesta celular de
TLR4 (52). Por ello en este estudio hemos decidido buscar inhibidores para estos 3 sitios
de unidn, realizando un analisis de virtual screening por cada sitio. Para cada screening,
las coordenadas de la caja de busqueda se estimaron automaticamente a partir de los
principales residuos en MTiOpenScreen. Para el sitio 1 se utilizé la Arginina-217, para el
sitio 2 la Arginina-196 y el Aspartato-197, y para el sitio 3 la Lisina-282 y la Arginina-228.

Con cada andlisis de virtual screening, se obtuvo un archivo con la informacion de la
energia de unidny el nimero de uniones rotatorias de cada ligando, asi como el nombre
de la molécula y su cédigo de identificacion para la base de datos ZINC (informacién
mostrada parcialmente en Anexos). También se obtuvo un archivo con las
conformaciones tridimensionales de cada ligando y su orientacion tras el docking. Se
utilizé el software OpenBabel (version 2.4.1) (53) para dividir este archivo en archivos
PDB, uno para cada ligando. Posteriormente se utilizé PyMol 2.2 para superponer los 10
mejores ligandos a la estructura PDB del receptor utilizado. Esto permitio realizar una
comprobacién visual de la unidn ligando-receptor, confirmando que todos los ligandos
se situaban en el sitio de unién elegido. Después, se utilizé el sofware PyMol 2.2 para
encontrar contactos polares entre los atomos de los 10 primeros ligandos de cada
screening y los residuos cercanos del receptor.

Con la intencion de comprobar los resultados se observaron las uniones ligando-
receptor del complejo 5-Lox con acido araquidénico y del complejo Catepsina B con
nitroxolina. Para ello se utilizd la herramienta web PLIP (Protein-Ligand Interaction
Profiler) (54) y como comprobacién también se observaron los contactos polares
estimados por PyMol 2.2. Para la observacién de estos enlaces en la LTCs Sintasa y la
proteina MyD88 se utilizé la informacion bibliografica disponible (46,48).

Por ultimo, se decidié realizar un andlisis de las propiedades ADMET (Absorcidn,
Distribucion, Metabolismo, Excrecién y Toxicidad) de los ligandos mas relevantes. Se
accedié a la base de datos ZINC15 y se obtuvieron los cédigos SMILES (Simplified
Molecular Input Line Entry Specification) de las moléculas. Estos cédigos se introdujeron
en la base de datos pkCSM (Small Molecule Pharmacokinetic Prediction) (55) para
obtener una estimacién de las propiedades ADMET.



Resultados y discusion

A continuacidon mostramos los resultados de los mejores ligandos, que presentaban la
mejor afinidad de unidn, es decir, la menor energia de unién. El total de los 10 mejores

ligandos obtenidos para cada analisis de virtual screening se muestran como tablas de
informacién en anexos.

5-Lipooxigenasa

El andlisis de virtual screening para la 5-Lox determind que el mejor ligando para formar
un complejo estable al unirse al sitio activo de la 5-Lox era la molécula R428, mostrada
en la figura 1 (ZINC id: ZINC51951669). Esta small molecule se ha caracterizado
previamente como inhibidor del receptor tirosina quinasa Axl (56), mostrando efectos
terapéuticos frente al cancer de mama en ratones (57).
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Figura 1. Estructura quimica del ligando obtenido para la 5-Lipooxigenasa y visualizacién del docking. A:
Estructura quimica del ligando (ZINC51951669). B: Estructuras del acido araquiddnico (naranja) y la
molécula R428 (azul) situados en el sitio de unidon de la 5-Lipooxigenasa (superficie verdosa). C:
Interaccion de R428 (azul) con los residuos de la 5-Lox (verde). También se indica la distancia de

interaccion en Angstroms. D: Interaccidn de la molécula de acido araquiddnico (naranja) con los residuos
de la 5-Lox (verde).




La molécula se situa en el mismo sitio de unién que el acido araquiddnico (figura 1B).
Segun su disposicién, hemos estimado que la molécula establecerd enlaces polares con
los residuos de Asparagina-554, Valina-604 y Serina-608 (figura 1C). El complejo ligando-
receptor formado tras el docking con la molécula R428 muestra una energia de unién
de -12.2 kcal/mol.

Podemos observar que la molécula R428 se une al sitio activo de la 5-Lox y que tiene la
capacidad de establecer 3 enlaces polares (incluyendo puentes de hidrégeno) a corta
distancia, ademds de, posiblemente, mas interacciones hidrofébicas. El acido
araquidonico, sustrato de la 5-Lox, Unicamente muestra enlaces por interacciones
hidrofdbicas, generalmente mds débiles (58), por lo que la unidn de nuestra molécula
R428 a la 5-Lox parece ser mas fuerte. Esto, unido a las buenas propiedades energéticas
al formar complejo ligando-receptor, hace que la molécula R428 tenga las caracteristicas
adecuadas para actuar como un posible inhibidor de la 5-Lox y, por lo tanto, de la ruta
de los leucotrienos.

Leukotrieno C4 Sintasa

En cuanto a la LTC4 Sintasa, el screening determiné que el ligando que presentaba menor
energia de union al formar complejo con la proteina era la molécula de Lumacaftor (ZINC
id: ZINC64033452), con -10.1 kcal/mol. Los resultados del docking se representan en la
figura 2. Lumacaftor es un farmaco aprobado que se utiliza en conjunto con otro
farmaco, el Ivacaftor, para tratar la fibrosis quistica (59). Podemos comprobar que la
molécula se situa en el sitio de unidn de los inhibidores conocidos propuestos en la
bibliografia (46), estos son las moléculas TKO4, TKO4a y TKO5. Estos inhibidores
presentan enlaces polares con los residuos de Arginina-31 de la cadena Ay Arginina-104
de la cadena C. En nuestro caso, estimamos que la molécula de Lumacaftor establecera
enlaces polares con los residuos de Arginina-30 y Prolina-37 de la cadena A (verde en la
figura 2) y con los residuos de Arginina-51 y Arginina-104 de la cadena C (rosa en la figura
2). Dado que nuestra molécula de Lumacaftor consigue colocarse en el mismo sitio de
union que otros inhibidores y posiblemente establece un mayor nimero de enlaces
polares con los residuos de la macromolécula target, podemos decir que el Lumacaftor
tiene propiedades para frenar la sintesis de leucotrienos inhibiendo la LTC4 Sintasa.
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Figura 2. Estructura quimica del ligando obtenido para la LTC,4 Sintasa y visualizacion del docking. A:
Estructura del ligando obtenido, Lumacaftor (amarillo) situado en el sitio de unidn de la LTC,4 Sintasa,
entre las cadenas A y C. La macromolécula consta de 3 cadenas, A (superficie verde), B (superficie
celeste) y C (superficie rosa). B: Estructura quimica del Lumacaftor (ZINC64033452). C: Interaccidn del
Lumacaftor (amarillo) con los residuos de la LTC,4 Sintasa, de la cadena A (verde) y C (rosa).

Catepsina B

Los resultados para la Catepsina B determinaron que el mejor ligando era la molécula
Venetoclax (ZINC id: ZINC150338755). Venetoclax es un farmaco aprobado por la FDA
como tratamiento para la leucemia linfatica crénica que actua inhibiendo la proteina
BCL-2 (B-cell lymphoma/leukemia 2). En nuestro caso, vemos como Venetoclax se
acopla a la Catepsina B en el mismo bolsillo de unién que su inhibidor, la nitroxolina
(figura 3A). El complejo Venetoclax-Catepsina B presenta una energia de unién de -10.3




kcal/mol, ademas la molécula presenta 13 puntos de rotacion. Podemos ver como la
nitroxolina establece enlaces con los residuos de Glutamina-23 (puente de hidrégeno) y
Triptéfano-221 (interaccidn hidrofébica) de la Catepsina B (figura 3C). La molécula de
Venetoclax es de mayor tamafio y, hemos estimado que ademds de establecer enlaces
polares con estos dos residuos, también los establecera con los residuos de Glutamato-
109, Cisteina-119, Histidina-110, Histidina-111 y Glicina-198 (figura 3D). Esta molécula
presenta un numero mayor de contactos polares pero también es de mayor tamafio que
la nitroxolina, por lo que su acoplamiento puede ser mas dificil. Sin embargo, dado que
se une al mismo sitio que la nitroxolina y presenta una baja energia de union al unirse a
la Catepsina B, pensamos que el Venetoclax puede servir como potencial inhibidor de
esta proteina, evitando la activacion del inflamasoma de NLRP3 y, por lo tanto, frenando
la neuroinflamacidn propia del AD.

TRP-221

¢

Figura 3. Estructura quimica del ligando obtenido para la Catepsina B y visualizacién del docking. A:
Estructuras de la nitroxolina (naranja) y el ligando Venetoclax (azul) situados en el sitio de unidn de la
Catepsina B (superficie verdosa). B: Estructura quimica del Venetoclax (ZINC150338755). C: Interaccion
de la molécula de nitroxolina (naranja) con los residuos de la Catepsina B (verde). D: Interaccion del
ligando Venetoclax (azul) con los residuos de la Catepsina B (verde).
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MyD88

Los resultados de los 3 screenings para el dominio TIR de la proteina MyD88 permitieron
obtener 3 mejores ligandos, uno para cada sitio de unién descrito (48). Podemos
observar la distribucion de los 3 sitios de unién en la figura 4A. Para el sitio 1, cuyo
residuo mas importantes era la Arginina-217, se obtuvo como mejor ligando la molécula
mostrada en la figura 4B (ZINC id: ZINC118915483), catalogada como Proscillaridin en la
libreria Drugs-lib, con una energia de unién de -6.4 kcal/mol. Aunque se encuentra
anotada en el catalogo de la FDA "approved drugs", no se ha especificado aun la
actividad de esta molécula. Como podemos observar en la figura 4E, hemos estimado
que esta molécula establecera enlaces polares con los residuos de Arginina-218 y
Arginina-251. En el sitio 2 hemos encontrado la molécula Dihidroergotamina (ZINC id:
ZINC3978005), (figura 4C). La Dihidroergotamina es un farmaco utilizado para tratar el
dolor de cabeza o migrafia aguda (60), actuando sobre el sistema vascular mediante la
activacion del receptor 5-HTig/1p. En nuestro docking con la proteina MyD88, esta
molécula presenta una energia de unién de -7.5 kcal/mol. El sitio de unién 2 se centra
principalmente en el residuo de Arginina-196 y Aspartato-197 (48), mientras que
nuestra molécula de Dihidroergotamina hemos estimado que establecerd enlaces
polares con Aspartato-195, Arginina-196 y Leucina-199. Por ultimo, en el sitio 3 hemos
encontrado como mejor ligando la molécula Chir-265 (ZINC id: ZINC18710085) (figura
4D), también llamada RAF265, un potente antitumoral que actia inhibiendo B-
RAF(V600E) y afectando a la ruta de las MAP quinasas en células tumorales (61). En
nuestro docking esta molécula presenta una energia de uniéon de -8.1 kcal/mol. En
nuestra proteina MyD88, el sitio de unién 3 se centra en los residuos de Lisina-282 y
Arginina-288. La molécula RAF265, seglin hemos estimado, establecera un enlace polar
con el residuo de Arginina-288 del sitio 3 de MyD88-TIR.

La falta de informacidn sobre inhibidores para estos sitios de unién del dominio TIR de
MyD88 hace que sea dificil comprobar nuestros resultados. Sin embargo, en los tres
casos, estimamos que las moléculas encontradas establecen enlaces polares con los
residuos mas importantes o sus adyacentes, cubriendo los sitios de unién. Por ello y por
presentar energias de unién aceptables, podemos decir que las moléculas Proscillaridin
(ZINC118915483), Dihidroergotamina y RAF265 tienen el potencial de inhibir la uniéon
TIR-TIR de la proteina MyD88 con TLR4 y, posiblemente, con mds TLRs, evitando la
activacion de la IL-18 y reduciendo la neuroinflamacion patogénica del AD.
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Figura 4. Estructura quimica de los ligandos obtenidos para la proteina MyD88-dominio TIR vy
visualizacion del docking. A: Estructura de los mejores ligandos obtenidos para cada sitio de unidn del
dominio TIR de MyD88 (superficie verdosa). En el sitio 1 se situa el ligando rosa, en el sitio 2 el ligando
amarillo y en el sitio 3 el ligando azul. B: Estructura quimica del ligando Proscillaridin (ZINC118915483)
para el sitio 1. C: Estructura quimica del ligando Dihidroergotamina (ZINC3978005) para el sitio 2. D:
Estructura quimica del ligando RAF265 (o Chir-265) (ZINC18710085) para el sitio 3. E: Interaccion del
ligando Proscillaridin (rosa), obtenido para el sitio 1, con los residuos de MyD88-TIR (verde). F:
Interaccion del ligando Dihidroergotamina (amarillo), obtenido para el sitio 2, con los residuos de
MyD88-TIR (verde). G: Interaccién del ligando RAF265 (azul), obtenido para el sitio 3, con los residuos
de MyD88-TIR (verde).
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Inhibidores multitarget

Ademas de los ligandos obtenidos para cada target en concreto, hemos encontrado que,
entre los 10 mejores resultados de los screenings, hay ligandos que aparecen en mas de
un screening. Esto abre la posibilidad de un enfoque multitarget, en el que un mismo
farmaco pueda inhibir varias proteinas o sitios de unién diferentes. Los farmacos
multitarget estdn adquiriendo cada vez mas importancia en la busqueda de
tratamientos para el AD, dada la naturaleza multifactorial de la enfermedad. Tras
observar cada ligando, hemos encontrado los resultados mostrados en la tabla 1.

Molécula 5-Lox | LTC4S | CatepsinaB | MyD88 | MyD88 | MyD88 | N2 Targets
Sitel Site2 Site3 inhibidos

R428 -12.2 -10.2 2
(ZINC51951669)

Lumacaftor -10.1 -7.1 -7.4 3
(ZINC64033452)

Venetoclax -11.2 -10.3 2
(ZINC150338755)

Proscillaridin -6.4 1
(ZINC118915483)

Dihydroergotamine -7.5 1
(ZINC3978005)

Chir-265 -8.1 1
(ZINC18710085)

R428 -12.1 -9.9 -7.4 3
(ZINC51951668)

Ditercalinium -11.5 -7.5 p
(ZINC4215707)

Mk3207 -11.0 -10.2 2
(ZINC103760981)

Mk3207 -9.6 -10.0 -7.1 3
(ZINC103760978)

Mk3207 -9.5 -10.2 -7.3 3
(Z2INC43203371)

Fluazuron -7.3 -7.1 2
(ZINC2570819)

Tabla 1. Energias de unién de los mejores ligandos de cada virtual screening y de los ligandos que
aparecen entre los 10 mejores de mas de un screening, potencialmente inhibiendo mas de un
target o sitio de unidn. Se muestran resaltadas en negrita las moléculas que presentan la menor
energia de unién para cada complejo molécula-target, y en color azulado el valor de estas
energias. Las energias se muestran en valores de kcal/mol. La ultima columna indica cuantos
targets podrian quedar potencialmente inhibidos por cada molécula. Los espacios vacios indican
que la molécula no estd presente entre los 10 mejores ligandos del screening.

Como vemos, la molécula R428 (ZINC51951669), que hemos confirmado previamente
como mejor ligando para la 5-Lox, presenta también la posibilidad de inhibir la Catepsina
B. Sin embargo, tras comprobar sus enlaces estimados con los residuos de la Catepsina
B, vimos que sélo presentaba un enlace polar, insuficiente para confirmarla como
inhibidor de la Catepsina B. Por otra parte, vemos que en la tabla 1 aparece otro
estereoisomero de la molécula R428 (ZINC51951668) (Figura 5A). Al analizar el docking
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de este estereoisémero alternativo, vimos que podia establecer enlaces polares con los
residuos de Metionina-196, Glicina-198 y Glutamato-122 de la Catepsina B (Figura 5D).
Esto permitia establecer una unién mas fuerte con la Catepsina B, aunque la energia del
complejo seria mayor y no se establecerian contactos polares con los residuos que
interactuan con el inhibidor conocido, la nitroxolina. Este estereoisémero de la molécula
R428 (ZINC51951668) establece los mismos enlaces con la 5-Lox que el primero
analizado (figura 1C), como vemos en la figura 5B. También podemos ver en la tabla 1
gue este mismo estereoisdmero de R428 podria inhibir el sitio 2 del dominio TIR de la
proteina MyD88, ya que presenta posibles enlaces polares con los residuos de
Aspartato-195 y Aspartato-197 de MyD88 (Figura 5C), siendo el segundo uno de los
residuos principales del sitio 2 (48).

Esto hace que el estereoisdmero ZINC51951668 de la molécula R428 pueda ser un
posible inhibidor de 5-Lox, Catepsina B y MyD88-sitio 2, a tener en cuenta para un
enfoque multitarget frente al AD.
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Figura 5. Visualizacion del docking de la molécula R428 (estereoisomero ZINC51951668) frente a varios
targets. A: Estructura quimica del estereoisdmero. B: Docking de la molécula (Rosa) en el sitio de union

de la 5-Lox y enlaces con los residuos de la proteina (Verde). C: Docking de la molécula (Rosa) en el sitio

de union 2 de MyD88 y enlaces con los residuos de la proteina (Verde). D: Docking de la molécula (Rosa)
en el sitio de unidn de la Catepsina B y enlaces con los residuos de la proteina (Verde).
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Por otra parte, hemos visto que la molécula de Lumacaftor (ZINC64033452), que hemos
establecido como el mejor ligando inhibidor para la LTC4 Sintasa, es también un posible
inhibidor para los sitios 2 y 3 del dominio TIR de MyD88 (Tabla 1). Estos dos sitios de
unidn tienen especial importancia, ya que ambos se unen a proteinas Mal y esta unién
es necesaria para la interaccion de MyD88-TIR con TLR4 (48). En el sitio 2 hemos
comprobado que Lumacaftor puede establecer enlaces polares con los residuos de
Metionina-157, Aspartato-195, Arginina-196 y Serina-206 de MyD88 (Figura 6A). En el
sitio 3 la molécula interactuaria con los residuos de Valina-273 y Arginina-288 (Figura
6B). Dado que los Arginina-196 y Arginina-288 son residuos principales de los sitios de
unioén 2 y 3, respectivamente, podemos estimar que Lumacaftor tiene capacidad para
inhibir correctamente estos dos sitios de unién, formando en ambos casos un complejo
ligando-proteina con una energia de unidn aceptable. Por ello podemos decir que
Lumacaftor es un buen candidato para establecer una terapia multitarget para el AD, al
inhibir tanto la LTC4 Sintasa en la ruta de los leucotrienos, como la proteina MyD88 en
la ruta de la neuroinflamacién del AD.

VAL-273

ARG-288

Figura 6. Visualizacién del docking de la molécula Lumacaftor (ZINC64033452) frente a varios targets.
A: Docking de la molécula (Naranja) en el sitio de union 2 del dominio TIR de MyD88 y enlaces con los
residuos de la proteina (Verde). B: Docking de la molécula (Naranja) en el sitio de unidn 3 del dominio
TIR de MyD88 y enlaces con los residuos de la proteina (Verde).

También hemos visto que la molécula Venetoclax (ZINC150338755), potencial inhibidor
de la Catepsina B, aparece entre los 10 mejores ligandos en el screening de la 5-Lox, con
una energia de unién de -11.2 kcal/mol. Al observar este docking (Figura 7), hemos visto
gue esta molécula podria establecer uniones polares con los residuos de Fenilalanina-
177, Asparagina-554 y Glutamina-609 del sitio de union de la 5-Lox, lo que la convierte
en un potencial inhibidor de la 5-Lox. Podemos, por lo tanto, decir que el Venetoclax es
un buen candidato para tratar el AD desde un enfoque multitarget, ya que es un
potencial inhibidor de la neuroinflamaciéon mediada por Catepsina B y de la produccion
de leucotrienos mediada por 5-Lox.
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Figura 7. Visualizaciéon del docking de la
molécula Venetoclax (ZINC150338755) frente a
la 5-Lipooxigenasa. La molécula de Venetoclax
(Amarillo) se coloca en el sitio activo de la 5-Lox
y establece enlaces polares con tres residuos de
la proteina (Verde).

Hemos podido comprobar también que la molécula Ditercalinium (ZINC4215707) podria
ser un potencial inhibidor de la 5-Lox y del sitio de unién 3 de MyD88-TIR (Figura 8). Aun
no se conoce especificamente la actividad de esta molécula.

% c
Q N ASN-554

Figura 8. Visualizacion del docking de la molécula Ditercalinium (ZINC4215707) frente a la 5-Lox
(C) y el sitio de unién 3 de MyD88 (B). A: Estructura quimica de la molécula. La molécula de
Ditercalinium se muestra en color celeste y los residuos pertenecientes a los targets en color
verde.
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Hemos podido comprobar que el Ditercalinium podria establecer enlaces polares con
los residuos de Fenilalanina-177, Glutamina-413 y Asparagina-554 de la 5-Lox y con los
dos extremos del residuo Arginina-288 del sitio 3 de la MyD88, uno de los principales
residuos de este sitio de unién. Ademas de establecer estos enlaces fuertes, la molécula
presenta en ambos targets unas energias de union aceptables (-11.5 y -7.5,
respectivamente), por lo que podemos considerar el Ditercalinium como un posible
candidato para inhibidor multitarget.

Como podemos ver en la tabla 1, existen otras moléculas que no hemos nombrado y
gue aparecen entre los 10 mejores ligandos en mas de un screening. La molécula
Fluazuron (ZINC2570819) podria inhibir los sitios 2 y 3 de MyD88-TIR, aunque esto lo
podriamos conseguir con el Lumacaftor, como ya hemos visto. La molécula Mk3207
presenta tres estereoisdmeros potenciales inhibidores multitarget. De estos tres
estereoisdomeros, el primero (ZINC103760981) podria inhibir la 5-Lox y la Catepsina B,
aunque esto ya puede hacerlo la molécula de Venetoclax. El segundo y tercer
estereoisdmero (ZINC103760978 y ZINC43203371) podrian inhibir las proteinas LTCa
Sintasa, Catepsina B y el sitio de unién 2 de MyD88, sin embargo hemos comprobado
que los enlaces establecidos con estos targets no son suficientes como para poder
considerar estos estereoisémeros como inhibidores.

Andlisis de las propiedades moleculares

Dada la naturaleza de la enfermedad a tratar en este estudio, es necesario que los
inhibidores lleguen al sistema nervioso central y atraviesen la barrera hematoencefalica.
Para atravesar estas barreras por transporte pasivo, las moléculas deben cumplir unos
requisitos determinados. En nuestro estudio todas las moléculas presentaban buenas
propiedades farmacocinéticas debido al filtraje previo de la libreria de ligandos utilizada
(39). Por ello, al observar las propiedades ADMET de nuestras moléculas resultado, nos
centramos en comprobar que los valores de "BBB permeability" y "CNS permeability"
obtenidos en el servidor web pkCSM (55) fueran aceptables, tomando como aceptables
los valores indicados en la informacion del servidor. Estos valores eran un logBB > -1
para tomar la "BBB permeability" como aceptable y un logPS > -3 para la "CNS
permeability". Los valores estimados por el servidor pkCSM para nuestros inhibidores se
muestran en la tabla 2.

Segun los valores estimados obtenidos podemos observar que la molécula R428
presentaria dificultades para atravesar la BBB (barrera hematoencefalica), aunque el
valor es ajustado con un logBB muy cercano a -1. No tendria problemas para penetrar
al CNS (sistema nervioso central). Los estereoisdmeros muestran los mismos valores de
logBB y logPS. El Lumacaftor, sin embargo, no tendria problemas para atravesar ambas
barreras ya que presenta ambos valores aceptables. El Venetoclax, por otro lado,
presenta incapacidad para atravesar tanto el BBB como el CNS, al tener unos valores
muy reducidos de ambas permeabilidades. En cuanto a los potenciales inhibidores de
MyD88 con menor energia de unidn, encontramos que la molécula de Proscillaridin
(ZINC118915483) asociada al sitio de unién 1 puede atravesar la BBB pero presenta
dificultades para penetrar al CNS. La Dihidroergotamina tiene las caracteristicas
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Molécula BBB permeability (logBB) | CNS permeability (logPS)
R428 (ZINC51951669) -1.031 -2.013
Lumacaftor (ZINC64033452) -0.534 -2.793
Venetoclax (ZINC150338755) -1.914 -3.212
Proscillaridin (ZINC118915483) -0.943 -3.168
Dihydroergotamine (ZINC3978005) -0.589 -2.655
Chir-265 (ZINC18710085) -1.861 -1.836
R428 (ZINC51951668) -1.031 -2.013
Ditercalinium (ZINC4215707) 0.295 -1.482

Tabla 2. Resultados de "BBB permeability" en valores de logBB y "CNS permeability" en valores de
logPS para las small molecules encontradas. Se muestran resaltadas en negrita las mejores
moléculas resultantes de cada screening, segun su energia de unién. Se indican con color verde los
valores de logBB y logPS que entran dentro de los limites aceptables segun la informacién del
servidor pkCSM. Valores obtenidos mediante el servidor web pkCSM.

necesarias para atravesar ambas barreras. Esto es ldgico, ya que se trata de un fdrmaco
aprobado para tratar el dolor de cabeza. La molécula RAF265 (o Chir-265), potencial
inhibidora del sitio 3 del dominio TIR de MyD88, consigue penetrar al CNS pero no puede
atravesar la barrera hematoencefalica. Por ultimo, el Ditercalinium, potencial inhibidor
multitarget para 5-Lox y MyD88-sitio 3, podria atravesar facilmente ambas barreras de
forma pasiva.

Ante estos resultados podriamos pensar que las moléculas incapaces de llegar al CNS 'y
atravesar la barrera hematoencefalica quedarian invalidadas como tratamiento del AD.
Sin embargo, existen numerosos métodos de transporte ademas del transporte pasivo
gue pueden permitir la correcta distribucién de diferentes tipos de moléculas al cerebro.
Por ejemplo, recientemente se ha descubierto que es posible utilizar liposomas
modificados como sistema de transporte de farmacos para atravesar la barrera
hematoencefdlica y tratar el AD (62). También con el objetivo de tratar el AD, se han
utilizado nanoparticulas de un polimero derivado de las fibras del mango para
transportar farmacos penetrando al CNS (63). La aparicién en los ultimos afios de nuevas
estrategias en la distribucién de farmacos como las mencionadas, hace que sea posible
utilizar una gran variedad de moléculas como farmacos para el AD, aunque no cumplan
los requisitos ideales para su transporte pasivo hacia el cerebro.
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Conclusiones

Segln hemos podido comprobar, las small molecules obtenidas en este estudio tras
varios analisis de virtual screening han confirmado nuestra hipétesis inicial al presentar
capacidades inhibidoras cuando interactian con los cuatro targets seleccionados.

Desde el punto de vista del futuro disefio de fdrmacos, estos inhibidores llamados "hits",
tras ser confirmados experimentalmente, estarian preparados para continuar con el
proceso aplicando técnicas "hit-to-lead" para mejorar las propiedades de las moléculas
obtenidas hasta convertirse en "leads" vy, tras varias fases de pruebas, en un farmaco
para el AD.

Debido a que hemos comprobado que algunas de las moléculas obtenidas pueden
presentar dificultades para penetrar al sistema nervioso central o atravesar la barrera
hematoencefdlica, estas técnicas "hit-to-lead" deberian incluir la busqueda de
estrategias para mejorar la distribucién del farmaco.

Los farmacos que se obtendrian a partir de las moléculas de este estudio, actuarian
inhibiendo cuatro targets, dos en puntos diferentes de la ruta los leucotrienos y otros
dos en diferentes partes del proceso de respuesta inflamatoria patoldgica del AD. Este
enfoque de multiples targets parece ser la mejor opcion en la busqueda de terapias para
el AD actualmente. Por ello, en este estudio, ademas de encontrar moléculas inhibidoras
para cada uno de los targets propuestos, hemos mostrado como varias moléculas
podrian inhibir mas de un target, resultando especialmente utiles en el tratamiento del
AD.

Podemos concluir que las moléculas obtenidas en este estudio presentan la capacidad

de convertirse en farmacos que constituyan una terapia efectiva frente a la enfermedad
de Alzheimer.
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Glosario

AD: Enfermedad de Alzheimer (Alzheimer Desease)
AR: Beta-Amiloide

5-Lox: 5-lipooxigenasa

LT: Leucotrieno

CysLT: Cisteinil leucotrieno

CysLTR: Receptor de cisteinil leucotrieno

FLAP: 5-lipoxygenase activating protein

IL-1R8: Interleucina-1R

TLR: Toll-Like Receptors

MyD88: Myeloid differentiation primary response 88
PDB: Protein Data Bank

TIR: Toll/Interleucina-1 Receptor

Mal: MyD88 Adaptor Like

BBB: Blood-Brain Barrier

CNS: Central Nervous System

ADMET: Absorcidn, Distribucion, Metabolismo, Excrecidn y Toxicidad
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Anexos

Descripcidn: 10 primeros resultados de cada andlisis de virtual screening. Se muestra el
numero, nombre de la molécula con ZINC id, energia de unién en kcal/mol y nimero
de puntos con capacidad de rotacién, respectivamente.

Virtual screening 5-Lox:

Ne Compound Energy | nRot
1 R428 ZINC000051951669 -12.2 5
2 R428 ZINC000051951668 -12.1 5
3 Velpatasvir_ZINC000504665932 -11.9 |13
4 Bolazine_ZINC000008214506 -116 |3
5 Velpatasvir_ZINC000504665931 -11.6 13
6 Ditercalinium_ZINC000004215707 -11.5 9
7 Venetoclax_ZINC000150338755 -11.2 13
8 Cortisuzol_ZINC000004215464 -11.1 9
9 Mk3207_ZINC000103760981 -11.0 4
10 Dirlotapide_ZINC000003988502 -11.0 10

Virtual screening LTC4 Sintasa:

Ne Compound Energy | nRot
1 Lumacaftor_ZINC0O00064033452 -10.1 5
2 Mk3207_ZINC000103760984 -9.7 4
3 Capeserod_ZINC000000603773 -9.7 6
4 Mk3207_ZINC000103760978 -9.6 4
5 Tofogliflozin_ZINC000035826342 -9.6 8
6 Ripisartan_ZINC000000538309 -9.5 6
7 Mk3207_ZINC000043203371 -9.5 4
8 Ly-2584702_ZINC000043204100 -9.4 4
9 Tasosartan_ZINC000013444037 94 4
10 Azd-8055_ZINC000143201183 -9.3 6
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Virtual screening Catepsina B:

Ne Compound Energy | nRot
1 Venetoclax_ZINC000150338755 -10.3 13
2 Mk3207_ZINC000103760981 -10.2 4
3 Mk3207_ZINC000043203371 -10.2 4
4 Telcagepant_ZINC000028827350 -10.2 5
5 Rimegepant_ZINC000068267814 -10.2 5
6 R428_ZINC0O00051951669 -10.2 5
7 Tarazepide_ZINC000002015955 -10.1 3
8 Mk3207_ZINC000103760978 -10.0 4
9 Metergotamine_ZINC000072266819 -9.9 5
10 R428_ZINC000051951668 -9.9 5
Virtual screening MyD88 sitio 1:

Ne Compound Energy | nRot
1 Proscillaridin_ZINC000118915483 -6.4 7
2 Aprepitant_ZINC000097974568 -6.4 8
3 Proscillaridin_ZINC000118915484 -6.4 7
4 Verubecestat_ZINC000144542146 -6.3 3
5 Polydatin_ZINC000005923201 -6.3 11
6 baicalin_ZINC000003943903 -6.3 9
7 Cep-32496_7ZINC000043207440 -6.3 8
8 Proscillaridin_ZINC000118917543 -6.3 7
9 Bifeprunox_ZINC000052971454 -6.2 4
10 Netupitant_ZINC000011681563 -6.2 7
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Virtual screening MyD88 sitio 2:

Ne Compound Energy | nRot
1 Dihydroergotamine_ZINC000003978005 -7.5 5

2 Hesperidin_ZINC000008214774 -7.5 15
3 R428_ZINC000051951668 -7.4 5
4 Mk3207_ZINC000043203371 -7.3 4

5 Fluazuron_ZINC000002570819 -7.3 5

6 Dovitinib_ZINC000003816310 -7.2 3

7 Glisindamide_ZINC000000537799 -7.1 6
8 Golvatinib_ZINC000043195317 -7.1 8
9 Lumacaftor_ZINC000064033452 -7.1 5
10 Mk3207_ZINC000103760978 -7.1 4

Virtual screening MyD88 sitio 3:

Ne Compound Energy | nRot
1 Chir-265_ZINC000018710085 -8.1 7
2 Glisamuride_ZINC000000537797 -7.8 7
3 Abemaciclib_ZINC000072318121 -7.7 7
4 Ditercalinium_ZINC000004215707 -7.5 9
5 Lumacaftor_ZINC0O00064033452 -7.4 5
6 Farglitazar_ZINC000049639808 -7.4 12
7 Altiratinib_ZINC000113198271 -7.2 8
8 Pomisartan_ZINC000150340377 -7.1 6
9 Fluazuron_ZINC000002570819 -7.1 5
10 Upidosin_ZINC000003796141 -7.1 8
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