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RESUMEN

El sentido del olfato de los mamiferos detecta una gran variedad de compuestos transportados
por el aire, denominados odorantes, para satisfacer necesidades basicas como alimentacion,
sobrevivencia y reproduccién. El perro es uno de los mamiferos con una extraordinaria
capacidad olfativa, la cual varia entre razas siendo el pastor aleméan y el labrador retriever
aquellas reconocidas por poseer una destacada capacidad de deteccion. Es por ello que los
canes suelen emplearse en la deteccion de sustancias y enfermedades porque los niveles de
sensibilidad son superiores a los de cualquier tecnologia desarrollada hasta el momento y los

limites inferiores de deteccion son muy bajos.

En general, la percepcidn de odorantes inicia con su interaccion con los receptores olfativos
OR asociados a proteinas G y embebidos en los cilios de la membrana del neuroepitelio
olfatorio. En perros, la familia de los ORs esta codificada por 1 094 genes que contienen una
gran cantidad de polimorfismos, siendo el 50% de un solo nucleétido (SNP) de tipo no
silencioso. Se ha reportado que ciertos SNPs no silenciosos especificos de razas especialistas

en deteccion de drogas y explosivos se relacionan con la habilidad de detectar dichos olores.

Sin embargo, ain no se conoce cuél es el efecto de estos SNPs en la estructura 3D de los OR
cuando se encuentra en complejo con odorantes de drogas y explosivos especificos. El
estudio de estas proteinas es retador porque su estructura ain no se ha resuelto
experimentalmente. Como alternativa, se han aplicado aproximaciones tedricas para
predecirla; en OR de humanos, ratas y ratones se ha hecho satisfactoriamente, pero en canes

aun no se ha realizado.



El presente trabajo busca predecir la estructura 3D de variantes polimorficas de OR caninos
en complejo con odorantes contenidos en drogas y explosivos. Dichas variantes son aquellas
relacionados a una mejor o peor capacidad de deteccién canina de drogas y explosivos. Los
resultados describirian por primera vez la estructura 3D de OR caninos y de sus complejos

con odorantes especificos, aplicando métodos bioinformaticos.

Palabras clave: Modelamiento, receptor olfativo, polimorfismo, deteccion, odorante.



ABSTRACT

The mammalian olfaction detects various compounds transported by air, called odorants, to
satisfy essential needs such as feeding, reproduction, and survival. Dogs are one of the
mammals’ species with an extraordinary olfaction capacity, which varies between breeds,
being both German Shepherd and Labrador Retriever species known for their excellent
detection capacity. This capacity consists of superior sensitivity levels and lower detection
limits compared to any other technology developed so far, which is the reason for dog

employment for substances and human disease detection.

Overall, odorant perception initiates with their interaction with olfactory receptors (OR), G-
proteins coupled receptors located in the olfactory neuroepithelium ciliary membrane. In
dogs, the OR family is codified by 1’094 polymorphic genes, of which 50% are non-
synonymous SNPs. It has been reported that some non-synonymous SNPs specific for drugs
and explosive detection breeds are correlated with their capability to detect those substances.
Studying OR proteins is very challenging given that there is no available solved structure yet.
As an alternative, theoretical approximations have been used as a way to predict their
structure. Some human, rat, and mouse ORs have been successfully modeled, but canine ORs

have not been until now.



The present work seeks to predict the 3D structure of specific canine OR SNPs when forming
a complex with drugs and explosives odorants. Those variants have been correlated with a
better or worse capability of drugs and explosives canine detection. The results will describe
for the first time the canine 3D OR structure and their complexes with specific odorants by

using bioinformatic methods.

Keywords: Modeling, olfactory receptor, polymorphism, detection, odorant.



1. ESTADO DEL ARTE

1.1. Olfaccién canina

El sentido del olfato permite detectar y reconocer olores para satisfacer necesidades
basicas como alimentacion, reproduccion y sobrevivencia, haciéndolo indispensable
para el desempefio normal del animal (1). Existen algunas especies que poseen un
extraordinario sentido del olfato, entre las que destaca el perro por su gran sensibilidad
en la deteccion de olores a concentraciones muy bajas como una parte por trillon (2). Es
por eso que los canes se emplean como herramienta en la busqueda de personas,
deteccion de sustancias y de enfermedades, siendo mas sensibles que las tecnologias

disponibles actualmente (2-4).

En general, la identificacion de olores se produce por la interaccion de proteinas del
sistema olfatorio, denominadas receptores olfativos, con compuestos transportados por
el aire, denominados odorantes (5). Esta identificacion es compleja y sigue un codigo
combinatorial en el que un solo receptor reconoce varios tipos de odorantes, o bien un
solo odorante es reconocido por varios tipos de receptores, siendo diferentes de aquellos
receptores ligando-especifico (5). Asimismo, muchos odorantes pueden interactuar con
un receptor al mismo tiempo y con distintas afinidades (6,7). A ello se suma que los
odorantes poseen propiedades fisicas y quimicas variables, las cuales pueden cambiar

dependiendo de las caracteristicas ambientales (8).



Los receptores olfativos son una superfamilia de receptores asociados a proteinas G
(GPCR), los cuales se diferencian por su estructura, tipo de ligando y localizacién en los
distintos compartimentos nasales (9). Particularmente, el receptor de tipo OR se encarga
del reconocimiento de compuestos volatiles en el epitelio olfatorio de los mamiferos (2).
La subfamilia de OR es la mas numerosa y diversa: en mamiferos se han registrado, en

promedio, cerca de 1 259 tipos de OR (9).

Los OR caninos se encuentran embebidos en la membrana de los cilios del epitelio
olfatorio ubicado en la cavidad nasal. Este se caracteriza por ser un neuroepitelio
compuesto por millones de células de receptores olfativos (ORC), que, por un lado,
poseen cientos de cilios y, por el otro, tienen proyecciones al bulbo olfatorio. Cada ORC
expresa un tipo de OR generando aproximadamente 220 millones de ORs en la cavidad
nasal canina permitiendo asi el reconocimiento de una enorme cantidad de odorantes.
Los odorantes ingresan por la nariz a esta cavidad y se unen a los receptores del
neuroepitelio en el que se desencadena la activacion de la proteina G. Esto genera sefiales
eléctricas que son llevadas, primero al bulbo olfatorio, y luego a otras regiones cerebrales

para su traduccién en una respuesta. (2)

Se sugiere que una mejor capacidad olfativa canina se caracteriza por una numerosa
cantidad de ORCs, un gran tamafio del epitelio olfatorio y una eficiente transduccién de
la sefial eléctrica. A nivel genético la fina percepcion olfativa de los canes se asocia con
ciertas caracteristicas de los OR incluyendo una gran diversidad genética, un alto nivel
de polimorfismo y una alta proporcidn de genes funcionales respecto a pseudogenes (10).

Si bien no se ha determinado un nimero aproximado de odorantes que los canes pueden



detectar, se sabe que su capacidad de deteccion es entre 10 000 a 100 000 veces superior
al humano promedio, pudiendo este discriminar hasta un trillon de moléculas odorantes

(2,11).

1.2. Caracteristicas de OR caninos

Los receptores olfativos OR caninos se encuentran codificados por los genes OR, que
representan la subfamilia mas grande de genes GPCR (12). Se componen de una region
codante sin intrones de aproximadamente 1 kb, precedida de hasta 4 exones no codantes
en la regién upstream que, por splicing alternativo, pueden generar varias isoformas
(13,14). De esta forma, cada gen mide aproximadamente entre 1 a 11 kb y codifica a un

determinado tipo de receptor expresado, a su vez, por solo una ORC (13).

Existen dos grandes clases de genes OR: clase | y clase Il, siendo esta Gltima la que
codifica una gran diversidad de receptores especializados en la deteccién de compuestos
hidrofébicos o volatiles (9). Ambas clases se encuentran distribuidas en todo el genoma
canino agrupados en 49 clusters y en un ndmero muy variable en 24 de los 39
cromosomas (13,15). Asi, hay 856 genes OR intactos y potencialmente activos, asi como
238 pseudogenes, superando en cantidad al humano, aunque no al ratén (16). De esta
forma, existen 1’094 genes OR caninos que se caracterizan por un alto nivel de

polimorfismos, los cuales permitirian detectar una amplia gama de compuestos (10).

Los polimorfismos encontrados son de tres tipos: de nucleétido Unico (SNP), inserciones
y deleciones (indels) y variacidn en el nimero de copias (CNV) (10), siendo el de tipo

SNP el méas estudiado. Los SNPs se caracterizan por distribuirse a lo largo de toda la



secuencia genética, asi como por encontrarse en un nimero variable entre genes y entre
razas, siendo ciertos SNPs especificos de algunas razas caninas (10). El tipo de SNP mas
frecuente es no silencioso, el cual representa mas del 50% del total de SNPs en genes
OR y conlleva a un cambio a un aminoacido de un grupo quimico diferente (10).
Generalmente, estos se ubican en toda la proteina afectando aminoacidos variables o

muy variables (16,17).

Los genes OR caninos codifican proteinas GPCR de clase A, las cuales tienen una
longitud aproximada de 320 + 25 aminoacidos y estdn compuestas de 9 dominios: un
dominio extracelular, uno intracelular y 7 transmembrana (TM1-TM7) (18). Estas
proteinas poseen ciertas caracteristicas comunes entre GPCRs, como son los 7 dominios
transmembrana hidrofobicos entre 19 a 26 aminoacidos cada uno, un sitio de
glicosilacion conservado en el extremo N-terminal del dominio extracelular y un puente
disulfuro entre cisteinas de los loops 1y 2 del dominio extracelular. Por otro lado, ciertas
caracteristicas la identifican como receptor olfatorio entre las que destacan un loop 2
muy largo y dos cisteinas en el dominio extracelular, asi como motivos conservados en

loop intracelulary TM 3, 5,6y 7. (14,18)

El sitio de union de estas proteinas se encuentra en los dominios transmembrana
especificamente en TM3, TM5 y TMB6, lo cual se dedujo primero de la gran variabilidad
de los dominios transmembrana respecto a los deméas y se confirmd con estudios
bioinformaticos y de mutagénesis dirigida en determinados casos (18). Respecto a los

niveles de conservacion de los OR, estos varian dependiendo de la posicion del
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aminoécido en la proteina, cuyo porcentaje de identidad, tras comparar 1’009 OR

caninos, va desde 30% hasta 90% (15).

1.3. Relacidn entre genes OR y capacidad de deteccidn canina

Los genes contienen la informacion necesaria para dar lugar a proteinas con
caracteristicas estructurales particulares. Poseen una topologia, plegamiento, estabilidad
y modificaciones post traduccionales Unicas, que les permite ejecutar una funcion
determinada. Asi, cambios en su secuencia génica pueden conllevar a cambios en su

estructura, los cuales a su vez pueden afectar la funcion proteica.

Especificamente en OR, la funcion se ha dilucidado por estudios funcionales de
activacion de células heterélogas que expresan OR, asi como por anélisis con ligandos a
distintas concentraciones y por estudios de interaccion de OR con muchos ligandos (19).
Todos se han realizado unicamente en OR de humanos, ratas y ratones (20), a excepcion
de dos estudios funcionales que descubrieron pares de OR caninos con su respectivo
ligando (21,22). A través de estos analisis, se ha evaluado que variaciones en la secuencia
génica de OR ocasionan diferencias significativas en la funcion (23). Por ejemplo, se ha
reportado una correlacion entre SNPs de OR humanos y las actividades in vitro de los
receptores, asi como con la percepcion del olor (20). Ademas, un analisis funcional en
un sistema de expresion heterélogo reveld que el 63% de la variacion genética de 27 OR

humanos alteraba su funcion in vitro (24).
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Asimismo, la variabilidad funcional de los receptores como producto de la variacion
genética, se ha relacionado numerosas veces con diferencias en la percepcion a
determinados olores. El primer articulo en abordar lo mencionado reportd que la
variacion genética del receptor humano OR7D4 explica un gran porcentaje de la
percepcién reducida de la intensidad y el agrado de dos odorantes esteroideos (25).
Incluso hay estudios de gran escala que, al evaluar esta relacion para una gran cantidad
de ORs humanos, encuentran que el genotipo de cada gen contribuyd significativamente

a una percepcion olfativa diferente para una gran diversidad de odorantes (26).

Si bien es necesario hacer analisis funcionales para comprobar la relacion genes-funcion-
percepcion, es muy complicado realizarlos en perros por la dificultad que supone la
expresion de OR en células heterdlogas, asi como por la imposibilidad de cuantificar la
percepcion (19). Ademas, evaluar la expresion de ORs caninos in vivo conlleva a
dificultades en la recuperacion total del epitelio olfatorio, asi como a serios problemas
éticos (10,27). Es por ello que Unicamente se ha registrado una relacion entre genes-

percepcidn, la cual ha sido abordada en pocos estudios (28-30).

Lesniak, et al (2008) establecié que dos SNPs en dos de los cinco genes evaluados
(cOR1P2 y cOR52P3) se asociaron significativamente con una mejor capacidad de
deteccion de drogas y explosivos de perros pastor aleméan y labrador retriever (28).
Sacharczuk et al (2019) evalud los mismos genes, pero distintos SNPs los cuales tuvieron
un efecto significativo en la capacidad de deteccion de drogas y explosivos de perros
pastor aleméan y labrador retriever (30). Ademas, Yang, et al (2016) hallé una asociacion

significativa de 5 SNPs de 3 genes sobre la capacidad de deteccién de perros pastor
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aleman (29). Asi, se concluye que hay una relacién evidente entre ciertas variantes

genéticas y la capacidad de deteccion de perros, la cual necesita mas exploracion.

1.4. Modelamiento molecular de proteinas y complejos.

El modelamiento molecular es una técnica que emplea matematica, fisica y ciencias de
la computadora para estudiar moléculas y sistemas. Dentro de la investigacion de
sistemas bioldgicos, se estudia a las moléculas responsables de ejecutar funciones, entre
las que destacan las proteinas. De estas se puede modelar su estructura 3D, asi como sus
complejos con ligandos. ElI conocimiento obtenido ayuda a disefiar experimentos y
analisis que conduzcan a mejorar la comprension de la dinamica y funcion
macromolecular. EI modelamiento molecular posee muchas ventajas entre las que
destacan su bajo costo, facilidad de ejecucion en comparacion con otras técnicas como
los métodos biofisicos de difraccion de rayos X o resonancia magnética nuclear (NMR).

(31)

El modelamiento de proteinas se emplea para predecir su estructura 3D a partir de su
secuencia de aminoacidos. Esta técnica reconstruye atdmicamente la conformacion
nativa de la proteina de interés y representa la Unica forma de adquirir conocimiento de
la estructura proteica cuando no se cuentan con métodos experimentales. Un tipo de
modelamiento, conocido como modelamiento por homologia, usa las coordenadas 3D
de una proteina resuelta experimentalmente como plantilla para predecir la estructura de
una proteina similar en secuencia, conocida como homologa. Se basa en el supuesto de

que proteinas homdlogas, con secuencias parecidas, poseen un plegamiento similar. (32)
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El modelamiento de OR por homologia es de especial significancia porque su estructura
3D aln no se obtiene experimentalmente por métodos biofisicos (33). Es por eso que se
emplean GPCRs resueltos experimentalmente con un alto nivel de identidad de
secuencia (33). Asi, se ha modelado satisfactoriamente OR de humanos, ratas y ratones

(20), pero aun no se realizan modelos en canes.

Por otro lado, el modelamiento del complejo proteina-ligando se le conoce como docking
molecular. Es una técnica que predice cOmo una proteina interactua, a nivel atomico,
con ciertos compuestos, lo que permite caracterizar el comportamiento de moléculas
pequerias en el sitio de union de la proteina y clarificar procesos bioquimicos
fundamentales. EI docking molecular aplica formulas de mecéanica o dinamica molecular
para modelar complejos de los que se puede describir sus interacciones intermoleculares
proteina-ligando y conocer la energia de interaccion teorica, otorgando una idea de la

afinidad de las moléculas investigadas. (34)

El docking molecular se ha empleado en estudios de interaccion de ORs con ciertos
ligandos en humanos, ratas y ratones (20). La mayoria de estos estudios enfrentan
ligandos que se han reportado previamente que activan los OR. Otros trabajan
conjuntamente con estudios experimentales para desarrollar modelos in sillico de forma
que ayude a dilucidar la funcién del receptor o a responder preguntas sobre la biologia
de los receptores (20). Actualmente, se realizan estudios de screening masivo in sillico
en los que enfrentan una gran cantidad de posibles ligandos a un receptor. Este tipo de
estudios se ha convertido en una técnica importante en el disefio de nuevos farmacos

(7,33).
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los receptores olfativos (OR) caninos, encargados de detectar odorantes, son codificados por
genes muy polimorficos que contienen una gran cantidad de polimorfismos de nucle6tido
anico (SNP) (5,10). Del total de SNPs, mas del 50% son no silenciosos siendo algunos de
ellos especificos de razas y asociados con una capacidad diferencial de deteccidn de olores
(10,28-30). Por ejemplo, Lesniak et al (2008) y Sacharczuk et al (2019) reportaron que la
transicion del gen cOR9S13 en el locus 592 se relaciona con un aumento en el desempefio
en la deteccion de drogas y explosivos por perros pastor aleman y labrador retriever (28,30).
Esto sugiere que una variante genética resulta en un cambio en la secuencia aminoacidica

capaz de alterar la funcion del receptor y, con ello, la capacidad olfativa canina.

Los SNPs no silenciosos se han caracterizado genéticamente en razas de perro especialistas
en deteccidn (16), pero aun no se ha estudiado su efecto en la estructura 3D de los receptores
ni como ello impacta en su interaccion con odorantes contenidos en determinadas drogas y
explosivos. La informacion sobre la conformacion 3D de OR polimorficos es limitada: el
analisis de la estructura secundaria de los genes OR caninos muestra que hay sitios
conservados y variables en dominios especificos (17). Es por ello que este estudio busca
predecir el efecto de los SNPs no silenciosos reportados en razas con diferente desempefio
en la deteccion de drogas y explosivos sobre la estructura proteica de los OR caninos en

presencia de los odorantes de dichas sustancias.

La estructura de los receptores olfativos ain no se ha resuelto experimentalmente, por lo que
solo se cuenta con modelos tedricos de humanos, ratas y ratones (20). Asi, el estudio

propuesto representaria uno de los primeros en generar modelos tanto de la estructura 3D de

15



OR caninos, asi como de sus complejos con odorantes contenidos en drogas y explosivos.
De esta forma, se explorara el efecto sobre la estructura 3D proteica ocasionada por variantes

genéticas relacionadas a una mejor o peor capacidad de deteccion canina de sustancias.
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3. ESTRATEGIA DE ABORDAJE

El abordaje experimental consiste en dos fases principales: la primera es el modelamiento de
la estructura 3D de las variantes polimdrficas de OR caninos asociadas a una diferente
capacidad de deteccidn, y la segunda es el docking molecular de estos modelos con odorantes
contenidos en drogas y explosivos. Para ello, se necesitan las secuencias aminoacidicas de
las variantes polimdrficas, los scores de desempefio de deteccién de odorantes y las
sustancias empleadas en la deteccion canina. Las secuencias se obtendran del genoma
anotado de perro y se modificardn afiadiendo individualmente el cambio aminoacidico,
precisado en (28-30). Por su parte, los scores y los compuestos en las sustancias empleadas
se obtendran de los articulos mencionados. Estos ultimos son metanfetamina, anfetamina,
cocaina, marihuana; y trinitrotolueno, semtex, dinamita, cuyas estructuras 3D se descargaran

de PubChem.

Como paso previo al modelamiento, se predecira el impacto de las variantes genéticas en la
topologia y plegamiento con las herramientas HMMTOP y TopCons, asi como en las
modificaciones postraduccionales de los ORs empleando Expasy y DTU bioinformatics. Se
conducira un estudio del impacto funcional de los SNPs en los ORs utilizando PROVEAN.
Finalmente se estimara el cambio de estabilidad ocasionado por las variantes aminoacidicas

en los ORs empleando una maquina de vector de soporte con i-Mutant.

La primera fase consistird en el modelamiento por homologia de los polipéptidos de
referencia y de sus variantes polimorficas empleando el programa Phyre-2. Las estructuras
se visualizaran con el programa Chimera y se compararan las estructuras de cada OR sin

SNPs con las variantes polimorficas, midiendo el rmsd. En la segunda fase, se aplicara una

17



rutina de docking molecular basada en screening masivo de los modelos generados con los
componentes de las sustancias de interés. A su vez, esta Ultima fase tiene 3 etapas, las cuales
se ejecutaran con el programa Autodock. La primera es un screening virtual entre cada OR y
sus variantes con los compuestos de estudio. La mayoria de estos tienen isdmeros que seran
considerados en el screening. De este, se obtendra un ranking de los compuestos que mejor
se unen a cada OR, lo cual conlleva a la segunda etapa: escoger los 5 primeros lugares.
Finalmente, la tercera etapa es el docking molecular en la que se evaluar la interaccién de
cada compuesto con cada OR. En funcion de la energética de la unién OR-ligandos, se

determinara el impacto de las variantes sobre la union a los ligandos de estudio.
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