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RESUMEN

El trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) es una condicién neuropsiquiatrica cada vez mas comun del
cual se desconoce su etiologia, aunque la evidencia cientifica sugiere que el TOC es de origen
neuroquimico. Actualmente, los inhibidores de recaptacién de serotonina (IRS) es el tratamiento
mas utilizado, sin embargo, aproximadamente el 50% de los pacientes con TOC exhiben una
respuesta inadecuada a estos inhibidores (IRS), y la anormalidad funcional del sistema de serotonina
no siempre se observa en pacientes con TOC. Recientemente, estudios en ratas han observado que
niveles elevados de glutamato en el liquido cefalorraquideo no solo genera neurotoxicidad, sino que
también se ha vinculado con la presencia de TOC. Las proteinas capaces de modular estas
concentraciones de glutamato son las EAAT, en particular la proteina EAAT3. La presente
investigacion se centra en una variante genética de la proteina EAAT3, cuya mutacién puntual en el
residuo 447 (arginina) evidencié un cambio funcional en el transporte de glutamato. Dada la
necesidad de regular la actividad de este transportador, es que en este trabajo se modeld
homoldgicamente la estructura de EAAT3, se identificaron posibles sitios de unién capaces de inhibir
a EAATS3, se realizé simulacion de acoplamiento molecular con los neurotransmisores (Asp, Glu y
Cis), y ademas se realizd un virtual screening mediante redes neuronales convolucionales (CNN). Las
primeras observaciones ocurrieron con la herramienta FPOCKET donde se encontraron 34 posibles
sitios de uniéon del cual solo uno estaba asociado el residuo 447, luego con ayuda de inteligencia
artificial se realizd virtual screening de farmacos ya aprobados por la FDA (Reposicionamiento de
farmacos) y comparando con la droga UCPH-101 (inhibidor de EAAT1) los mejores puntajes
estuvieron entre Galantamina y Fluticasona furoato. Al aplicar un docking molecular a estas
moléculas dando como resultado a Galantamina como droga inhibitoria alostérica para la proteina
de EAAT3. De este modo, se obtiene una potencial herramienta farmacolégica de utilidad para
entender los mecanismos que subyacen al TOC, y posiblemente una linea que conduzca a mejores
tratamientos de los ya conocidos.



ABSTRACT

Obsessive-compulsive disorder (OCD) is an increasingly common neuropsychiatric condition whose
etiology is unknown, although scientific evidence suggests that OCD is neurochemical in origin.
Currently, serotonin reuptake inhibitors (SRIs) are the most widely used treatment, however,
approximately 50% of OCD patients exhibit an inadequate response to these inhibitors (SRls), and
functional abnormality of the serotonin system is not always observed in OCD patients. Recently,
studies in rats have observed that elevated levels of glutamate in cerebrospinal fluid not only
generate neurotoxicity but have also been linked to the presence of OCD. The proteins capable of
modulating these glutamate concentrations are the EAATSs, in particular the EAAT3 protein. The
present investigation focuses on a genetic variant of the EAAT3 protein, whose point mutation at
residue 447 (arginine) evidenced a functional change in glutamate transport. Given the need to
regulate the activity of this transporter, we homologically modeled the structure of EAATS3,
identified possible binding sites capable of inhibiting EAAT3, simulated molecular coupling with
neurotransmitters (Asp, Glu and Cis), and performed a virtual screening using convolutional neural
networks (CNN). The first observations were made with the FPOCKET tool, where 34 possible
binding sites were found, of which only one was associated with residue 447. Then, with the help of
artificial intelligence, virtual screening of drugs already approved by the FDA (drug repositioning)
was performed and comparing with the drug UCPH-101 (EAAT1 inhibitor) the best scores were
between Galantamine and Fluticasone furoate. Applying molecular docking to these molecules
resulted in Galantamine as an allosteric inhibitory drug for EAAT3 protein. Thus, a potentially useful
pharmacological tool is obtained to understand the mechanisms underlying OCD, and possibly a line
leading to better treatments than those already known.



1. MARCO TEORICO

1.1.Trastorno Obsesivo-Compulsivo

El trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) es una condicidn neuropsiquiatrica comuin y compleja,
tan comun que se ha situado como el cuarto desorden mental con mds ocurrencia después de
la depresidn, abuso de alcohol y fobia social (Veale y cols., 2014). Este trastorno se caracteriza
por la presencia de obsesiones y/o compulsiones, donde a menudo son acompafiados por
comportamientos de evitacidn social que son suficientemente severos para causar sufrimiento
o interferir con la rutina. Se estima que este trastorno tiene una prevalencia del 2-3% en la
poblacién general (Kessler y cols., 2005), sin diferencias en la distribucién por sexo, con la
excepcion de que en la nifiez el trastorno es mas comun en nifios que en nifias (Wu y cols.,
2016).

El TOC es un trastorno perteneciente al grupo de los trastornos de ansiedad caracterizado por:
e Obsesiones: son ideas, pensamientos, imagenes o impulsos recurrentes y persistentes que
no son experimentados ni producidos voluntariamente, sino mas bien como pensamientos
que invaden la conciencia y que son catalogados como repugnantes o sin sentido.

e Compulsiones: son conductas repetitivas que se realizan segin determinadas reglas de
forma estereotipada. El acto se realiza con una sensacidn de compulsidn subjetiva junto con
un deseo de resistir a la compulsién, por lo menos inicialmente.

El inicio suele ser gradual y, si no se trata, el curso es principalmente crénico, con sintomas que
cambian con el tiempo, a menudo en respuesta a factores estresantes de la vida (Mataix-Cols y
cols., 2002). Por lo general, se presenta en la adolescencia tardia o en la edad adulta temprana,
aunque el inicio en la infancia o la edad adulta tardia también puede ocurrir (Heyman y cols.,
2001). La presentacion clinica del trastorno en nifios y adultos es generalmente similar.



1.1.1. Sintomatologia

La sintomatologia del TOC se traduce en actitudes concretas, aunque puede variar ciertos

matices segun el paciente. Los criterios propuestos en el DSM-5 se muestran en la Tabla 1

(DSM-5, 2013).

Las obsesiones se definen por:

1. Pensamientos, impulsos o imdgenes recurrentes y persistentes que son intrusivos e

inapropiados y que causan ansiedad o angustia marcadas

2. Pensamientos, impulsos o imagenes que no son simplemente preocupaciones

excesivas sobre problemas de la vida real.

3. Ignorar o suprimir tales pensamientos, impulsos o imagenes, o neutralizarlos con

algln otro pensamiento o accion

4. Reconocimiento de que los pensamientos, impulsos o imagenes obsesivos son un

producto de su propia mente en lugar de imponerse desde fuera.

Las compulsiones se definen por:

1. Comportamientos repetitivos o actos mentales que la persona se siente obligada a

realizar en respuesta a una obsesidn, o de acuerdo con reglas que deben aplicarse de

manera rigida

2. Es evidente que los comportamientos excesivos o los actos mentales tienen como

objetivo prevenir o reducir la angustia o prevenir algin evento o situacion temida
Cuadro 1.1: Criterios del DSM-5 para el TOC

A pesar de la carga de este trastorno, a menudo no se reconoce en entornos primarios y
psiquiatricos (Leon y cols., 1995) en parte porque sus sintomas a menudo se manifiestan
internamente en lugar de externamente y los pacientes pueden ser reacios a revelar
pensamientos o comportamientos que perciben como vergonzosos.

1.1.2. Tratamientos farmacolégicos

Historicamente se ha tratado el TOC en base a los inhibidores selectivos de recaptacién de
serotonina (ISRS), el primer farmaco que tuvo efectividad en pacientes con TOC fue
clomipramina (antidepresivo triciclico; Insel y cols., 1983) (antidepresivo triciclico), el que
mostroé efectividad tanto en adultos como en nifos. Aplicado por primera vez en pacientes
con TOC a principios de los afios 1980, funcioné pero presenté una serie de problemas
asociados a sus efectos secundarios, lo que limitd ubicar este fdarmaco como agente de
primera linea.

Desde entonces, mas de 20 estudios cegados, controlados con placebo, han establecido
firmemente la eficacia de la monoterapia con ISRS en el TOC (Soomro, 2012). Debido a la
combinacion de eficacia probada y un perfil de efectos secundarios tipicamente benigno,



los ISRS son la primera opcién farmacolégica para el tratamiento del TOC (Koran y cols.,
2007).
Dentro de los ISRS los mas usados y actuales son:

e Fluoxetina

e Fluvoxamina

e Sertralina

Actualmente no existe evidencia de beneficio diferencial entre los ISRS (Soomro y cols.,
2008), por lo que la eleccion del agente se realiza mejor en funcidon de los efectos
secundarios, las interacciones farmacolégicas, la preferencia del paciente y consideraciones
similares. El problema que radica en estos farmacos, ademas de los efectos secundarios que
estos posean, es que solo el 50-60% de los pacientes responden adecuadamente a los
actuales tratamientos en base a ISRS (Soomro y cols., 2008) y la mayoria de los pacientes
aun se mantienen con sintomas residuales que siguen teniendo significancia clinica
(Dougherty y cols., 2004).

Si bien actualmente existen diversas opciones de tratamientos farmacolégicos y conductual
de primera linea para el trastorno obsesivo-compulsivo en adultos, a menudo se pasa por
alto en los entornos de atencidn primaria y con frecuencia se trata poco. El desarrollo de un
nuevo y mas efectivo tratamiento representa una necesidad clinica urgente debido al
impacto que este trastorno posee (Pittenger, 2015).

1.1.3. Causas

Si bien el TOC aun sigue teniendo una etiologia desconocida, es probable que exista una
predisposicién genética. Esta suposicién estd sostenida en base a estudios de enlace de
gemelos (van Grootheest y cols., 2005) y de genoma completo (Walitza y cols., 2010),
ademas otros estudios en donde se abarcé como un trastorno multifactorial tanto genético
como ambiental se pudo evidenciar que los genes contribuyen sobre el 54% a padecer de
TOC (Tambs y cols., 2009). Esta evidencia indica que los factores genéticos juegan un rol
importante en el desarrollo del TOC (Pauls, 2010). A pesar de los numerosos estudios
realizados, no se ha podido establecer una causa Unica responsable de la enfermedad, aun
asi existen factores de riesgos que se asocian a este trastorno:

1. Factores Genéticos: estudios realizados en gemelos han revelado que el TOC aparece
en una proporcién significativamente mayor (casi el doble) en los gemelos
monocigoticos. Los genes implicados en el trastorno no son conocidos aunque se ha
encontrado relacién con los cromosomas 6, 8, 9 y 20, asi como el brazo largo del
cromosoma 22.



2. Factores Natales y Prenatales: Madre con edad mayor a 39 afios, anemia, abortos
previos, parto prolongado, nacimientos mdultiples, calcificacion de la placenta,
problemas respiratorios del neonato, bebé muy sensible o irritable, elevado nivel de
Cortisol (Hormona del estrés).

3. Factores bioldgicos: En estudios de imagen con marcadores cerebrales se ha visto una
posible anomalia en el I6bulo frontal y en los ganglios cerebrales basales. Algunos
estudios recientes han observado un aumento de sustancia gris en los nucleos
lenticulares. Este hecho contrasta con lo observado en pacientes con trastornos de
ansiedad de otra clase, donde lo que hay es una disminucidn de la sustancia gris en
dichos nucleos cerebrales.

4. Factores ambientales y educativos: Suele ser bastante frecuente que los padres de
pacientes con TOC tengan personalidades muy rigidas y controladoras y hayan dado
a sus hijos una educacién excesivamente recta y severa. Esta actitud de los padres
provoca en el hijo una pérdida de confianza y un aumento de la inseguridad y la
ansiedad. Si bien existe una predisposicién genética y neuroldgica de ciertas personas,
gue las hace vulnerables para padecer Esquizofrenia, lo cierto es que esta surge si las
condiciones ambientales y sociales brindan el medio adecuado. En esto podemos
citar: disfuncionalidad en la relacién madre-hijo cuando éste era un neonato o se
encontraba en sus primeros meses de nacido, ambiente familiar o laboral altamente
estresante el cual genera altas cargas de ansiedades en las personas, vivencia de algun
trauma actual que active su vulnerabilidad a la esquizofrenia: muerte de un familiar,
emigrar a otro pais, etc.

5. Factores bioquimicos: Algunos neurotransmisores como la serotonina podrian estar
implicados en el origen del TOC. El déficit de serotonina podria implicar un
enlentecimiento del trasvase de informacién interneuronal, hecho comprobado en
pacientes con TOC.

Las multiples lineas de evidencia indican que los ganglios basales estdn afectados de
manera critica en el TOC. Los estudios de neuroimagen estructural demuestran un volumen
en la parte interior del encéfalo (caudado) alterado en el TOC (Radua y cols., 2009; Alonso
y cols., 2015), y la imagen funcional ha identificado una hiperactividad en los circuitos
corticoestriatos, tanto al inicio como con la provocacion de los sintomas (Menzies y cols.,
2008). Algunos informes que utilizan espectroscopia de resonancia magnética describen
una sefial glutamatérgica estriatal elevada en el caudado (Starck y cols., 2008), lo que
sugiere un aumento del glutamato intracelular y/o GABA. Esto se sustenta ademas por los
hallazgos descubiertos en 2002 (Hannay cols., 2015), donde a través de un mapa elaborado
por marcadores de microsalelites se determind que la regién cromosémica 9p24 tuvo la
puntuaciéon mas predominante. Esta vinculacion sugerente a la region cromosémica 9p24
contiene el gen SLC1A1 ademas de otros genes el cual codifica el transportador de
glutamato neuronal EAAT3 (transportador de aminoacidos excitador 3) (Willour y cols.,
2004).



1.2.Los transportadores de aminoacidos excitadores (EAAT)

La familia de transportadores de aminodcidos excitadores (EAAT) son proteinas que regulan el
glutamato (principal neurotransmisor excitador) extracelular. Los cinco subtipos de
transportadores en humanos son los productos de los genes SLC1A3, SLC1A2, SLC1A1, SLC1A6
y SLC1A7, correspondientes a las proteinas humanas EAAT1, EAAT 2, EAAT 3, EAAT 4 y EAAT 5,
respectivamente (Tabla 2; Bjgrn-Yoshimoto y cols., 2016).

Transportadores de aminoacidos excitadores

Nomenclatura Gen Nombre Original

EAAT1 SLC1A3  GLAST (glu-asp transporter, (Storck et al., 1992))

EAAT2 SLC1A2 GLT-1 (glu transporter, (Pines et al., 1992))

EAAT3 SLC1A1 EAACI (excitatory amino acid carrier 1, (Kanai and Hediger, 1992))
EAAT4 SLC2A6 EAAT4 (Fairman et al., 1995)

EAAT5 SLC2A7 EAATS (Arriza et al., 1997)

Cuadro 1.2: Nomenclatura de la familia EAAT

La estructura de las EAAT se probd bioquimicamente y definié la topografia de 8 a 10 hélices
transmembrana (TM) con terminaciones Ny Cintracelulares (Figura 1.1; Slotboom y cols., 1996).
Si bien los EAAT comparten una identidad de aminoacidos de aproximadamente 35-65%, los
diferentes subtipos tienen distintos perfiles de expresion celulary de desarrollo distintas (Amara
y Fontana, 2002).

HP1

Figura 1.1: Topologia EAAT. El transportador se puede dividir aproximadamente en subdominios funcionales,
con TM1, -2, -4 y -5 como un dominio de andamiaje relativamente estatico, mientras que TM3, -6, -8 y
horquilla 1 (HP1) y horquilla 2 (HP2) son parte del dominio de transporte (Bjgrn-Yoshimoto y cols., 2016).



Los EAAT son transportadores activos secundarios, que traslocan tres iones de sodio, un protén
y un contra-transporte de un ion de potasio para cada sustrato, lo que proporciona la fuerza
impulsora energética para transportar glutamato contra su gradiente electroquimico (Reyes y
cols., 2009). El transportador funciona mediante un mecanismo llamado "elevador"”, que
transloca el sitio de unidon al sustrato del dominio de transporte a través del plano de la
membrana plasmatica, mientras que el dominio de andamiaje permanece relativamente
estatico. El movimiento de los bucles flexibles (HP1 y HP2) que conectan los andamios y los
dominios de transporte median el movimiento relativo de los dos dominios. Este es el primer
tipo de transportador para el que se ha observado este modo de transporte
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Figura 1.2: Diagrama de transporte. El transportador abre la horquilla (HP2), y el glutamato entra, junto con 3
iones de sodio (verde) y un protdn (gris). HP2 se cierra, el dominio de transporte se mueve a través del plano
de la membrana, donde HP1 se abre y el glutamato y los iones salen. Un ion potasio (azul) ingresa desde el
espacio intracelular, HP1 se cierra y el transportador se reorienta hacia afuera, donde HP2 se abre y sale el
potasio, el acto ocurre en milisegundos (Grewer y cols., 2000).

Todos los EAAT participan en el sistema nervioso central (SNC), sin embargo EAAT1 y EAAT2 son
los que se encuentran mas presentes en el cerebro con cerca del 99% del total (Furuta y cols.,
1997; Holmseth y cols., 2012). Estos datos por tanto orientan a descartar el aporte funcional de
los otros EAAT, sin embargo existe evidencia de que EAAT3 juega un papel fundamental en el
reciclaje de glutamato, siendo el Unico que posee incidencia en el TOC (Bj@grn-Yoshimoto and
cols., 2016). Esto se explica por la ubicacidn y los neurotransmisores que trasporta en particular
esta proteina.

Caracterizacion familia EAAT
Nomenclatura Expresion Ubicacién

EAAT1 Astrocitos  Células muller de la retina, Glia Bergmann del cerebelo
EAAT2 Astrocitos  Los astrocitos en todo el cerebro

EAAT3 Neuronas  Somas y dendritas.

EAAT4 Neuronas  Células purkinje cerebelares.

EAAT5 Neuronas Fotorreceptores retinales.

Cuadro 1.3: Localizacion EAAT.



Se han encontrado cantidades significativas de EAAT3 en compartimentos intracelulares en
células de glioma C6, cultivos neuronales y en el cerebro in vivo, lo que sugiere una localizacion
intracelular de hasta 70 a 80%, y ademas de trasportar glutamato es el Unico que trasporta
cisteina, estos son puntos cruciales los cuales lo convierten en un principal blanco a analizar.

1.2.1. EAAT3

En el SNC, el EAAT3 se encuentra presente principalmente en las neuronas, con altas
densidades en los terminales postsindpticos donde se observa una localizaciéon peri-
sindptica (He y cols., 2000).

La expresion de EAAT3 en el cerebro maduro se estima en aproximadamente 100 veces mas
baja que EAAT2 (Holmseth y cols., 2012), aunque como EAAT3 se encuentra a menudo cerca
de las regiones dendriticas, parece razonable pensar que la modulacién de la captacién de
EAAT3 pueda tener mayores efectos en las concentraciones locales de glutamato que en las
concentraciones globales (EAAT2), y modular los receptores en la misma neurona donde se
encuentra la EAAT3.

La localizacién intracelular de EAAT3 sugiere que la capacidad de EAAT3 para amortiguar los
receptores locales podria cambiar rapidamente en respuesta a ciertos estimulos. Por lo
tanto, aunque EAAT2 es responsable de la mayor parte de la captacién de glutamato en
todo el cerebro, y es poco probable que EAAT3 regule significativamente los niveles de
glutamato en el ambiente, no es sorprendente que los cambios en la captacion de glutamato
mediada por EAAT3 tengan efectos fisioldgicamente relevantes a través de receptores.

1.2.2. Glutamato y Cisteina

El EAAT3 es el encargado de transportar tanto el glutamato asi es como también es el Unico
encargado de esta familia de proteinas de transportar la cisteina.

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el cerebro (Meldrum, 2000), en si
mismo también es tdxico en ciertas circunstancias, como apoplejia, lesion cerebral
traumatica o en ciertos trastornos neurodegenerativos, donde un exceso de glutamato
sobreestimula los receptores ionotrdpicos de glutamato, lo que lleva a la muerte y dafio de
las células excitotoxicas (Pina-Crespo y cols., 2014). La ubicuidad de la neurotransmisién
glutamatérgica hace que sea un sistema importante de entender, pero un sistema dificil de
atacar, farmacoldgicamente.

La cisteina por otro lado es el sustrato limitante de la velocidad para la sintesis de glutation
el cual protege del dafio oxidativo, sin el glutation las células pueden dafiarse o bien
destruirse (Pereira y cols., 2000). Las neuronas dependen principalmente de la cisteina
extracelular para la sintesis de glutation (Sagara y cols., 1993). El mecanismo por el cual las



neuronas absorben la cisteina libre no se ha caracterizado por completo (Chen y Swanson,
2003).

1.2.3. Modulacion Sinaptica

En condiciones normales, el glutamato que esta dentro de la neurona es liberado mediante
la hendidura sindptica hacia el medio extracelular. Una vez liberado el glutamato, los
receptores NMDA y AMPA reconocen el glutamato y abren sus compuertas para la entrada
Na* y a su vez sale de K* generando asi un potencial de membrana postsinaptica. Una vez
finalizado esto, EAAT3 recapta el glutamato extracelular. Este glutamato es descarboxilado
gracias a la accion de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), para sintetizar el
neurotransmisor GABA (inhibidor por excelencia) en caso de ser necesario, de lo contrario
reutilizado para una préoxima sinapsis o también puede participar en la sintesis de glutation
junto con la cisteina y la glicina (3 aminodcidos precursores).

Synaptic
vesicle

Dendritic
spine

Figura 1.3: Modulacidn Sinaptica del Glutamato. El glutamato se encapsula y se libera al medio
extracelular, los receptores NMDA y AMPA generan un potencial de membrana gracias al glutamato
y luego el glutamato libre es reciclado por el trasportador EAAT3.

Ademas EAAT3 es una fuente importante de cisteina y contribuye a la proteccién de las
neuronas contra el estrés oxidativo (Nieoullon y cols., 2006). Esto hace plantear la hipétesis
de que este EAAT3 intracelular desempeiia un papel clave en la regulacion de la produccion
de glutatién y, por lo tanto, protege a las neuronas del dafio oxidativo (Nieoullon y cols.,



2006). En ausencia de EAATS3, el glutation se reduce y el dafo oxidativo puede contribuir a
la consiguiente pérdida neuronal (Aoyamay cols., 2006).

1.2.4. EAATy su relacién con el TOC

Variados estudios de vinculacién y asociacidon (Arnold y cols., 2006; Dickel y cols., 2006;
Stewart y cols., 2007) proporcionan evidencia de una relacidn entre las variantes en Slc1A1
y el riesgo de TOC, pero brindan una visién limitada de la naturaleza de la supuesta anomalia
funcional de SIc1A1 que puede explicar el trastorno.

Varios modelos animales que carecen total o parcialmente de EAAT3 no han mostrado
alteraciones en los comportamientos de referencia relevantes para el TOC (Gonzalez et al,
2017; Peghini et al, 1997; Zike et al, 2017b). Esto nos podria dar una evidencia que el
problema no radica en la baja actividad del EAAT3. Una posibilidad alternativa es que la
funcién reducida de EAAT3 conduce a una mala distribucién del glutamato, tal vez alterando
la proporciéon de glutamato sinaptico-extrasindptico y la relacidn de activacion de NMDA, ,
la desactivacion del gen Slc1A1 reduce el glutatién (Aoyama et al., 2006) vy, por lo tanto,
aumenta el estrés oxidativo, lo que podria llevar a anomalias funcionales.

Sin embargo, una teoria que esta tomando mayor relevancia debido al incremento del
conocimiento y nuevas técnicas de investigacion, es el alelo “rs301430C”, un polimorfismo
de un nucledtido (SNP) en el gen SLC1A1 altamente replicado en estudios de TOC se asocia
con un aumento de los niveles de transcripcion en el tejido cerebral humano (Wendland y
cols., 2009), lo que sugiere que la sobreexpresion podria contribuir a la susceptibilidad de
TOC (Zike y cols., 2017).

Una investigacion realizada en base a un ratdn transgénico con sobreexpresién condicional
de EAAT3 (Delgado-Acevedo y cols., 2018), respalda la nocién de que EAAT3 tiene un papel
en la patogénesis de los comportamientos relevantes al TOC, ya que EAAT38°/CMKII de
ratones exhiben una alta tasa de ansiedad, mayores comportamientos repetitivos y una
mayor recuperacién espontanea del miedo, muchos de los cuales son sintomas centrales
del TOC. Ademas, el aumento de la expresién de EAAT3 afecta las sinapsis corticostriatales
gue podrian contribuir, al menos en parte, a la base neuronal involucrada en el TOC.

Es posible que este nuevo modelo permita obtener una vision mds profunda del papel de
EAAT3 en la patogénesis del TOC y de este modo crear una nueva ruta farmacoldgica para
el tratamiento de este complejo trastorno.



1.3.Modelo de inhibicion

Dada la apreciacion emergente de la importancia de EAAT3 en el trastorno obsesivo-
compulsivo, la modulacion farmacoldgica de EAAT3 es de interés, tanto como herramientas
para la comprensidn cientifica basica como para un posible enfoque clinico. Si bien existe
un inhibidores selectivo para EAAT1 (UCPH-101) (Abrahamsen et al., 2013) y EAAT2 (DHK)
(Arriza et al., 1994), no hay ninguno para EAAT3. Aunque los analogos de R-benzo-Asp
(Esslinger et al., 2005) y NBI-59159 muestran una ligera preferencia hacia EAAT3 (Coon et
al., 2004, Dunlop, 2006), pero esta preferencia no es selectiva, lo que dificulta los métodos
farmacolégicos para atacar selectivamente EAAT3.

Se ha identificado que el residuo 447 (arginina) del monémero EAAT3 estd involucrada en
el control del reconocimiento de sustratos cargados, como glutamato y aspartato
(Bendahany cols., 2000). Cuando el residuo 447 del EAAT3, que corresponde a una arginina
(R), se reemplaza por cisteina (C), se inhibe el transporte de glutamato y/o aspartato, pero
el transporte de cisteina dependiente del sodio queda intacto. El andlisis de otros mutantes
de sustitucién muestra que la sustitucidn de arginina en lugar de la cisteina introducida es
responsable del fenotipo observado (Bendahan y cols.,, 2000). Segin un analisis
electrofisioldgico detalla que el trasportador EAAT3 con cisteina mutante, se ha vuelto
neutral en lugar de electronegativo, por lo que provoca que su interaccién con el potasio
sea defectuosa. De este modo, la arginina 447 desempefia un papel fundamental en la
interaccion secuencial de aminoacidos acidos y potasio con el transportadory, por lo tanto,
constituye uno de los determinantes moleculares de acoplamiento de sus flujos.

1.4.Reposicionamiento de Farmaco

El descubrimiento de farmacos tradicional es un proceso lento, de alta inversién y de alto
riesgo, tienen una duracién aproximada de entre 10-17 aiios, con costes y tasas de fracaso
muy elevados (Xia y cols., 2018). Por tanto el reposicionamiento de farmacos surge como
una estrategia popular en los ultimos afnos.

El reposicionamiento de farmacos (Drug Repositioning), es el proceso de desarrollo de
farmacos basado en la identificacién y el desarrollo de nuevas aplicaciones para
medicamentos aprobados (Padhy and Gupta, 2011). Estos medicamentos pueden estar en
el mercado, o bien, haber sido descartados debido a fallos en las Ultimas fases de los ensayos
clinicos.

Actualmente ya existen estudios relacionadas con el reposicionamiento de farmacos, por
ejemplo los que se muestran en el cuadro 1.4.
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Cuadro 1.4: Reposicionamiento de farmacos.

Indicacién Original Nueva indicacién
Amantadina Influenza Parkinson
Aspirina Inflamacién, dolor Antiplaquetario
Zidovudina Cancer VIH
Atomoxetina Antidepresivo Déficit atencional
Gabapentin Epilepsia Dolor neuropatico
Bromocriptina Parkinson Diabetes mellitus
Propanolol Hipertension Migrafia
Metotraxato Cancer Psoriasis, Artritis

El reposicionamiento presenta ventajas por sobre el descubrimiento de farmacos
convencional, principalmente en el tiempo y los recursos 1+D empleados para encontrar un
farmaco idéneo para solucionar la problematica biolégica. Ademas, se ha visto reducido la
tasa de efectos secundarios, lo cual crea un mejor perfil de seguridad ante el farmaco.

Distintas estrategias como simulacion molecular o docking molecular han ayudado a
identificar posibles nuevos blancos para farmacos conocidos, sin embargo su eficacia sigue
siendo limitada. Por lo mismo, existe la necesidad de explorar otro tipo de herramientas,
entre las cuales ha sido de interés por los metodos basados en metodologias de data mining,
machine learning, deep learning e inteligencia artificial. Estas han sido utilizadas para
predecir la composicién de secuencias de proteinas, estructuras secundarias, la forma del
plegamiento de proteinas, identificacion de motivos conservados, entre otros usos.
Ademas, y considerando que el crecimiento exponencial de datos biolégicos ha presentado
un gran desafio, principalmente en lo que se refiere a la transformacidon de datos
heterogéneos a informaciéon o conocimiento bioldgico significativo, se ha propuesto que la
aplicacion de técnicas de aprendizaje automatico en este tipo de problematicas ha sido muy
eficientes.

Considerando lo anteriormente expuesto, el presente trabajo busca mediante la utilizacion
de métodos de inteligencia artificial de aprendizaje automatico basado en las bases de datos
PDB, la identificacion de un posible farmaco conocido con actividad en el EAAT3.
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2. HIPOTESIS

Problema:

El trastorno obsesivo compulsivo es un trastorno mental cada vez mas frecuente en el cual
las personas tienen pensamientos, sentimientos, ideas, sensaciones (obsesiones) y/o
comportamientos repetitivos e indeseables que los impulsan a hacer algo (compulsiones) lo
cual obstruyen o impiden su vida cotidiana.

Se desconoce la causa del TOC, sin embargo la evidencia experimental indica que el TOC
tiene un fuerte componente genético, dentro de los candidatos, el gen SLC1A1, que codifica
para el transportador EAAT3, es hasta la fecha el gen mas fuertemente asociado con esta
patologia.

Se ha encontrado una mutacién puntual del transportador EAAT3 en pacientes con TOC,
gue tiene directamente incidencia en el bolsillo o zona por la cual traspasa los aminodacidos
por la proteina EAAT3. Por tanto conocer la implicancia de esta mutacion R447/C que regula
la actividad un altisimo interés en la neuropsiquiatria. Por ello, se propone la bisqueda de
farmacos existentes que pudieran interactuar con EAAT3 mutado y alterar su funcién. De
este modo, se obtendra una herramienta farmacoldgica de utilidad para entender los
mecanismos que subyacen al TOC, y posiblemente una linea que conduzca a mejores
tratamientos.

Hipotesis:

La mutacién R447 en EAAT3 describe un posible sitio de unién para drogas.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General:

Identificar posibles sitios de unién relacionados con la mutacion puntual de la R447 en
EAAT3 para buscar posibles nuevos usos a droga conocidos.

Objetivos especificos

Modelar por homologia el transportador EAAT3 a partir del cristal EAAT1

Crear trimero a partir de modelamiento molecular

Identificar posibles sitios de unidon en EAAT3 que puedan estar siendo afectados por el
residuo R447.

Evaluar la simulacidn de acoplamiento molecular de cisteina, glutamato y aspartato en los
sitios de union detectados.

Realizar mutacién in silico de la R447 en EAAT3 vy realizar evaluaciones de acoplamiento
molecular.

Reevaluar Docking con el software PLIP.

Realizar Virtual Screening con inteligencia artificial.

Proponer una nueva droga.
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4. METODOLOGIA

La siguiente metodologia describe los pasos realizados para cumplir con los objetivos planteados y
de esta manera dar respuesta a la hipdtesis.

4.1.0btencion de la estructura 3D de la proteina EAAT3
4.1.1. Identificacion de proteina homologa

Actualmente la proteina EAAT3 no se encuentra cristalizada por lo cual es fundamental
encontrar una proteina homologa que sirva como referencia para realizar este estudio. Para ello
se realizd una bulsqueda en la base de datos de NCBI->Protein (national center for
biotechnology information), en donde se identificd la secuencia aminoacidica de la proteina
EAAT3 (secuencia 524 aminodacidos), guardada en formato fasta. A continuacion, con la finalidad
de identificar secuencias con alta identidad al trasportador EAAT3, se realizé un alineamiento
local entre la secuencia aminoacidica de EAAT3 y la base de datos de proteinas mediante la
herramienta BLAST (Johnson y cols., 2008).

BLAST (basic local aligment search tool) es un programa que usa el algoritmo con enfoque
heuristico que se aproxima al algoritmo de Smith-Waterman para encontrar secuencias
homologas. El reporte de BLAST consiste en todos los alineamientos estadisticamente
significativos encontrados en la busqueda heuristica. Los alineamientos resultantes son
llamados pares de alta puntuacion (high score pairs). La significancia estadistica de los
alineamientos resultantes se determinan mediante la probabilidad que tiene cada alineamiento
de haber sido por azar de acuerdo al tamafio de la base de datos, obteniendo asi solo los
alineamientos que hayan obtenido una probabilidad menor al e-value (expect value). Cuanto
menor sea el e-value mas significativo es el alineamiento (Altschul y cols., 1990).

Para el alineamiento se utilizé BLASTp ocupando la base de datos “protein data bank” de BLAST.
Como templado se utilizé la secuencia peptidica del trasportador de aminoacidos excitadores 3
(EAAT3) descargada anteriormente. La salida del programa contiene los identificadores de la
secuencia con alta similitud al templado. Se seleccionan las proteinas mas relevantes seguin los
criterios pertinentes (similitud sobre 50%, e-value pequefio, covertura), y en base a los
identificadores de las proteinas seleccionadas se realiza la bisqueda en el repositorio PDB
(https://www.rcsb.org/), el cual almacena informacion acerca de las estructuras 3D de una gran

cantidad de moléculas bioldgicas. Se guardd las estructuras 3D de las proteinas en formato PDB.
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4.1.2. Modelamiento por Homologia

El modelamiento por homologia permite obtener una representacidn tridimensional de las
secuencias de proteinas que aun no tienen resueltas sus estructuras experimentalmente, a
partir de la cual se estiman las mejores conformaciones 3D de la secuencia de aminoacidos de
interés (query). Esta técnica es fundamental para el proceso de modelado de la estructura de
EAAT3.

Una vez seleccionadas la o las secuencias de proteinas molde (con estructura conocida), es
necesario realizar alineamientos de las secuencias aminoacidicas. En aquellos casos en que las
estructuras moldes y los query tengan un largo de secuencia muy distintos, es aconsejable
utilizar algoritmos de alineamiento local (Smith y Waterman, 1981), mientras que en los casos
en que ambas secuencias de proteinas (o las multiples) tengan largo similar, se recomienda un
algoritmo de alineamiento global (Needleman y Wunsch, 1970). Luego de tener un alineamiento
consenso se construyé el modelo.

En este proyecto se utilizo el software Modeller v9.21 (Fiser y Sali 2003). Modeller es un método
matematico que establece restricciones basadas en que la distancia de un par de aminodcidos
en el modelo es similar a la distancia de los correspondientes aminodcidos en la estructura de
referencia. Esta restriccién es complementada con otras restricciones estereoquimicas que se
aplican sobre los dngulos de enlace, el largo de los enlaces, entre otros. En aquellas zonas en
gue la secuencia query no encuentra una estructura en el molde, Modeller realiza una
estimacion de novo de acuerdo a las caracteristicas fisicoquimicas particulares de cada
aminoacido, tomando en cuenta la estructura secundaria prevista de los aminoacidos (alfa-
helice, beta-plegada o random coil).

La salida Modeller reporta los modelos generados evaluados energéticamente y ademas el
programa descarta automaticamente los modelos que no son viables desde la perspectiva
estereoquimica.

4.1.3. Minimizacion

Con el fin de obtener un minimo energético de la estructura de EAAT3 y como la proteina se
sita en la membrana celular en forma de trimero, aunque cada mondmero funciona por
separado, es que la minimizacién se torna una necesidad.

Para la minimizacion se cred un sistema en dénde el trimero de EAAT3 estd inmerso en una
membrana lipidica recubierta de aguas y solvatadas con NaCl. Para la creacion de la membrana
se recurrio a la base de datos de Orientaciones de Proteinas en Membranas (OPM), en el cual el
modelo de orientacidn de referencia fue 5LLU. Luego mediante scripts en lenguaje bash y tcl, se
logrd insertar el trimero de EAAT3 en una membrana lipidica, ademads se agregaron aguas por
ambos extremos de la membrana y se neutraliza el sistema con iones de NaCL.

Luego con el software NAMD se realizé una dindmica molecular (Equilibrado y minimizacidn),
con la proteina embebida en la membrana lipidica y en una caja de agua esta fue sometida a
evaluaciones.
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Posterior a eso se evalua el modelo mediante las herramientas Ramachandran (Kleywegt &
Jones, 1996) y ProSA-web (Wiederstein & Sippl, 2007).

El grafico Ramachandran muestra los principales angulos de torsion de la cadena phi, psi (¢, W);
en una proteina de estructura conocida. Ademas, muestra los dngulos de Ramachandran junto
con un resultado de analisis detallado.

Por otro lado, ProSA-web se emplea con frecuencia en la validacién de la estructura de
proteinas. ProSA calcula un puntaje de calidad general (Z-score) para una estructura de entrada
especifica. Si esta puntuacion estd fuera del rango caracteristico de las proteinas nativas, la
estructura probablemente contenga errores. Ademas reporta una grafica de puntuaciones de
calidad local que evidencia a partes problematicas del modelo que también se destacan en un
visor de moléculas 3D para facilitar su deteccion.

4.2.Simulacion de acoplamiento molecular
4.2.1. Identificar posibles sitios de unién en EAAT3 que puedan estar siendo afectados por
el residuo R447.

MetaPocket2.0 (Bingding Huang, 2009) es un meta servidor para identificar los sitios de unidn
de ligandos en la superficie de la proteina. MetaPocket es un método de consenso, en el que los
sitios de unién predichos de ocho métodos: LIGSITEcs, PASS, Q-SiteFinder, SURFNET, Fpocket,
GHECOM, ConCavity y POCASA se combinan para mejorar la tasa de éxito de prediccién. El
procedimiento de MetaPocket2.0 se engloba en tres pasos generales:

e Llamado de los predictores
e Generacidén de sitios meta-pocket
e Asignacion de residuos de enlace

En el primer paso, la estructura de la proteina dada se enviard a 8 predictores de LIGSITEcs,
PASS, Q-SiteFinder, SURFNET, Fpocket, GHECOM, ConCavity y POCASA para identificar sitios de
bolsillo en su superficie, todos los predictores se llaman en paralelo para ahorrar tiempo de
ejecucion.

En el segundo paso, los sitios de bolsillo identificados por estos elementos predictores tienen
diferentes funciones de puntuacion de clasificacion, por lo que es dificil comparar y evaluar los
sitios de bolsillo predichos directamente. Para hacer que las puntuaciones de clasificacion sean
comparables, una puntuacién z se calcula por separado para cada sitio de bolsillo en diferentes
predictores. Posteriormente, solo los tres primeros sitios de bolsillo en cada predictor se toman
en consideracién. Por lo tanto, tenemos un total de 24 sitios de bolsillo. Luego, los sitios de
bolsillo se agruparan de acuerdo con su similitud espacial y todos los grupos finales se
clasificaran segun los valores totales de puntuacién z de ellos. Los sitios finales de bolsillo son el
centro de masas de los grupos finales.
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El propésito del tercer paso es identificar los residuos funcionales alrededor del sitio de meta
bolsillo identificado, que podrian ser los posibles sitios de unién del ligando en la superficie de
la proteina.

Input ’ Given protein structure ’J

Verify results from each predictor —

| Calculate the z-score value for each pocket
site in different predictors

Get the top 3 pocket sites from each
predictor

___ | Clustering those 3xN pockets according to
their spatial similarity

B L, Calculate the total z-score for each final |
cluster

Rank the final clusters by their total z-score

—» Calculate the mass center for each cluster —

c Identify potential binding residues
(Residue mapping)

_____________________________ J_._._._._._._._._._._

Prediction pocket sites (single point and clusters)

Output Prediction pocket sites from single methods

Potential ligand binding residues for each pocket

Figura 4.1: La ilustracion del procedimiento metaPocket 2.0.

Es necesario realizar este procedimiento para la estructura Wildtype y la mutada, de esta
manera establecer diferencias o similitudes entre los sitios de union formados, ya sea de
cardacter energético o bien modificaciones en el mismo sitio y tratar de darle explicacién al
posible cambio.

4.2.2. Simulacién de acoplamiento molecular proteina-ligando

El acoplamiento molecular o Docking permite simular la interacciéon de acoplamiento, en este
caso proteina-ligando. Si bien contamos con las estructuras de proteina Wildtype y mutado, adn
falta generar las estructuras de los ligandos para su correspondiente interaccion.

La creacidn de ligandos se realizard en Molview, programa web de cédigo abierto contiene una
gran base de datos de compuestos y residuos, lo cual facilita su manipulacién. En este caso como
nuestro transportador es un trasportador de glutamato, cisteina y aspartato, se crearon estos 3
residuos en formato PDB con tal de trabajar en el mismo formato todo.

Para la realizacién del docking se utilizara el software Autodock4.2.6 (Morris y cols., 1998).
Primero se preparan las estructuras de proteina y ligando con el fin de darle cargas parciales,
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cierta flexibilidad a la estructura, agregar los hidrégenos en caso de faltar. Posterior a eso se
define el sitio inicial de interaccidon (donde se centrara la caja), donde se establece las
dimensiones de la grilla o (grid box), una caja delimitada en la cual el ligando puede generar
cambios conformacionales aleatorios para evaluar nuevamente la interaccidn, y finalmente la
cantidad de generaciones de pockets y ciclos a evaluar.

Para realizar el docking en Autodock, luego de la preparacién del sistema, se selecciona un
algoritmo para buscar la mejor posicidon o acoplamiento del sistema proteina-ligando. Se utilizan
algoritmos genéticos, por lo general el Lamarkiano (AGL).

El AGL comienza creando una poblacidn de individuos al azar (distintas conformaciones del
ligando), evalua, luego se someten nuevamente a cambios al azar, seleccionando aquellos
genotipos en los cuales el valor de interaccién con la proteina es favorable. Las evaluaciones de
las conformaciones se realizan en base a un pre-cédlculo proveniente de AUTOGRID, donde se
limitan por grilla creada, cada valor representa la energia de interaccién de cada atomo del
ligando, con cada dtomo de la proteina, optimizando de este modo el tiempo de cémputo.

Cabe destacar que el docking se realizara para EAAT3 Wildtype para los 3 residuos que trasporta
esta proteina (Glutamato, Cisteina y Aspartato).

4.2.3. Mutacion in silico de EAAT3 del residuo R447 y simulacién de acoplamiento
molecular

Una vez obtenida la estructura de EAAT3 tridimensional, es necesario realizar una mutacion del
residuo R447 con tal de evaluar la contraposiciéon de los futuros procedimientos entre la
estructura Wildtype (creada por modelamiento) y la mutada.

Para realizar una mutacion in sillico de la R447 en EAAT3 se ocupara software VMD (Visual
Molecular Dynamics), mas bien, un complemento (plugin) de este programa llamado “mutator”
(v1.3). Este complemento proporciona un método muy simple para mutar un residuo objetivo,
se requiere como input archivos PDB y PSF de la proteina a mutar, y como parametros es
necesario el ID del residuo a cambiar, y el cddigo de residuo de tres caracteres del aminoacido
mutante. También puede construir, para el propdsito especifico de los calculos de energia libre,
una estructura hibrida donde estan presentes tanto las cadenas laterales iniciales como las
mutadas.

Posterior a la mutacién se realiza Docking molecular de EAAT3 mutada para los 3 residuos que
trasporta esta proteina en Wildtype (Glutamato, Cisteina y Aspartato).
4.2.4. Reevaluacion del acoplamiento molecular con PLIP

PLIP es un generador de perfiles de interaccién proteina-ligando (PLIP) (Salentin y cols., 2015),
un servicio web gratuito para la deteccidn y visualizacion totalmente automatizadas de
contactos de proteina-ligando no covalentes relevantes en estructuras 3D. La entrada es un
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archivo PDB con el complejo proteina-ligando a estudiar. A diferencia de otras herramientas, el
algoritmo PLIP basado en reglas no requiere ninguna preparacion de estructura. Devuelve una
lista de interacciones detectadas a nivel de un solo atomo, que abarca siete tipos de interaccién
(enlaces de hidrégeno, contactos hidrofdbicos, apilamiento de pi, interacciones de pi-cation,
puentes salinos, puentes de agua y enlaces haldgenos). PLIP se destaca por ofrecer imagenes
listas para publicacion, archivos de sesion PyMOL para generar imagenes personalizadas y
archivos de resultados analizables para facilitar el procesamiento de datos sucesivo. PLIP se basa
en una aplicacion de linea de comandos de Python que realiza procesamientos locales por lotes
o de forma online.

En base a este software se evaltan los diferentes contactos que existen entre la proteina (wild-
type y mutada) y los tres aminoacidos estudiados.

4.3.Virtual Screening con inteligencia artificial CNN

Las redes neuronales son sistemas informaticos inspirados en las redes neuronales bioldgicas
gue no es un algoritmo propiamente tal, sino crea una instancia para que muchos algoritmos de
aprendizaje automatico trabajen juntos y procesen entradas de datos complejos. Una red
neuronal artificial consiste en un conjunto de nodos llamados neuronas que son capaces de
conectarse entre si, generando una red de nodos. Esta red de nodos se compone de capas, las
cuales se dividen en

e capa de entrada.

e capa oculta.

e capa de salida.

Las conexiones entre nodos cumplen la funcidon de modificar el valor de salida de cada nodo,
esto es mediante algoritmos de peso que permiten multiplicar su valor, pudiendo esto potenciar
o inhibir el alcance de la red mediante la activacion o desactivacién de la conexion entre
neuronas (nodos). Este sistema de conexiones permite discernir la presencia de elementos de
aprendizaje, logrando identificar patrones o reglas. Estas reglas son evaluadas mediante la
propagacion hacia atras de errores, la cual modifica los pesos de los nodos buscando minimizar
la funcién de pérdida. Esta disminucion es obtenida por medio de estadisticas en funcién de la
primera capa (entrada) que contiene los datos brutos de entrada y la tercera capa (salida) que
contiene un nodo por cada clase.

Las redes neuronales convolucionales (CNN) son un tipo de redes neuronales artificial de
aprendizaje supervisado que intentan imitar el cortex de la visidon del ojo humano. Asi, este
método procesa imagenes y/o patrones por capas, lo que permite identificar diferentes
caracteristicas que propician a una identificacion adecuada de los objetos.

Para la creacion de esta red neuronal se entrend en base a todos los farmacos aprobados los
cuales tienen asociada una proteina como target.
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Para la creacién de la imagen de entrada, que es bdsicamente una matriz binaria, el
programa tiene 3 capas: una con los 20 aminoacidos conocidos, otra capa con los
aminodacidos que interaccionan con el ligando en especifico a estudiar y una ultima con las
propiedades fisicoquimicas de este pocket (hidrofobicidad por ejemplo).

Dentro de la capa oculta las CNN se dividen en 2 procesos, capa convolucional y de
agrupamiento (Pooling); en la capa convolucional es un proceso donde se aplican filtros. El
filtro utiliza una matriz de tamafio N x N con valores aleatorios llamada kernel que recorre
toda la imagen de izquierda a derecha y de arriba a abajo cada pixel, recorriendo toda Ia
matriz, en el recorrido el kernel va multiplicando (producto escalar) el conjunto de pixeles
correspondientes, generando como resultado una matriz nueva que es una nueva capa de
neuronas ocultas, esta multiplicacion dada por el kernel es denominada peso. Todos los
filtros de una convulsidn tienen los mismos parametros, solo varia los valores del kernel
(Pesos). En el caso de la capa de agrupamiento o pooling reduce el tamafio de muestreo
filtrando los mejores valores y asi de esta manera reduciendo a matrices aun mds pequeias
gue estdn siempre asociadas a las matrices anteriores, esto aumenta indefinidamente el
numero de capas

Para la salida se ocupa la funcion flatting. esta funcién permite transformar la imagen con

cada capa de profundidad (multidimensional) a un vector (1 dimensién).

gjojojojo|o]|O

oji|ojojol1]0O

gjojojojo|o]|O

0)0(0[{1]0|0|0| convolucién Flatting
— .

oj1jojojoj1]o

ojof1j1jijojo

ojojojojoj|ojO

Imagen de entrada

Capa Convolucional Capa de Agrupamiento

Figura 4.2: Resumen de CNN entrenada.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Estructura tridimensional

La creacidn de la estructura tridimensional de EAAT3 se basé la secuencia NP_004161.4 de la

base de datos de NCBI-=> protein, la cual contiene 524 aminoacidos.

excitatory amino acid transporter 3 [Homo sapiens]

MCBI Reference Sequence: MP_004161 .4
GenPept  Identical Prateing  Graphics

*NP_@@4161.4 excitatory amino acid transporter 3 [Homo sapiens]

MGKPARKGCEWKRFLENNWYLL S TWASWYLGIT TEWLWREHSNLS TLEKFYFAFPGETILMRMLKLIILPL

IISSMITEWAALDSNWSGK IGLRAWWYYFCTTLIAYILGIVL WS TKPOWTQKWGEEIARTGS TPEWS TYWD

AMLDLIRNMFPENLWQACFOOYK TKREEWKPPSDPEMNMTEESF TAWMT TALSKNK TKEYK IWEMYSDGT

NYLGL IWFCLYPGLYIGKMGEKGQ ILYDFFNAL S DATME IWQ TIMCYMPLGILFLIAGK IIEYEDWEIFR
KLGLYMATYL TGLAIHS IWILPLIYFIVYRKNFFRFAMGHAQALL TALKISSSSATLPYTFRCAEENNDY
DERITRFWLPYWGATINMDGTALYEAYAAYFIAQLNDLOLGIGQIITISITATSAS IGAAGYPQAGLY THY

IVLEAWELPAEDYWTLIIAYDWLLDRFRTHWHYLGDARG TG IVEK L SKKELEQMINWS SEVNIVWNPFALEST

ILDNEDSDTKKSYWHNGGEFAYDKSDTISFTQTSQR

Figura 5.1: Secuencia aminoacidica de EAAT3

A partir del alineamiento en BLAST y la busqueda de templados en NCBI se llevé a cabo el
modelamiento por homologia en el cual se utilizd las 2 mejores estructuras cristalizadas que
tienen un porcentaje de identidad cercano al 60%, con un 93% de cobertura y e-value 0.0, como

se muestra en la imagen.

Max  Total GQuery E Per.

Description
@  chaing, Euitatory Aming Acid Transporter 1 nauteal Ariing Acid Transporter 800, 2 tatonyArming Acid Transpanier 1 [Horno sapiens] 556
a Chain A, Excitatary Amino Acid Transparter 1,neutral Amino Acid Transparter B(0) excitatory Amino Acid Transporer 1 [Homa sapiens] SA6
a Chain#, Meutral atning acid frans porter B(03 [Hama sapiens] 360
a Chain A, MNeutral aming acid rangporter B{0) [Homo sapiens] 356
a ChainA, 42523 long_hypothetical proton glutamate sympod pratein [Pyracaccus harikoshii OT3) M
a Chain A, Glutarate fransporer homalog [Pyrococeus horkashii OT3] 18

Figura 5.2: BLASTp de la secuencia aminoacidica de EAAT3.

itili
456
360
356
m
196

Score Seore Cover valwe  Ident

93% 00 59.49%
93% 00 59.49%
8% 2e-118 45.25%
82% fe-117 45.02%

Acression

87%  Te-50 31.73%
84% 437 31.83%

Estas estructuras corresponden al trasportador EAAT1 en humanos y se ocuparon de molde el
mondmero 5LLM vy el trimero 5LLU para construir un modelo homélogo al transportador EAAT3
(Excitatory amino acid 3). En ambas estructuras contaban con un acido aspartico (ASP) y 2 iones

de sodio (Na*), donde tedricamente el EAAT3 transporta sus aminodcidos.

Estos cristales tenian residuos perdidos y se observd que estos residuos que faltaban

pertenecian a loops en el inicio, final e interconexiones entre alfa-hélices.
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Figura 5.3: Estructura cristalografica de 5LLM.
Contiene residuos perdidos que corresponden a loops.

Para solucionar esto se usd6 Modeller para completar estos residuos faltantes tratando la
estructura original (sin los residuos faltantes) como una plantilla y construyendo un modelo
nuevo utilizando la secuencia completa evitando que estas inserciones modifiquen los residuos
que ya estaban.

Luego con el software modeller se generaron 2000 estructuras para representar la EAAT3, cada
una de estas con un puntaje DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) diferente, mientras
menor sea el valor DOPE, mejor y mds estable es el modelo.

La estructura seleccionada anteriormente se sometié a un refinamiento de loops, debido a que
estos loops como no estaban cristalizados requieren de un refinamiento para minimizar adn
mas su valor DOPE, a partir de esto se crearon 5 nuevos modelos y nuevamente se eligio el con
mejor valor.

WO e Mmoo e

T T T T T T T T
50 1m 150 200 250 e 30 400 450 500

Alignment posiion

—F— query/LO000C00T. pdb —&— queryILD0D00003 pdb  —=— queryIL00000004 pde —¥— query.ILOOOOOODS. pdb

Figura 5.4: Grafico de puntaje DOPE de loops refinados.
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En este caso se aprecia en la imagen del grafico que los grandes picos es en donde hay mas
cambios en la puntuacién DOPE, ademds en aquellas zonas en donde habian pérdidas de
residuos (missing residues) es en donde se aprecian diferencias entre los modelos creados. Cabe
destacar la creacion del modelo de EAAT3 fue solo de 1 cadena, por lo cual para una correcta
minimizacién energética este debe estar en forma de trimero como se expresa en naturalmente
en la membrana celular de las neuronas post-sindpticas.

Para la formacion del trimero se utilizé la herramienta MultiSeq del software VMD (Visual
Molecular Dynamics), en el cual se alined las estructuras de EAAT3 generada por Modeller y el
modelo 5LLU (trimero), donde se alined el mondmero de EAAT3 por cadena (A, By C) del modelo
de referencia por separado y luego se guardaron las 3 cadenas en un solo archivo PDB.

Figura 5.5: Trimero de EAAT3

23



5.2.Minimizacién
Para la minimizacidon, como se menciond anteriormente se cred un sistema en dénde el trimero
de EAAT3 estd inmerso en una membrana lipidica recubierta de aguas y neutralizada con iones

de NaCl, como se aprecia en la figura 5.6.

Figura 5.6: Sistema de EAAT3 luego de Minimizacion.

Luego de la dindmica molecular con el software NAMD se analizé la proteina con el software

online ProSA-web .

Overall model quality Local model quality

Z2-Score. B.78

waoow ses 10

10 =

W ~woow sas 0

-

Zacorn

S AN I \
VAR A

1 B 33

Figura 5.7: Resultados ProSA-web. En la imagen A se muestra el valor de z-score donde evalla la calidad del
modelo en base a todas las proteinas experimentales existentes segun el largo de la proteina y lo muestra en un
grafico de puntos; por otro lado la imagen B muestra un grafico con la calidad del modelo al representar las
energias en funcion de la posicidn de la secuencia de aminodcidos.
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Los resultados entregados por ProSA-web nos indican que nuestra proteina esta dentro del
rango aceptable en término globales, en el grafico de puntos nuestro modelo lo situa casi en el
centro, lo que nos dice que la calidad del modelo esta en rango promedio segln su largo de
cadena. En el grafico de lineas nos muestra el nivel energético aminoacido por aminoacido con
en el cual los picos altos indicaria un fallo, sin embargo con respecto a un general el modelo
tiene menos picos de maximos, por lo cual nos advierte que el modelo es aceptable.

De acuerdo al grafico de ramachandran se puede apreciar que la estructura secundaria que
predomina en la proteina EAAT3 son las alfa-hélices, lo cual corrobora con la literatura que
infiere que esta proteina posee 8 regiones alfa-hélice transmembranales.

Psi (degrees)

A
A
I

N
s
<

0 120 150 180

Phi (degrees)

Figura 5.8: Grafico ramachandran del monémero de EAAT3.

5.3.Sitios de Union
Ya obtenido un modelo de la proteina EAAT3 apropiado para nuestro estudio, se realizé la
busqueda de posibles sitios de unién mediante el Web-Service Metapocket, la salida del
programa arrojoé 35 deferentes posibles pocket, sin embargo el residuo de nuestro interés
es el residuo arginina 447, debido a que por literatura se conoce que es un residuo clave
para el trasporte de aminoacidos como glutamato, aspartato y cisteina. Al filtrar los pocket
que contengan este residuo solo se encontré uno, como se muestra en la 5.9.
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Figura 5.9: Pocket con el residuo R447.

5.4.Mutacion y Docking Molecular

Ya conocido el pocket asociado al residuo R447, previo al Docking molecular se realizé la
mutacion con ayuda de la herramienta de VMD, “residue mutate”, en el cual se selecciond
el residuo R447 y se mutuo por cisteina.

Basicamente solo tenemos un pocket asociado al residuo 447, sin embargo, el
transportador EAAT3 es capaz de trasportar 3 tipos distintos de aminoacidos que son el
glutamato, aspartato y cisteina.

Se realizé el docking molecular para establecer diferencias de las interacciones de los
ligandos, que dan explicacidon a que esta resultando al ocurrir la mutacién puntual, los
modelos fueron seleccionados de acuerdo a los resultados de las energias de interaccién
obtenidas del docking entre los 3 diferentes aminoacidos, los resultados fueron los
siguientes:
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EAAT3 Wildtype Docking Score EAAT3 Mutada Docking Score

Cisteina -9.387 Cisteina -6.404
Glutamato -7.573 Glutamato -3.231
Aspartato -5.764 Aspartato -2.504

5.5.

Cuadro 5.1: Docking Wildtype vs Mutada.

Se puede observar una baja considerable en la energia de interaccién con los ligandos, lo
cual concuerda con lo dicho en literatura que la proteina baja interaccién con los ligandos
al ocurrir la mutacion.

Reevaluacién Docking con PLIP

Posterior a los Docking moleculares se analizaron estos mismos con el software online PLIP
(profile ligand interaction protein), es software web libre para la deteccidn y visualizacién
totalmente automatizada de contactos relevantes de proteina-ligando no covalente en
estructuras 3D. El input es la estructura tridimensional del complejo proteina ligando en
formato PDB. En este caso contamos con 3 ligandos (cisteina, glutamato, aspartato), los
cuales fueron acoplados previamente a la proteina wild-type (creada en modeller) y mutada
(mutaciéon puntual 447 R/C), en total 6 complejos proteina-ligandos.

El algoritmo PLIP basado en reglas no requiere ninguna preparacién de estructura, aunque
tiene una opcién de realizar pequefias correcciones en el input.

Devuelve una lista de interacciones detectadas a nivel de un solo atomo, que abarca siete
tipos de interaccion (enlaces de hidréogeno, contactos hidréfobos, apilamiento de pi,
interacciones de pi-cation, enlaces idnicos, enlaces de agua y enlaces halégenos).

En caso de nombres de ligandos no estandar o cadenas faltantes, PLIP realiza pequefas
correcciones en el archivo de entrada

PLIP se destaca por ofrecer imagenes listas para publicacion, archivos de sesion PyMOL para
generar imagenes personalizadas y archivos de resultados analizables para facilitar el
procesamiento de datos sucesivo. El cédigo fuente completo de Python estd disponible para
descargar en el sitio web. El modo de linea de comandos de PLIP permite la creacion de
perfiles de interaccién de alto rendimiento.
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Wild type Mutada

Ligandos Aspartato Glutamato Cisteina Aspartato Glutamato

5 7 6 4 4

Interaccion con i i i o o
residuo 447

Enlaces de H Enlaces de H Enlaces de H Enlacesde H Enlaces de H

Tipo de

interacciéon Interacciones  Interacciones Interacciones Interaccién Interaccién

electrostatico  electrostatico electrostatico Hidrofdbica Hidrofdbica
Cuadro 5.2: Analisis PLIP EAAT wildtype y mutado.

Se puede apreciar en la tabla 5.1 en donde claramente el nimero de interacciones baja para
la proteina mutada, ademas otra deferencia clave reside en que solo ocurre interaccion
electrostdtica en el trasportador EAAT3 wild-type por lo que reduce interaccidon de estos
aminoacidos en el espacio para ser trasportada.

Un punto clave asociada a la proteina wild type es que tiende a trasportar aminoacidos
cargados negativamente como el glutamato y aspartato, sin embargo, cuando el residuo
arginina 447 cambia por una cisteina (mutacién puntual encontrada en pacientes TOC) este
bolsillo del transportador cambia electroquimicamente y ya no habria este intercambio de
gradientes lo cual impide el paso de estos aminoacidos. Por otro lado la cisteina si logra
tener mayor afinidad de debido a que es un aminoacido neutral.

5.6.Virtual Screening con CNN

Para realizar estudios de reposionamiento de farmacos es necesario saber principalmente
2 cosas la estructura del farmaco y el ligando acoplado o en su defecto el pocket, es por eso
gue se necesita saber que ligando se une a que proteina, desde la base de datos de
DrugBank se extrajeron todas los farmacos aprobados por la FDA y que hayan sido
cristalizados en algun archivo de la base de datos de PDB y que a su vez estos farmacos estén
asociados con al menos una proteina objetivo.

Actualmente en 2019, existen 2621 drogas o farmacos aprobados, sin embargo solo existen
634 farmacos que estan asociados con proteinas objetivo, por lo que se necesitaron 1432
PDB, proteinas y fadrmacos, para el entrenamiento de la red CNN.

Como la familia EAAT tiene estructuras muy parecidas, con identidad cerca del 60%, y como
EAAT1 ya tiene un inhibidor selectivo que es el UCPH-101, se realizé un Docking del farmaco
UCPH-101 con la proteina mutada EAAT3 de tal manera con el software con CNN se pueda
realizar. Debido a que se requiere de un ligando o pocket y una proteina objetivo.
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A la red CNN se le entregd la proteina mutada con el pocket asociado a UCPH-101,
cerciorandose de que sea exactamente el pocket de la proteina EAAT1, vale decir, replicar
lo que sucede en EAAT1, pero en la proteina mutada EAAT3, para poder encontrar un
farmaco semejante que ya haya sido aprobado por FDA.

El farmaco encontrado mejor puntaje mediante el método CNN fue GOL lo que corresponde
a una glicina, en donde se realizdé un docking molecular con tal de apreciar las diferencias,
como se aprecia en el cuadro 5.3.

UCPH-101 GOL

Energiade  -4.669 -1.569
interaccion

O

Estructura s

Cuadro 5.3: Energia UCPH-101 vs nuevo farmaco.

Se logra evidenciar que la energia de interaccion baja subitamente con el nuevo farmaco
encontrado, esto se puede explicar de muchas maneras, en primer lugar, estructuralmente
UCPH-101 es una molécula con 5 anillos formada por 53 dtomos, en desmedro de GOL que
contiene solo 10 4tomos. El pocket en donde se aloja naturalmente el fdrmaco UCPH101 es
un pocket de gran espacio ubicado fuera de la zona de transporte, sitio alostérico. Es posible
qgue el modelo de red CNN le falta ain mas entrenamiento para encontrar un farmaco mas
acertado.

Debido a que el farmaco con mayor puntaje no satisface con el modelo que se plantea se
tomaron los 2 siguientes con mayor puntaje, los cuales fueron galantamina y fluticasona
furoato.

La galantamina es una benzazepina derivada de la norbeladina. Es un inhibidor de la
colinesterasa que se ha utilizado para revertir los efectos musculares del trietioduro de
galaminay la tubocurarina, y se ha estudiado como un tratamiento para la enfermedad de
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Alzheimer y otros trastornos del sistema nervioso central. Por otra parte fluticasona es un
glucocorticoide sintético disponible como inhalador y aerosol que se usa para aliviar los
sintomas de la rinitis, como estornudos y secrecién, congestidn en la nariz, provocado por
alergias principalmente.

Sélo con revisar la funcionalidad de ambos farmacos la galantamina destaca por sobre
fluticasona debido a que ya existe evidencia que participa en el sistema nervioso central, en
donde se ubica la proteina objetivo.

Se realizd Docking moleculares con tal de apreciar las diferencias entre estos farmacos y los
resultados

UCPH-101 Galantamina fluticasona furoato
Energia de -4.669 -4.979 -0.856
interaccion
Estruct
structura /o
(e] N—
H= =
U
HO F

Cuadro 5.4: Galantamina vs Fluticasona furoato.

Como se puede apreciar en el cuadro 5.4, la galantamina tiene una energia de interaccién
levemente mejor que el farmaco UCPH-101. Ahora si bien tienen una energia semejante,
UCPH-101 es un inhibidor selectivo de EAAT1 por lo que era de esperar que un potencial
farmaco para EAAT3 deberia tener una energia de interaccidn un tanto mayor. Por otra
parte las interacciones presentes en el complejo galantamina-EAAT3 son como los que se

muestran en la figura.

Galantamina

Tipo de
interaccion
N° Interacciones 6 2

Hidrofdbica Enlace de hidrégeno

Residuos 213L, 216, 217V, 220L, 361V,

. 91G, 95V
involucrados 361V

Cuadro 5.5: Interacciones del complejo galantamina-EAAT3
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Estructuralmente si bien tienen similitudes, galantamina posee 4 anillos y UCPH-101por su
parte tiene 5 anillos, galantamina es una molécula levemente mas pequefia por lo que se
infiere que puede amoldarse de mejor manera al bolsillo de la proteina.

Por otra parte, lo cual resulta muy motivador, es que galantamina se ha ocupado como
tratamiento del alzhéimer participando en el sistema nervioso central, pero es un
inhibidor selectivo de acetilcolinesterasa, por lo cual habria que probar cuan selectivo
podria ser este fdrmaco con respecto a la acetilcolinesterasa.
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6. CONCLUSION

Bajo el marco de desarrollo y resultados de esta tesis se concluye que la mutacién puntual
del residuo 447 si modifica de forma negativa el sitio de unién del trasportador EAAT3. De
modo que se e concluye lo siguiente:

e EITOC al ser un trastorno en incremento requiere investigacién mas a fondo con tal
de encontrar el origen de la causa.

e Se evidencid que existe una clara diferencia en interacciones de la proteina mutada
y wildtype, en donde las interacciones disminuyen cuando la mutacién en el residuo
447 ocurre.

e Se encontré un mecanismo, como el sistema glutamatérgico para afrontar
problemas neuroldgicos, ya que solo existen inhibidores de recaptacién de
dopamina o serotonina para controlar el TOC.

e El virtual screening en base a CNN puede ser una gran herramienta para la
prediccién en este caso de nuevos farmacos, aunque tiene algunas limitantes
debido a que existen 157.530 proteinas disponibles en el banco de datos de
proteinas y solo 634 asociadas a farmacos, por lo cual el muestreo es sumamente
pequefio contra la basta evidencia de proteinas.

e Elreposicionamiento de farmacos es una estrategia importante a la hora de acortar
tiempos frente a una problemdtica que requieren inmediatez para encontrar su
soluciéon. Sin embargo, en muchos casos impide el descubrimiento de nuevos y
mejores posibles farmacos.

Como trabajo a futuro se propone realizar dindmica molecular dirigida (SMD) con tal de
caracterizar el mecanismo de accién y asi de esta manera ser capaces de evidenciar el
comportamiento del trasportador y de esta manera dar una solucidn mejorada a la
problematica del TOC, que afecta a cada vez mas personas.
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