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RESUMEN:

Introduccioén.

La epilepsia es el principal desorden cronico del sistema nervioso central, afectando a unas 50
millones de personas en el mundo. Uno de los principales mecanismos de accion de los farmacos
antiepilépticos es la potenciacion de la via GABAérgica, por prolongacion del tiempo de accion del
neurotransmisor endégeno GABA o por administracion de analogos sintéticos del GABA o farmacos
que actuan a nivel de sitios alostéricos del receptor. En el presente trabajo se emprendié la busqueda
racional de moduladores de la via GABAérgica mediante utilizacion de herramientas bioinformaticas.
Metodologia.

Se utilizaron BLASTp e InterProScan para buscar proteinas con estructura primaria, secundaria y
terciaria similares a las de las subunidades del receptor GABA,. Identificado un receptor homélogo al
GABA,, se estudio la conservacion de aquellos aminoacidos involucrados en unidon a farmacos. Se
analizé el conjunto de ligandos conocidos del receptor homodlogo en busca de potenciales nuevos
moduladores de GABA.. Uno de ellos fue ensayado en un modelo animal agudo de convulsién
(ensayo scPTZ en ratones).

Resultados.

Se encontré una gran similitud estructural entre GABA, y GlyR. Muchos de los aminoacidos de
GABA, implicados en unién a farmacos se encuentran conservados o sustituidos conservativamente
en GlyR. La revision bibliografica indicé que 33 ligandos de GlyR han sido ensayados frente al scPTZ
test demostrando actividad anticonvulsiva. Se evalué el acamprosato de sodio, un ligando de GIyR, en
el ensayo scPTZ, demostrando su accion proconvulsivante.

Conclusiones.

La aplicacion de herramientas de la bioinformatica permitio identificar un nuevo modulador negativo

de la via GABAérgica, segun surge de los resultados en el ensayo scPTZ.



INTRODUCCION:

Desde la determinacion del Genoma Humano en 2003, la capacidad de
secuenciacién del ADN se ha incrementado exponencialmente gracias al advenimiento de
las llamadas Tecnologias de Secuenciacion de Nueva Generacion [1-4]. Desde aquel
entonces, la secuenciacion se ha vuelto unas 200 veces mas eficiente y mas barata que el
tradicional método de Sanger [1], y se estima que en un futuro cercano la secuenciacion del
genoma de una persona rondara los US$1000 [2,3]. El conocimiento del genoma y de sus
productos génicos (proteinas) implica grandes posibilidades desde el punto de vista del
disefio de farmacos (proveyendo potenciales nuevas dianas moleculares); por otro lado, la
eficiencia y bajo costo de las tecnologias de secuenciacion actualmente disponibles nos
colocan a las puerta de la medicina personalizada (es decir, utilizar informacién genética de
un paciente para la evaluacién de riesgos, diagndstico y seleccion del mejor tratamiento
disponible — tratamiento personalizado en funcién del genoma del paciente) [4]. Sin
embargo, una vez obtenida la secuencia del genoma restan todavia su andlisis e
interpretacion: determinar qué proteinas son codificadas por los distintos genes, qué funcién
desempeinan y las posibles implicancias clinicas de una variacién en las mismas. La
Bioinformatica involucra un conjunto de herramientas computacionales destinadas a analizar,
de manera eficiente gran cantidad de informacién de secuencias genéticas y proteicas. Dos
de los principales usos de estas herramientas son la prediccion de la funcion de un producto
génico y la predicciéon de la importancia de una variacion determinada en un producto génico
[5,6]. La hipdtesis subyacente de la comparacién de secuencias de genes y proteinas es que
dos proteinas con estructura similar tendran funcion similar [5]. En este trabajo utilizamos las
herramientas de la bioinformatica para la busqueda de potenciales nuevos farmacos
partiendo de una segunda hipotesis que amplia la anterior: dos proteinas con alta similaridad
estructural tendran una alta probabilidad de interactuar con ligandos en comun. En otras
palabras, consideramos que habra una alta probabilidad de que un farmaco que actia a
nivel de una proteina determinada interactie con otra proteina de estructura primaria y/o
terciaria similar, en particular si los residuos implicados en el o los sitios activos son
altamente conservados. Nos hemos enfocado en la busqueda de ligandos de uno de los
receptores asociados a la epilepsia: el receptor GABAA,.

La epilepsia es el desorden crénico mas frecuente del sistema nervioso central
(SNC), afectando a alrededor de 50 millones de personas en el mundo. Segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el 90% de los pacientes provienen de paises en
vias de desarrollo [7]. Los farmacos antiepilépticos disponibles actualmente poseen dos

grandes limitaciones:



a) La alta frecuencia de reacciones adversas a la farmacoterapia antiepiléptica
(sedacion, nauseas, vomitos, alergia, discrasias sanguineas, hepatotoxicidad, entre otras)
[8].

b) La falta de respuesta adecuada (control de la sintomatologia) a la farmacoterapia
actual por parte de un 30 — 40% de la poblacién epiléptica (epilepsia intratable o refractaria)
[9-10].

Los inconvenientes asociados a la farmacoterapia disponible en la actualidad,
explican la necesidad de desarrollar nuevos farmacos con toxicidad reducida, capaces de
controlar la sintomatologia de pacientes farmacorresistentes.

Dentro de los principales mecanismos de accion de los farmacos antiepilépticos
encontramos la potenciacion de la via GABAérgica a nivel del sistema nervioso central (ya
sea por prolongacion del tiempo de accion del neurotransmisor endégeno GABA a nivel de la
sinapsis neuronal o por administracion de analogos sintéticos del GABA o farmacos que
actuan a nivel de sitios alostéricos del receptor GABAa, modulando la acciéon del GABA) [11].
Diferentes isoformas del receptor GABAa han sido identificadas en mamiferos y humanos,
correspondientes a distintas combinaciones pentaméricas de 19 subunidades conocidas.
Cada subunidad es codificada por un gen distinto; clusters de genes codificantes de
subunidades del receptor GABAa han sido localizados en distintos cromosomas humanos
[11-12].

En este trabajo hemos utilizado herramientas bioinformaticas para la busqueda de
compuestos quimicos que actiuen a nivel de la via GABAérgica, analogos del GABA o
moduladores alostéricos de la unién del GABA. Se buscaron proteinas con secuencias y
dominios similares a los del receptor GABAa en bases de datos de genes y proteinas
hipotetizando que si dos proteinas poseen un alto porcentaje de similaridad de secuencia
proteica en la region de los sitios activos (en nuestro caso los sitios de unién del
neurotransmisor GABA y sus moduladores alostéricos) los ligandos que interactan con una
de ellas podrian ser compuestos farmacologicos potencialmente activos en la otra.

OBJETIVOS

Identificaciéon con el uso de herramientas bioinformaticas de nuevos agentes

anticonvulsivos que actuen por potenciacion de la via GABAérgica.



MATERIALES Y METODOS

Busqueda de proteinas similares a las subunidades del receptor GABAa

Inicialmente se procedié a la busqueda de secuencias de las subunidades del
receptor GABAa, que posteriormente fueron utilizadas en la busqueda de secuencias
similares consignadas en bases de datos de proteinas y acidos nucleicos. Las secuencias
fueron obtenidas de SwissProt (Swiss Institute of Bioinformatics, http://ca.expasy.org/), base
de datos que incluye secuencias de proteinas curadas manualmente y con un alto nivel de
anotacion (incluye informacion sobre modificaciones post-traduccionales, ubicacion
subcelular, estructura en 3D si fuese conocida, funciones conocidas) [13]. Dichas secuencias
fueron almacenadas en formato FASTA, un formato informatico que sirve para representar
las secuencias en forma de texto. Las secuencias del receptor humano GABAa estan
depositadas en Swissprot bajo los siguiente cédigos de identificacion: subunidad a, P14867,
subunidad B, P47870, subunidad y, P18507.

Con el objetivo de identificar proteinas similares, se procedié6 a utilizar la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a través de la interfase web del
National Center of Biotechnology Information del Instituto de Salud de Estados Unidos
(NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov). BLAST es un sistema heuristico de busqueda de similaridad
de secuencias. El programa compara la secuencia (estructura primaria) de interés
(secuencia query, en nuestro caso, la secuencia de cada una de las subunidades del
receptor GABAa humano) contra una base de datos de proteinas, con el fin de encontrar
regiones de alineamiento local, y reportar esos alineamientos dandoles un puntaje o score
segun un umbral determinado por la matriz de sustitucién utilizada. Es decir, se buscan
regiones entre las dos proteinas comparadas que sean parecidas, aunque dichas zonas se
hallen rodeadas por elementos completamente diferentes. El score (S, valoraciéon que se le
asigna a un alineamiento segun la matriz de sustitucion utilizada) da una informacion
estadistica de la significancia biolégica del alineamiento [14]. Se utiliz6 como base de datos
para la busqueda la Non-redundant Protein Sequences del NCBI.

Con la idea de identificar la familia de proteinas a la que pertenece el receptor
GABAa y asi acotar el grupo de proteinas similares cuyos ligandos podrian ser
farmacoldgicamente activos en el sitio de unién del receptor GABAa se ejecuto el programa

InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/) de la interfase EMBL-EBI. InterPro es una

base de datos que integra modelos predictivos para encontrar similitudes entre las
estructuras secundaria y terciaria de la proteina de interés y las de otras proteinas
depositadas en multiples bases de datos: Gene3D, PANTHER, Pfam, PRSF, PRINTS,
ProDom, PROSITE, SMART, SUPERFAMILY y TIGRFAMs [15]. Cuando el programa



encuentra coincidencias entre la secuencia query y diferentes elementos de las bases de
datos, se presume que pertenecen a la misma familia de proteinas o que, por lo menos,
poseen ciertos dominios en comun’.

A partir de los resultados de busqueda utilizando BLAST e InterProScan se
establecio un vinculo relevante entre el receptor humano GABAa y el receptor de Glicina
(GlyR), dado que pertenecen a la misma familia de proteinas: la familia de receptores cys-
loop (pertenecientes a la superfamilia de receptores iénicos activados por ligando) en la que
encontramos otros receptores de neurotransmisores como el receptor de acetil colina de tipo
nicotinico y el receptor de serotonina tipo 3, [16,17]. Tanto GABAa como GIlyR son
receptores pentaméricos cuyas subunidades definen un canal de CI central; al activarse el
receptor por la uniéon de un ligando se produce la hiperpolarizacién de la célula por aumento
del flujo de CI, lo cual implica una disminucién en la excitabilidad de la neurona y la
inhibicion de la propagacion de estimulos nerviosos.

Se procedié entonces a realizar una busqueda bibliografica con el fin de identificar
cuales eran los aminoacidos de mayor relevancia en el sitio activo de unién del
neurotransmisor GABA en el receptor GABAa y en los sitios de union de moduladores. Se
verificé la presencia o ausencia de dichos aminoacidos en la secuencia del GlyR.

Un esquema ilustrativo de lo descrito hasta aqui puede encontrarse en la figura 1.
Superadas todas las etapas anteriores, se procedié a buscar en literatura ligandos conocidos
del receptor GlyR para evaluarlos en un modelo animal de actividad anticonvulsiva (ensayo
scPTZ) capaz de identificar potenciales farmacos que actuen modulando la via GABAérgica

(agonistas o moduladores del receptor GABAa).

Evaluacion farmacologica: ensayo scPTZ en ratones

El ensayo scPTZ es un modelo animal agudo de convulsién, en el cual el episodio
convulsivo es inducido artificialmente en el raton mediante inyeccion subcutanea de un
agente quimico pro-convulsivante antagonista del neurotransmisor GABA: el pentilentetrazol
(PTZ). Se utilizaron como animales de experimentacion grupos de 6 ratones swiss pesando
entre 18 y 23 gramos provistos por el bioterio de la Facultad de Veterinaria de la UNLP. Los
animales fueron mantenidos en ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y provistos de comida y
agua ad libitum. Un volumen maximo de 10 ml/kg de la solucién del farmaco candidato es
administrado a los ratones por via intraperitoneal (ip), en dosis de 30 y 100 mg/kg, siguiendo
el Programa de Desarrollo de Farmacos Anticonvulsivos del NIH [18]. A 0.5 y 4 hs luego de

la administracion del farmaco candidato se administra una solucidon recientemente
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Notese que dos proteinas pueden tener estructuras secundarias y terciarias similares sin que haya gran similitud
en la estructura primaria (secuencia de aminoacidos).



preparada de PTZ 1.7% (85 mg/kg de ratén) por via subcutanea. Este procedimiento
produce convulsiones clonicas en el 97% de los animales no tratados con farmacos
anticonvulsivantes. Los animales son observados por 30 minutos luego de la inyeccion,
registrando ausencia o presencia de convulsiones clonicas y ténicas, tiempo de latencia de
las convulsiones, muerte del animal y tiempo al que ocurre la muerte, comparando con un

grupo control al que se le administra el vehiculo sin el farmaco ensayado.

ETAPA 1: Busqueda de secuencia de referencia de las distintas subunidades del receptor GABAa humano en

Swissprot
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ETAPA 2a: Busqueda de proteinas con secuencia ETAPA 2b: Busqueda de proteinas con
de aminoacidos similar en base de datos de dominio estructuras secundaria y terciaria similares
publico utilizando BLASTp mediante InterProScan

ETAPA 3: Busqueda bibliografica de aminoacidos involucrados en interacciones con agonistas y moduladores del
receptor GABAa. Comparacion de GABAa con la/s proteina/s similares seleccionadas en las etapas 2a y 2b, a fin

de verificar la presencia de dichos aminoacidos o aminoacidos similares desde el punto de vista fisicoquimico.

Figura 1. Secuencia de busqueda de proteinas similares a las subunidades del receptor GABAa.




RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos de InterProScan decidimos enfocarnos en la
busqueda de farmacos que actien sobre el GlyR con la premisa de que, dado que tanto el
receptor GABAa como GlyR pertenecen a la misma familia de receptores siendo ambos
canales de CI" activados por ligando, los ligandos activos sobre GlyR podrian ser activos
sobre el receptor GABAa.

La ejecucion del BLAST para cada una de las subunidades devino en un listado de
proteinas con secuencia similar. Para la subunidad a; se encontraron 3487, para la
subunidad B, 3633 y para la subunidad y, 3454 . Del listado de cada subunidad se encontro

que 65 secuencias para a4 pertenecian a alineamientos con GlyR, 55 para 3,y 71 para y, .

* 100 120 140 160
CABAa(alpa DHDMEY]‘IDVE‘E‘ SWEDERLEFEGPMTVLRLI SKINTERTE 3HY GEE 2 AHNMTHM ENEI LRITEEG"‘LY : 1ez
GlyR alpha : TTI"D')R'\’NIEIR NOPRLAYRIEY PDDSLDL ESI ILDETKERLE {EEGAHEHEITT DNEISLET 3 RHNGH LY F'I r 1a2
ClyRalphalZ : FGEVIEITHMOYRVHIFLRQOWHNESRLAYSEY PR SDID PEMLEST KFDLEFFANERGANFHDTT JNE_ LRI ENCEY o 1az
ClyRbeta H !\-’\-NIE‘INCECSI@ET'I"IDI'R IF LEQEWNLD PRLELES DI PJS:)AJT\?DPTMYHCIWKPDLEFA\] ‘(SANFHJVECENI H =

1e0 * 200 * 220 * 24C
CABAa(alpa RAECPIHEDE‘P IDAHAZPLET GSEAYTRAE\I’VYEWTREPAPSVNAEDGSRLNC'IELIIJOT‘\.’DSJIJQSS"‘GJY MTIH : 243
ClyR alpha : TLACPUDIEEREE ID'\.-’Q'I"‘ QLEbE‘GYTMNDLIE‘EWQEQGAVQVRDGL”LPQEILI‘EEKZ) RYCTEIYNTGREFTCHMEAREH : 243
ClyRalphaZ : SIERLTEIEECEMDLENERUDYOTCTMOLE SEGY THNDLIFENLE DG 2WOVAEGLTILEQFIFKEEEELEY CTREHTNTCEFIC @ 243
ClyRbeta 1 LFC FPDJD\ILVSIRLSII‘ SCE‘LDLELFPMD'IQRCKMQLESFJYTTDDLRFIWQCGEP\HQ EETALPOFLCIEES DIEYGI\C r 243
1 k

Figura 2: Se muestran los alineamientos de secuencia de la subunidad alpha 1 del receptor GABAa contra la
subunidad alpha 1, alpha 2 y beta del receptor de glicina. Los aminoacidos marcados con turquesa son
importantes para el sitio activo GABA, y se observa que se encuentran preservados, o que las sustituciones
son conservativas. Lo mismo ocurre al comparar las subunidades beta 2 y gamma 2 del GABAa con las
subunidades del receptor de glicina.

Al realizar un alineamiento entre las subunidades del receptor GABAa y GIlyR
buscando que los aminoacidos relevantes para los sitios activos del receptor GABAa
estuvieran en el GlyR se encontr6 que muchos de los residuos que intervienen en la unién
de ligandos al receptor GABAa se encuentran preservados en el GlyR o sustituidos de
manera conservativa, por aminoacidos de propiedades fisicoquimicas similares (Figura 2), lo
que pareceria sustentar la idea de que ambos receptores podrian tener ligandos comunes.

Estos resultados fueron respaldados con una busqueda bibliografica con el servicio
SCOPUS (http://www.scopus.com/home.url): se encontraron 39 compuestos que interactian
con GlyR, de los cuales 33 han sido ensayados en el ensayo scPTZ con resultados
positivos. Algunos ejemplos de ello son: Mentol [19], Sarcosina [20], D-Cicloserina (DCS)
[21], Alopregnanolona [22]. Puede observarse que algunos de los mismos han sido
ensayados en el scPTZ muy recientemente (afios 2008-2010). De los compuestos restantes

(ver Figura 3), dos han sido ensayados y han demostrado actividad anticonvulsiva en otro



modelo animal de epilepsia (ensayo MES) (WIN 55,212-2 y SSR504734) [23, 24], uno es
carcinogénico (DEHP) [25], uno es un amino acido raro de origen espacial (isovalina) [26] y
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Figura 3. Estructuras de los 6 ligandos de GlyR que no han sido ensayados a la fecha en scPTZ. DEHP es

carcinogénico y por lo tanto inviable como candidato a farmaco. De los restantes, sélo el acamprosato esta
disponible comercialmente.

dos de ellos son dificiles de adquirir comercialmente debido a su actividad psicotropica
(acido ajulémico y WIN 55,212-2). Solo el acamprosato de calcio, utilizado clinicamente en
el tratamiento de deshabituacion etilica, se encontraba disponible comercialmente. El mismo

fue adquirido a Bosche Scientific (New Jersey, USA) y evaluado en el ensayo scPTZ.



Los resultados del ensayo farmacoldgico se presentan en la figura 4. Se observan
diferencias estadisticamente significativas en el tiempo al que muere el roedor tras el
episodio convulsivo, a dosis de 30 y 100 mg/kg de acamprosato a los 30 minutos de ser
administrado (p=0.05 y p=0.01, respectivamente). Esto indicaria que el acamprosato podria
actuar como proconvulsivamente, modulando negativamente la via GABAérgica y
potenciando el efecto de la accion convulsiva (la convulsion que presenta el grupo pretratado
con acamprosato resulta ser mas severa, por lo que se desencadena la muerte en los

animales en un tiempo menor).

30 mg/kg 100 mg/kg
EA control EA control
E3 30 min. E3 30 min.
E 4hs.

o \db R4 (@'
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Figura 4. Tiempo (minutos) transcurrido desde la administracion de PTZ y las distintas fases de la
convulsién (mioclonica, clénica, tonica) y muerte. Se observa una disminucion estadisticamente significativa
(* p=0.05, ** p=0.01) en el tiempo al que ocurre la muerte luego del episodio convulsivo en los grupos de
animales a los que se administré acamprosato calcico, lo que estaria indicando actividad proconvulsivante.

CONCLUSION:

En base a los resultados, podemos afirmar que la aplicacion de la Bioinformatica en
la busqueda de nuevos farmacos constituye una herramienta promisoria. El uso de la
Bioinformatica (busqueda de proteinas con estructuras primaria, secundaria y terciaria
similares a las de las subunidades del receptor GABAa en bases de datos de proteinas de
dominio publico) posibilité identificar la similitud entre el receptor GABAa y el GIyR, y la
potencial actividad moduladora de la via GABAérgica de los ligandos conocidos del GlyR. 33
de los 39 candidatos a farmacos anticonvulsivos ya han sido reportados (algunos muy
recientemente) como activos en el ensayo scPTZ. De los restantes, 1 fue descartado por su
carcinogenicidad y solo 1 (acamprosato de calcio) resultd disponible comercialmente. Los
resultados de la evaluacion del mismo en el ensayo scPTZ sugieren que el acamprosato

modula negativamente las vias GABAérgicas, actuando como proconvulsivante. Se prevé



abordar, en un futuro, la sintesis y evaluacion farmacoldgica de los candidatos remanentes

no disponibles por via comercial.
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