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1) RESUMEN

La terapia contra el cancer basada en péptidos de toxinas de escorpién es un campo de gran
interés para el desarrollo de farmacos que modifiquen la actividad de canales ionicos. Para
gue una toxina pueda ser utilizada como farmaco debe poseer una actividad alta y especifica
sobre el blanco terapéutico.

Se sabe que los canales i6nicos de potasio SK3 se expresan en lineas celulares altamente
metastésicas de cancer de mama humano 'y promueven la motilidad celular de células de
melanoma, " por lo que estas proteinas son objetivos terapéuticos para el desarrollo de nuevos
farmacos antimetastasicos. La toxina tamapina es un péptido aislado del veneno de alacran
rojo de la India Mesobuthus tamulus que tiene la cualidad de ser altamente especifica y
potente al inhibir el canal SK2. La interaccion entre la tamapinay el canal SK2 es de especial
interés por su alta afinidad y selectividad hacia este canal. Idealmente, un farmaco
antimetastasico derivado de la tamapina es un blogqueador altamente selectivo y eficaz de
canales SK3, por ello las mutaciones de la doble mutante E25K/K27E asemejan su estructura
primaria a la silatoxina, una toxina de veneno de alacran que inhibe el canal SK3 en mayor
medida que la tamapina. La doble mutante de la tamapina E25K/K27E incrementa su
eficiencia de bloqueo sobre los canales SK3 ~7 veces y disminuye el bloqueo de canales SK2
~17 veces respecto a la tamapina.

El mecanismo de interaccion entre la tamapina, la silatoxina y E25K/K27E con los canales
i6nicos SK2/SK3 es desconocido, al igual que la estructura de los canales idnicos, por lo que
se recurri6 al modelado por homologia, acoplamiento y dinamica molecular para
proporcionar informacién sobre el mecanismo de unidn ligando-receptor analizando la

ruptura y formacion de las interacciones entre péptido-proteina.



2) MARCO TEOGRICO

2.1  Conceptos computacionales

2.1.1 Modelado de proteinas

Los métodos computacionales para predecir estructuras proteicas tridimensionales no
resueltas utilizan dos enfoques principales: modelado con plantillas y sin plantillas. '

El enfoque con plantillas construye modelos de una proteina objetivo a partir de una proteina
similar de estructura conocida (plantilla) con un porcentaje de identidad mayor al 30%. " Las
plantillas estructurales potenciales se obtienen de bibliotecas de estructuras peptidicas
determinadas experimentalmente, donde se elige una plantilla de acuerdo con criterios como
el nivel de similitud entre las secuencias de consulta y la plantilla, o la calidad experimental
de las estructuras resueltas.

También es posible modelar proteinas oligoméricas, es decir, complejos compuestos por mas
de una cadena polipeptidica, si se cuenta con un complejo homélogo de composicién
conocida.

Los enfoques de modelado sin plantillas requieren de una alineacion de multiples secuencias
de la proteina objetivo y secuencias relacionadas. La alineacion de secuencias se utiliza para
predecir caracteristicas estructurales, como la estructura secundaria y los angulos de torsion
de la columna vertebral, los contactos residuo-residuo o las distancias entre residuos a lo
largo de la cadena polipeptidica." Estas caracteristicas predichas guian el proceso de
construccion de modelos 3D de la proteina objetivo. Sin embargo, estas predicciones se
limitan a proteinas relativamente pequefias y se quedan cortas en términos de precision en
comparacion con los modelados con plantilla.

Recientemente, la precisién de estructuras modeladas mejoré en gran medida con la red
AlphaFold que predice las coordenadas 3D de todos los a&tomos pesados para una proteina
determinada utilizando la secuencia de aminoacidos primaria y las secuencias alineadas de
homologos mediante el sistema de aprendizaje profundo. ¥ El programa fue desarrollado por
DeepMind de AlphaFold/Google y en los ultimos CASP, 2018 y 2020, destaco

particularmente en las predicciones de estructuras para las que no existian modelos previos.



Para medir la confianza de los modelos, AlphaFold produce una estimacién de confianza por
residuo en una escala de 0 a 100 (llustracion 1, lado izquierdo). Esta medida de confianza se
denomina pLDDT.

Confianza del modelo:
Il Muy alta (pLDDT > 90)

Seguro (90 > pLDDT > 70)

Bajo (70 > pLDDT > 50)

Muy bajo (pLDDT < 50)
AlphaFold produce una puntuacién de
confianza por residuo (pLDDT) entre 0'y 100.
Algunas regiones por debajo de 50 pLDDT

pueden no estar estructuradas de forma

aislada.

lHustracién 1. Subunidad a del canal SK2 modelada por AlphaFold.

De lado izquierdo se muestra la escala de confianza del modelo que proporciona AlphaFold.

2.1.2  Superficie de potencial electrostatica

La electrostatica juega un papel fundamental a lo largo de todo el ciclo de vida de una
proteina, desde los primeros pasos de plegamiento hasta la maduracion, esta involucrado en
la regulacion de la localizacion de proteinas y las interacciones con otras moléculas. Las
interacciones electrostaticas de corto y largo alcance, junto con otras fuerzas, brindan pistas
de orientacion esenciales en el ensamblaje molecular y macromolecular. Vi

En general, los potenciales electrostaticos se visualizan como mapas de potencial
electrostatico basados en la teoria de Poisson-Boltzmann, una ecuacion diferencial parcial
eliptica de segundo orden que describe el potencial electrostatico alrededor de una

distribucion de carga fija en una solucion iénica. "

2.1.3 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una técnica de modelado molecular utilizada para predecir la
interaccion de dos moléculas. Genera un modelo de unidn entre un receptor y un ligando. V"
El protocolo de acoplamiento molecular consiste en una busqueda conformacional del
complejo ligando-receptor (también puede ser acoplamiento por plantillas, que se basa en
estructuras determinadas experimentalmente de complejos proteina-proteina) y la seleccion

de una solucién optima segun una funcion de puntuacion.
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Durante el muestreo espacial, el ligando y el receptor pueden considerarse estructuras rigidas
o flexibles. * Muchos servidores de uso libre utilizan estructuras rigidas.

El acoplamiento de cuerpos rigidos produce un gran numero de conformaciones acopladas
que son analizadas por una funcion de puntuacion. Las funciones de puntuacién se utilizan
luego para seleccionar las soluciones relevantes evaluando una gama de propiedades que
incluyen interacciones intermoleculares, efectos electrostaticos y entrépicos, etc. Las
energias minimas de unidn indican si la interaccion es favorable.

Los métodos de acoplamiento dan una estimacién con una funcion de puntuacion para

seleccionar la mejor solucién.

2.1.4 Simulacién de dindmica molecular

Es una simulacion de sistemas que contienen atomos y moléculas en la cual se deja a los
componentes del sistema interactuar entre si por un determinado tiempo, mientras se
monitorean las propiedades fisicas del sistema. Las propiedades que se monitorean son:
volumen (V), presion (P), temperatura (T), nimero de particulas (N), velocidades (vi) y
posiciones (ri). *

La dinamica molecular (DM) se basa en los principios de mecénica clasica: los nucleos
atomicos son lo suficientemente pesados como para ser considerados particulas clasicas, cuya
dinadmica puede ser estudiada mediante la segunda ecuacion de Newton, F = ma. X' Al saber
la posicién de los atomos en un sistema, se puede determinar la fuerza que ejerce cada atomo
hacia los demés atomos, asi como establecer la posicion atomica en un tiempo de acuerdo
con las leyes de movimiento de Newton. Casi todos los métodos de simulacion se basan en
un campo de fuerza para el célculo. EI campo de fuerza es un campo de energia potencial a
nivel atbmico y molecular que describe la topologia y el comportamiento del movimiento de
los &tomos en las moléculas. La mayoria de los campos de fuerza empleados para sistemas
moleculares se pueden definir mediante una ecuacion que describe enlaces covalentes,
angulos de torsion, interacciones de VDW e interacciones electrostaticas. Los campos de
fuerza clasicos mas utilizados para el modelado de macromoléculas son: GROMOS,
AMBER y CHARMM.

Las simulaciones de DM constan de tres etapas: 1) preparacion del sistema, 2) equilibrio y

3) produccion.
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La preparacion del sistema consiste en asignar velocidades iniciales a los 4&tomos a una
determinada temperatura, volumen, presion y numero de particulas, dada una configuracién
inicial. La etapa de equilibrio consiste en encontrar un estado de equilibrio a partir de la
configuracién inicial; durante esta fase se monitorean varios parametros como la energia
potencial y temperatura hasta que se estabilizan. El proposito de esto es relajar el sistema
eliminando el exceso de energia del sistema. Finalmente, la etapa de produccién permite la
evolucion del sistema con una trayectoria fija. X"

Algunas de las propiedades que se analizan después de una dinamica molecular de proteinas
son, entre otras, RMSD, RMSF y distancia de enlace a lo largo del tiempo "

RMSD o desviacion de raiz cuadrada media es una medida estandar de distancia estructural
entre dos coordenadas atémicas superpuestas, por ejemplo, dos puntos de tiempo en la
trayectoria. Indica cuanto ha cambiado la conformacion de la proteina y se calcula mediante
la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1. Célculo de RMSD

n
1
RMSD = |- m |Ir (6)) = 7 |12
i=1

M:masa total
m;: masa del atomo i — ésimo
T (tj): posicion del atomo i en el tiempo t;

re . e .
7 T Posicién de referencia

RMSF, la fluctuacion cuadratica media de la raiz mide la desviacion promedio de una
particula (por ejemplo, un residuo de proteina o atomo) a lo largo del tiempo desde una
posicion de referencia. RMSF analiza las partes de la estructura que fluctian méas o menos
con respecto a su estructura media. X' Se calcula mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2. Célculo de RMSF

n
1
RMSF = |7 Z I (&) — 27 |2
t]=1

t:tiempo que se quiere promediar
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En conjunto, los graficos de RMSD y RMSF permiten evaluar la estabilidad dinamica de los
modelos generados en el acoplamiento molecular. El analisis de la distancia de enlace a lo
largo del tiempo de las interacciones entre los residuos de interés del canal y las toxinas
permite hacer un seguimiento del cambio general de las coordenadas iniciales utilizadas

como referencia durante la simulacion, asi como evaluar el movimiento de estos residuos.

2.2  Conceptos bioldgicos

2.2.1 Canales SK

Los canales ionicos son proteinas integrales de membrana. Los iones entran o salen de la
célula a través de un poro que atraviesa la proteina del canal. Se pueden abrir y cerrar en
respuesta a estimulos de voltaje o por biomoléculas que se unen a ellos, como los
neurotransmisores.

Los canales SK son canales ionicos de potasio que se expresan en células del sistema nervioso
y en 6rganos como corazon, higado y musculos. Se consideran independientes del voltaje
(baja conductancia; ~4-14 pS) y activados por bajas concentraciones de calcio intracelular
(= 0.5 nM) a través de un mecanismo que consiste en la existencia de un dominio de unién a
calmodulina dentro de la proteina del canal.X También existen canales de conductancia
intermedia (IK) y de alta conductancia (BK).

La familia de canales SK contiene 3 miembros: SK1, SK2 y SK3.

Respecto a su estructura, se sabe que los canales SK consisten en la asociacion de 4
subunidades o idénticas en forma de tetramero. *¥ Cada subunidad tiene seis segmentos
transmembranales (Ilustracion 2) unidos por enlazadores (S).*¥' Los segmentos 5 y 6 forman
el poro del canal; a su vez el poro del canal contiene el filtro de selectividad (FS), secuencia
GYG altamente conservada en los canales selectivos a potasio y una cavidad hidrofobica
debajo del filtro de selectividad capaz de albergar cationes hidratados. *"

En la region intracelular se encuentran los extremos N y C terminal, ademas de la zona de
unién a calmodulina CAMBD. La calmodulina CAM esta formada por dos l6bulos: el 16bulo
C que permanece estatico y unido a CAMBD, y el 16bulo N que es dinamico para cumplir su

funcién de posible detector de calcio.
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llustracion 2. Estructura de los canales SK.

Cada subunidad del canal esta formada por seis segmentos transmembranales. Unido al segmento
seis se encuentra CAMBD, la zona de unién a calmodulina. Calmodulina (CAM) se compone de
dos l6bulos: Cy N.

Imagen modificada de la referencia xiv.

En 2018 MacKinnon y Lee determinaron la estructura de tres complejos de canales SK4-
CaM humano en estado cerrado y estado activado | y Il mediante microscopia crioelectronica
(llustracion 3). *i E| canal SK4 es un canal de conductancia intermedia. En estas estructuras
es posible observar el ensanchamiento del radio del poro citoplasmatico y distintas
conformaciones de calmodulina dependientes de la concentracidn de calcio. Las estructuras
del canal SK4 resueltas pueden utilizarse como plantillas para modelado de canales
semejantes.

Closed
Activated |

% H Activated ||

S4

llustracion 3. Estructura del canal SK4 y poro del canal SK4 cerrado, activado | y activado II.

El enlazador Sss A y B es desplazado por las calmodulinas provocando el cierre y apertura del

poro citoplasmatico (Residuo Val 282, debajo del FS del canal). El poro externo y vestibulo no

presentan cambios conformacionales significativos al abrir o cerrar el canal, como muestra la
superposicion de las tres estructuras resueltas.

Imagen modificada de la referencia xvii.
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2.2.2 Tamapina, silatoxina y doble mutante de tamapina E25K/K27E

Muchos péptidos de veneno alacranes y otros animales son inhibidores potentes y selectivos
de canales ionicos y otros receptores unidos a la membrana. Entre los objetivos moleculares
mas comunes se encuentran los canales de Na*, K*y Ca?* sensibles al voltaje. Se sabe que la
mayoria de las toxinas que bloguean los canales de potasio (KTx) contienen una topologia
que comprende una hélice a@ conectada a una lamina £ antiparalela estabilizada por tres o
cuatro puentes disulfuro, denominado motivo (Cs a/B). X

Tamapina es un péptido de 31 aminoacidos con motivo Cs a/f vy tres puentes disulfuro **
proveniente del veneno de alacran rojo de la india Mesobuthus tamulus que bloquea potente
y selectivamente el canal SK2. La afinidad de la tamapina por SK2 es de interés para disefiar
unatoxina que inhiba selectivamente el canal SK3, ya que es el canal SK3 el que se encuentra
asociado a la metastasis celular. La mutante E25K/K27E es una mutante de tamapina que
aumenta el bloqueo de canales SK3 y disminuye su actividad en canales SK2 (Tabla 1);
efecto deseado para el farmaco anti metastasico. Las mutaciones 25 y 27 en tamapina se
eligieron para asemejar su estructura a la silatoxina o leiurotoxina, una toxina que inhibe en

mayor medida al canal SK3 que tamapina. *

Tabla 1. Actividad electrofisioldgica de toxinas de veneno de alacran notificada frente a
los canales SK2 y SK3.

Toxina SK2 SK3
CE 5o nM CE 5o nM

Tamapina 0.024 1.7

La silatoxina 0.29 1.1

E25K/K27E 0.028 0.38

La actividad electrofisiologica de la doble mutante de tamapina fue medida en células HEK 293
para el canal SK3y HEK 293 T para el canal SK2. X"

La la silatoxina también es un péptido de 31 aminoacidos con motivo Cs a/f que comparte
un 79 % de identidad con tamapina. Proviene de alacran blanco de la india Leiurus

quinquestriatus. X
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Tamapina, la silatoxina y E25K/K27E conservan un motivo Cs a/B y tres puentes disulfuro
Cys3-Cys21, Cys8-Cys26 y Cys12-Cys28 (llustracion 4) que les confieren una estructura

relativamente rigida.

llustracion 4. Estructura de las toxinas tamapina (morado), la silatoxina (rosa) y doble mutante de
tamapinaE25K/K27E (negro).

3) ANTECEDENTES

3.1 Interaccion de canales SK con toxinas de veneno de alacran

Por lo general, las toxinas de alacran son péptidos basicos, ya que contienen muchos
aminoacidos cargados positivamente, y las regiones del poro extracelular de canales de
potasio suelen tener carga negativa. Las propiedades electrostaticas de las toxinas del
escorpion y los canales de potasio sugieren una fuerte atraccion electrostatica en la que el
centro de carga negativo en la estructura de la toxina permanece lejos de la carga negativa
del vestibulo del canal y el centro de carga positivo de la toxina es atraido por la carga
negativa del canal. ¥

Los esquemas tipicos de bloqueo de canales de a-KTx en canales dependientes de voltaje
(Nustracion 5) incluyen a) la obstruccion del poro del canal mediante un residuo critico de
Lys localizado en la hoja B de la toxina formando contactos con el filtro de selectividad del
canal, b) interacciones entre la hélice o de la estructura de la toxina y el poro del canal y c)

interaccion de la hélice a con el vestibulo del canal. X"
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lustracién 5. Esquemas tipicos de blogueo de canales de a-Ktx en canales dependientes de voltaje.
Imagen modificada de la referencia xv.

La caribdotoxina (ChTx, PDB: 2CRD) es una toxina de 37 aminoacidos del veneno de
alacran Leiurus quinquestriatus que bloquea los poros de canales de K™ obstruyendo
fisicamente el poro del canal con un residuo de Lys. Al igual que los péptidos a estudiar tiene
un motivo Cs a/f con tres puentes disulfuro en su estructura. En 2013, Banerjee caracterizo
un complejo entre ChTx y un canal de potasio, la quimera de paleta Kv1.2/Kv2.1
(PDB:4JTA). Este canal es un mutante del canal Ky 1.2 del cerebro de rata en el que la
paleta de sensor de voltaje fue reemplazada por la paleta del sensor de voltaje del canal Kv2.1
de raton (PDB: 2R9R), es un canal de alta conductancia (BK). ¥ *VI Esta estructura, al igual
que otras estructuras de canales de K * de alta resolucién, contiene un filtro de selectividad
con cuatro sitios o posiciones distintas de unién a iones, siendo el sitio uno el mas extracelular
del canal. La toxina caribdotoxina se une a la boca del poro posicionada de tal manera que
proyecta la cadena lateral de Lys27 directamente hacia el poro (llustracién 6), esto permite
que el grupo amino se acerque a la parte superior del primer sitio del filtro de selectividad.
Por lo tanto, Lys27 esta dentro del rango de distancia para realizar interacciones de enlaces
de hidrégeno con los cuatro atomos de oxigeno del carbonilo que, de lo contrario,
constituirian una capa de ligandos de coordinacién para un K*.

El complejo canal-toxina se estabiliza ain mas mediante enlaces de hidrogeno y puentes

salinos entre la toxina y el vestibulo exterior del canal.
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lustracién 6. Filtro de selectividad del canal Kv 1.2 de ratén con ChTx blogueando el poro del
canal con el residuo 27 de lisina.

Imagen modificada de la referencia ™

Los canales SK2 y SK3 han sido estudiados con anterioridad, al igual que su interaccion con
toxinas de veneno de alacran.*"!" . Un estudio computacional realizado por Andreotti, en el
que se modelaron los canales SK2 y SK3 en su conformacion de estado abierto/cerrado, y
después se realiz6 un acoplamiento molecular con diversas toxinas, mostré que los péptidos
tamapina y la silatoxina, interaccionan insertando un residuo basico en el filtro de
selectividad del canal, con interacciones de la hélice a de su estructura en el vestibulo del
canal. (llustracion 7). Tamapina interacciona con Lys20 en SK2, mientras que la silatoxina

interacciona con Arg 13 en ambos canales.

llustracion 7. Complejo final tipico entre la leiurotoxina y los canales SK. Vista superior de la
leiurotoxina en (a) canales SK2 y (b) SK3 (estados cerrados).

Imagen modificada de la referencia ™.
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La estructura resuelta de Berenjee y el estudio de Andreotti sugieren un mecanismo de tapon
en el que la cadena lateral de un residuo conservado de Lys o Arg se inserta en el poro del
canal blogueando el proceso de penetracion selectiva de K.

En este trabajo se busca realizar un estudio de interaccion entre el canal SK2 con tamapina,
la doble mutante de tamapina E25K/K27E vy la silatoxina utilizando como estrategia de
acoplamiento molecular dirigir los residuos de arginina o lisina de las toxinas al poro del
canal SK2.

4) HIPOTESIS

La interaccion entre un residuo basico de la estructura de las toxinas de alacran conservaré
los enlaces de hidrégeno formados con el filtro de selectividad del canal en la dindmica
molecular.

Las mutaciones E25K y K27E de la tamapina asemejan en su estructura primaria a la
silatoxina. Los estudios de electrofisiologia indican que la doble mutante E25K/K27E inhibe
a los canales SK3 en mayor medida que tamapina y la afinidad por SK2 disminuye, por lo
que la interaccion de la doble mutante sera diferente a la interaccion de la tamapina con el

canal SK2 y similar a la silatoxina.

5) OBJETIVO

Modelar el canal SK2 y realizar un acoplamiento molecular de las toxinas tamapina,
silatoxina y doble mutante de tamapina E25K/K27E, posteriormente evaluar la estabilidad
de los modelos de acoplamiento molecular mediante una dindmica molecular.

Analizar las interacciones entre el canal SK2 y las toxinas de veneno de alacran mencionadas.

6) METODOLOGIA

6.1 Coordenadas atdbmicas

Las coordenadas atomicas de las toxinas utilizadas se obtuvieron de la base de datos PDB:
tamapina (PDB: 2L.U9), E25K/K27E (PDB: 6D8T) y la silatoxina (PDB:1SCY); al igual que
la estructura del canal SK4 (PDB:6CNO).
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Las secuencias de aminoacidos del canal SK2 y SK3 fueron obtenidas de la base de datos
Uniprot: SK2 (Uniprot: Q9H2S1) y SK3 (Uniprot: QOUGIG6).

6.2 Modelado molecular y preparacion para acoplamiento molecular

La secuencia de 579 amino&cidos de una de las cuatro subunidades a del canal idnico SK2
se obtuvo de la base de datos de secuencias Uniprot.

En primer lugar, se realizé una bdsqueda de la estructura resuelta mas cercana utilizando un
BLAST. La estructura del canal SK4 de conductancia intermedia tiene 46% de identidad con
el canal SK2 y 45% con canal SK3. El canal SK4 tiene una longitud de 427 amino&cidos; sin
embargo, solo se encuentra reportada la secuencia 9-386 debido a que en el extremo C-
terminal del segmento transmembranal 6, la region consecuente es flexible y no esta bien
resuelta. Tampoco se encuentra reportada la secuencia 124-141 correspondiente al enlazador
de union de los segmentos transmembranales 3 y 4 (Sz.4).

La estructura de la subunidad a del canal SK2 modelada se obtuvo de la base de datos de
AlphaFold y se recortaron las zonas de baja confianza para obtener el mismo tamafio de la
subunidad « del canal SK4 resuelta. La porcion recortada del modelo incluye los
aminoécidos 118-497 que abarcan los seis segmentos transmembranales formadores de la
subunidad. Al modelo recortado se le aplicé una minimizacion de energia de descenso
pronunciado para aliviar choques muy desfavorables, seguido de una minimizacién de
gradiente conjugado para alcanzar un minimo de energia con el software UCSF Chimera
1.16.

Para construir el homotetramero se utilizéd el software UCSF Chimera. La plantilla
seleccionada es el canal SK4 de conductancia intermedia en estado activado 11 (PDB:6CNO),
ya que se encuentra funcionalmente abierto. Cuatro subunidades @ modeladas del canal SK2
fueron superpuestas estructuralmente al complejo del canal SK4 acoplado a calmodulinas
resuelto para obtener la estructura del canal.

El canal SK2 acoplado a calmodulinas se prepard para acoplamiento molecular afiadiendo
los hidrégenos faltantes y corrigiendo las cargas de los aminoacidos, de igual manera, el

modelo se afind con una minimizacion de energia como la descrita anteriormente.

20



6.3 Acoplamiento molecular dirigido

Después de preparar la estructura, se realizé el acoplamiento molecular con tamapina, la
silatoxina y con E25K/K27E utilizando el servidor ClusPro 2.0 Dock de cuerpo rigido,
eligiendo interaccion electrostatica como predominante.

Para dirigir el acoplamiento, se restringieron los aminoacidos que interaccionan con el canal:
Primero se seleccionaron los aminoacidos basicos de Arg o Lys de cada toxina (llustracion
8) y se dirigieron al filtro de selectividad del canal. La presencia de alguno de estos residuos
dentro de 5 A de distancia de los residuos Gly362 y Tyr361 pertenecientes al filtro de
selectividad del canal y el residuo Asp363 en el borde periplasmico, se utiliza como criterio
para realizar el acoplamiento molecular. La finalidad es identificar el residuo de cada toxina

con mayor probabilidad de interaccion con el canal.

Tamapina AFCNLRRCEL SCRSLGLLGK CIGEECKCVP Y
Silatoxina AFCNLRMCQL SCRSLGLLGK CIGDKCECVK H
E25K KZ27E AFCNLRRCEL SCRSLGLLGK CIGEKCECVP Y

llustracion 8. Alineacion de secuencia de tamapina, la silatoxina y E25K/K27E.

En azul se resaltan los aminoacidos que se dirigieron al poro del canal.

Se analizaron las primeras soluciones de acoplamiento de cada toxina utilizando el software

LigPlot™ 2.2 para elegir un complejo de cada toxina a afinar con dinamica molecular.

6.4 Dinamica molecular

Se realiz6 una dinamica molecular a los complejos toxina-canal seleccionados. En cada
modelo, se secciond la zona del dominio formador del poro y vestibulo del canal para las
simulaciones de dindmica molecular. La estructura truncada incluye los aminoacidos 325-
374y 237-250. A cada complejo se le agregd una membrana lipidica con CHARMM-GUI
Membrane Builder. La composicion de la membrana simulada imita la composicién de la
membrana de células HEK-293 *Viil (Tabla 2). Las dimensiones de las cajas de simulacion
tienen forma rectangular y medidas de 85:85:100 nm. Se utilizo una caja de agua TIP3 para
solvatar con moléculas de agua la caja cubica y se afiadieron iones de forma aleatoria con el
fin de neutralizar la carga del sistema y mantener una concentracion fisioldgica de KCI 150

nM en el sistema. Se generaron los archivos para realizar una simulacion de dinamica
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molecular en GROMACS a 303.15 K y 1 bar de presion. Las simulaciones de dindmica

molecular se realizaron utilizando el campo de fuerza CHARMM36m.

Tabla 2. Composicion de la membrana lipidica del canal SK2, se incluye el nimero de lipidos
para utilizar CHARMM-GUI.

Membrana de células HEK-293

Membrana modelada

Tipo de lipido | Porcentaje de | Lipido | Numerode | Numero de li- | Porcentaje de
composicion lipidos pidos composicién

(%) Dorso infe- Dorso supe- (%)

rior rior
PC 36 POPC 31 42 37
PE 16 POPE 10 22 16
PG 3 POPG 1 5 3

PS 18.4-23.4 POPS 19 23 21

SM 11 POPI 7 13 10

Pl 7-13 PSM 11 11 11

El canal SK2 modelado con membrana y caja de agua se minimizé durante el primer paso de

la dinamica molecular con GROMACS 2022.1. El equilibrio se llevd a cabo durante 125 ps

para permitir la relajacion del disolvente. Por ultimo, la produccion se llevo a cabo durante

50 ns a cada complejo canal-toxina en un paso de tiempo de 2fs. Esto permite que el sistema

evolucione a un estado termodindmicamente estable.

Para la visualizacion de resultados se utilizaron los softwares VMD 1.9.4 y GRACE.

7) RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Estructura de los canales

El modelo del canal SK2 funcionalmente abierto acoplado a calmodulinas se logro sobre la

base de la estructura cristalina del canal SK4 humano de conductancia intermedia resuelta.
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El modelo estructural tridimensional del canal abierto se generd utilizando AlphaFold y
Swiss Model (llustracion 9).

El modelo de AlphaFold es estructuralmente similar a la plantilla, el canal SK4 de
conductancia intermedia, y a los modelos de Andreotti y Swiss Model; sin embargo, a
diferencia de estos dos, el enlazador de union de los segmentos transmembranales 3y 4 (Szs)
presenta la forma de una hebra beta antiparalela tanto en el canal SK2 como en el canal SK3.
En la plantilla, esta parte de la estructura se encuentra ausente y en los modelos de Andreotti
y Swiss Model, este enlazador mantenia la forma de un bucle extracelular sin estructura
definida, pero cuenta con una puntuacién de 90 > pLDDT > 70 en AlphaFold, por lo que es
confiable utilizarlo. Debido a que este enlazador se posiciona sobre el poro del canal, se
espera que el acoplamiento molecular de las toxinas se vea afectado.

Se eligié el modelo de AlphaFold sobre el de Swiss Model debido a los resultados de los
ltimos CASP.

lustracion 9. Modelo del canal SK2 funcionalmente abierto basado en la estructura resuelta del
canal SK4 de conductancia intermedia.
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En color gris se muestra la vista lateral y frontal del canal SK2 modelado con AlphaFold. Las
calmodulinas se colorean naranjas y Ss4 en rojo. El Filtro de selectividad se resalta en color verde.
También se muestra el canal modelado con Swiss Model en color verde.

La arquitectura del canal SK4 abierto y cerrado, practicamente, no sufre cambios
estructurales en el vestibulo y filtro de selectividad del canal, se estima que los resultados
sean similares con el canal abierto o cerrado. Andreotti tampoco observd diferencias
significativas entre el canal abierto y cerrado en su estudio de acoplamiento molecular.

El modelo del canal SK2 difiere en dos residuos en el dominio formador del poro del canal
SK3: Ala331 y Asn367 (SK2), en lugar de Val480 e His 516 (SK3) y en el segmento Szsen
cuatro aminoécidos: Ala246, Thr249, Thr250 y Thr251 en SK2, en vez de Thr395, Arg398,
Ala399 y Glu400 (llustracion 10). En total la region cercana al poro utilizada para el analisis
de dindmica molecular difiere en 24 aminoéacidos, seis por subunidad.

Los aminoécidos mas proximos al filtro de selectividad del canal, que difieren con el canal
SK3son Asn367 y Ala246. Las diferencias de actividad entre ambos canales y el bloqueo de

poros del canal con alguna toxina podrian deberse a estos aminoacidos.

<) T251/E400
T250/A399
A331/v480 T249/R398
T251/E400 A_Ylb
T250/A399 v, &
T249/R398 § A331/V480
A246/T395
T249/R398
A331/v480 T251/E400
N\ T250/A399
T249/R398
T250/A399
T251/E400

lustracion 10. Poro del canal SK2.

En color verde se resaltan los aminoacidos que difieren en los canales SK2/SK3.

6.2 Superficie de potencial electrostatico

Antes de realizar el acoplamiento molecular se calculé la superficie de potencial

electrostatico de los péptidos y proteinas con la funcion PBEQ-Solver de CHARMM-GUI.
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En el mapa de la superficie de potencial se logrd observar la distribucion de cargas de los
modelos de los canales idnicos y de las toxinas (llustracion 11y 12).

lustracion 12. Superficie de potencial electrostatica de Tamapina, La silatoxina y doble mutante de
tamapina E25K/K27E.
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En la parte de arriba se muestra la superficie de la estructura vista desde la segunda cadena de la
hebra beta antiparalela y abajo la vista desde la primera cadena de la hebra beta antiparalela.

Las superficies rojas, azules y blancas indican potenciales electrostaticos negativos (de —2,a 0
kcal/(mol-e)), positivos (de 0 a -2 kcal/(mol-e)) y neutros, respectivamente.

Para calcular la superficie de potencial electrostatico de Poisson-Boltzman se utiliz6 CHARMM-
GUI PBEQ-Solver.

La superficie de potencial electrostatica de los canales muestra que, en ambos casos, una
distribucion de carga negativa se concentra en el poro del canal donde atraviesan los iones.
El canal SK2 cuenta con mas zonas de superficie positivas en los bordes del canal.
Tamapina, la silatoxina y E25K/K27E tienen una superficie electrostatica positiva en su
mayoria con zonas dispersas de cargas negativas. En el caso de tamapina y la doble mutante,
la vista lateral desde la primera y segunda cadena de la hebra beta antiparalela muestran una
superficie similar. La silatoxina, en comparacion con las otras dos toxinas, es la de menor
superficie positiva y considerando que los valores de CE so de la silatoxina en los estudios de
electrofisiologia son los mas altos en ambos canales, excepto en el caso de tamapina SK3
(Tabla 1), se espera que esta toxina tenga menor interaccion con los canales SK.

El andlisis electrostatico coincide con la estrategia de acoplamiento de dirigir los residuos de
basicos de las toxinas al poro del canal, debido a una interaccion electrostatica predominante
entre el poro negativo del canal y la superficie electrostatica basica de las toxinas. La
comparacion de las diferencias observadas en la superficie de potencial electrostatica de las

tres toxinas sugiere que su actividad es distinta sobre el mismo objetivo.

6.3 Acoplamiento molecular

Se realiz6 acoplamiento molecular con el canal SK2 y las tres toxinas; tamapina, la silatoxina,
E25K/K27E. Para el andlisis se consideraron todas las soluciones ofrecidas de cada
acoplamiento. ClusPro realiza un acoplamiento rigido: el ligando es rotado 70,000 veces
respecto al receptor y se eligen las 1000 combinaciones de rotacion/traslacién con la
puntuacion mas baja de acuerdo con la funcion de puntuacion del servidor (Anexo [). ™ xxx.
X, 00| a5 1000 estructuras se agrupan de acuerdo con un RMSD de C-a menor de 9 A.
Esto significa que encuentran la posicion del ligando con mayor numero de “vecinos” en 9
A, luego esta se convierte en un centro de grupo y sus vecinos en miembros de grupo. Los
vecinos se eliminan, después se busca el siguiente centro de grupo y asi sucesivamente. Las

soluciones ofrecidas al final son los centros de grupo discriminados por ClusPro.
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Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular se clasificaron de acuerdo con la
frecuencia de interaccion de cada residuo bésico de la estructura de la toxina con el poro del
canal. También se analizé la variedad y cantidad de resultados.

La siguiente tabla muestra la clasificacion de resultados de acoplamiento molecular. Los
residuos del canal de potasio a los que se dirigié el acoplamiento son Gly362, Tyr361 y
Gly360, caracteristicos del filtro de selectividad de canales de potasio.

Tabla 3. Frecuencia de interaccion de los complejos Tamapina-SK2, La silatoxina-SK2 y
E25K/K27E-SK2 resultantes del acoplamiento molecular.

Complejo Residuo | Frecuencia | Frecuencia Observaciones
toxina-canal insertado en de de

el filtro de | interaccion | interaccion

selectividad (%)
del canal
Lys 20 3/9 33.3 -
Tamapina-SK2 Arg 6 2/9 22.2 -
Arg 6/13 2/9 22.2 Los residuos Arg 6y 13 se

encuentran en las
inmediaciones del FS
Ser 14 2/9 22.2 Este residuo en el filtro de
selectividad del canal es

debido a la interaccion de

Arg6 y Arg7 con Asp363.

La silatoxina- Arg 6 5/5 100 En uno de los resultados se

SK2 observe la participacion de

Phe2

E25K/K27E- Arg 6 2/10 20 -
SK2 Arg 13 1/10 10 -

Arg 6/13 4/10 40 Los residuos Arg 6y 13 se

encuentran en las
inmediaciones del FS

Lys 20 1/10 10 -
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Ser 14 2/10 20 Este residuo en el filtro de
selectividad del canal es
debido a la interaccion de Arg
13 con Asp363.

No en todas las posiciones de acoplamiento es posible observar solamente un residuo
insertado en el filtro de selectividad del canal. En las observaciones se menciona cuando
existe la participacion de més de uno.

En tamapina, el residuo Arg6 predomina en los resultados. En dos de ellos se observa la
participacion de Argl3, pero no hay ninguno en el que solo participe Argl3. Se elige una
estructura en la que el residuo 6 esté insertado en el filtro de selectividad del canal y que
también presente interacciones con Argl3 para analizar con dindmica molecular. El residuo
de Lys20 también tiene una participacion frecuente, como sugiere Andreotti.

La doble mutante también tiene una competencia de los residuos 6 y 13 de Arginina en el FS
del canal. La probabilidad de participacion de Lys20 disminuye respecto de tamapina, asi
que para dinamica molecular se eligié un modelo que presenta interacciones con el residuo
6 y cercania del residuo 13. Por otro lado, la silatoxina inserta el residuo 6 de Arginina y no
el 13 en todos los resultados de acoplamiento de ClusPro, ademas es la que menor nimero 'y
variacion de resultados tiene. Esto indica que para el resto de los residuos basicos de la
silatoxina la interaccion es poco favorable.

El residuo Ser 14 no se encuentra dentro de los residuos restringidos a interaccionar, pero su
posicion es debida a la interaccion de Asp363 con Argl3,60 7.

Las tres toxinas tienen interacciones del residuo Arg6 con el FS del canal (Tabla 4). Los
enlaces de hidrégeno se identificaron mediante el Software LigPlot™ 2.2.5 y se muestran en

las ilustraciones 13, 14 y 15.
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lustracion 13. Analisis de acoplamiento de tamapina y SK2.

Representacion generada por LigPlot™ 2.2.5 de las principales interacciones entre tamapina (1) y
las cadenas A-B y C-D del canal SK2. La distancia se expresa en A.
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lustracién 14. Analisis de acoplamiento de la silatoxina y SK2.

Representacion generada por LigPlot™ 2.2.5 de las principales interacciones entre la silatoxina (I)
y las cadenas A-B y C-D del canal SK2. La distancia se expresa en A.
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llustracion 15. Analisis de acoplamiento de E25K/K27E y SK2.

Representacion generada por LigPlot™ 2.2.5 de las principales interacciones entre E25K/K27E (1) y
las cadenas A-B y C-D del canal SK2. La distancia se expresa en A.

Las interacciones de interés se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 4. Interacciones de los complejos Tamapina-SK2, La silatoxina-SK2 y E25K/K27E-
SK2

Complejo toxina- | NUmero total de |Residuo insertado en| Interacciones entre el
canal interacciones el filtro de péptido y el filtro de

selectividad del canal| selectividad del canal
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Tamapina-SK2 14 Arg6 y Argl3 Gly362:0 Argl3:NH1
Gly362:0 Argl3:NH2
Gly362:0 Argl6:NH2
Gly362:0 Arg6:NE
La silatoxina-SK2 10 Arg6 Tyr361:0 Arg6:NH2
Tyr361: Arg6:NH2
Tyr361:0 Arg6:NH1
E25K/K27E-SK2 17 Arg6 Gly362:0 Arg6:NE
Tyr361:0 Arg6:NH2
Asp363:0 Argl3:NH2
Asp363:0 Argl3:NH1

La notacion de la tabla indica residuo, nimero y atomo entre los que se forma un enlace de

hidrégeno.

En la tabla 4 también se identifican los enlaces de hidrégeno formados con los residuos del
filtro de selectividad. El nimero total de interacciones se refiere al nimero total de puentes
de hidrdégeno entre los péptidos y el canal SK2. La tamapina y la doble mutante de tamapina
presentan un ndmero mayor de interacciones que la silatoxina, como sugeria el analisis
electrostéatico. El residuo Gly360 estad demasiado impedido estéricamente para interaccionar
con las toxinas.

Una subunidad del canal SK2 pesa 63.76 kD. EIl canal tiene cuatro calmodulinas de 16. 838
kD cada una, segun UniProt, y las toxinas pesan alrededor de 3 kD. El peso aproximado del
sistema es de 325 kD, sin contar la membrana lipidica. Debido a que la dindmica molecular
del canal completo ocupa demasiados recursos computacionales, el estudio se restringio al

poro y vestibulo del canal.

6.4 Dindmica molecular

Los enlaces que se forman con el residuo Gly362 son de especial interés, puesto que con
estos el que el residuo de Lys27 de la estructura de Barenjee forma enlaces de hidrégeno. La
dindmica molecular tiene como objetivo observar si estos enlaces se conservan pasado el
tiempo de dindmica molecular, esto indicaria que los enlaces de hidrégeno del residuo 6 de

Arg con el canal SK2 son favorables a lo largo del tiempo para bloquear el canal SK2.
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lustracion 16. Conformacién tipica adoptada por las toxinas en el acoplamiento molecular.

Se muestra el poro del canal SK2 y en color rojo la toxina tamapina insertando el residuo Arg 6 en
el filtro de selectividad del canal. En color verde se muestran los lipidos de la membrana y también
se observan algunos iones.

6.4.1 RMSDyRMSF

La dinamica molecular tuvo una duracion de 50 ns para cada modelo elegido del
acoplamiento. A continuacion, se muestra el grafico de RMSD y RMSF de los tres sistemas
con el canal SK2. El gréafico de RMSD indica la desviacion de posicién a lo largo del tiempo
de la estructura respecto al modelo de acoplamiento (llustracion 17). Los graficos de RMSF
corresponden a la subunidad A del canal SK2, para identificar los residuos de mayor
movimiento en el canal (llustracion 18) y a las toxinas (llustracion 19), para comparar la

fluctuacién de cada residuo.
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lustracién 17. RMSD de los modelos de interaccion de las toxinas tamapina (negro), la silatoxina

(rojo) y E25K/K27E (verde).

Se observa una tendencia definida, sin cambios de amplitud significativos, a partir de 25 ns

para la silatoxina y E25K/K27E. En tamapina, se observa una oscilacion abrupta en 35 ns

gue podria significar un cambio de posicion.

En los tres sistemas se mantiene un valor por debajo de 0.35 nm. La silatoxina tiene una

tendencia creciente, es decir que es la que tiene un mayor nimero de cambios de movimiento.

Los movimientos mas notables se encuentran en las zonas de corte del poro (llustracion 17).

El resto de los residuos del canal SK2 mantiene un RMSD por debajo de 0.25 nm (llustracion

18).
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lustracion 18. RMSF de la cadena A del canal SK2 en la dinAmica molecular de tamapina, la
silatoxina y E25K/K27E.

Los residuos Tyr245y GIn338 muestran mayor fluctuacion al interaccionar con las tres toxinas,
especialmente en la silatoxina.

RMS fluctuation

0.7 I I =

—— Tamapina
— Silatoxina -
E25K/K27E

0.6

0.5

0.4

(nm)

0.3

XN“V oSE W

10 20 30
Residue

llustracion 19.RMSF de las toxinas tamapina, la silatoxina y E25K/K27E.

El grafico de RMSF muestra que los residuos con mayor fluctuacién de tamapina son Alal
y Glu24. En la silatoxina el residuo con mayor movimiento es His31. La doble mutante
presenta un comportamiento intermedio entre tamapina y la silatoxina: el movimiento de los
residuos Alal y Glu24 es importante pero menor a comparacion de la tamapina, al igual que

Tyr31 en la silatoxina.

6.4.2 Distancia de enlace

Tamapina

La distancia de enlace de los enlaces de hidrogeno se grafica a lo largo del tiempo para
analizar la ruptura, formacion o conservacion a lo largo del tiempo de estos. Especificamente,
los enlaces de hidrogeno entre los &tomos de oxigeno de Gly362 y Tyr361 del canal SK2,
que es el residuo mas externo del filtro de selectividad del canal y los residuos Arg 6 de cada

toxina.
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lustracién 20. Distancia de enlace a lo largo del tiempo de enlaces de hidrégeno formados después
de 50 ns de dinamica molecular de tamapina con el canal SK2

En el complejo de acoplamiento de tamapina, inicialmente, habia dos enlaces de hidrégeno
entre Gly362-Arg6 y dos enlaces de hidrogeno entre Gly362-Arg13. Durante el equilibrio y
la minimizacion de energia se perdieron los enlaces de hidrogeno con Argl3, es decir solo
se conservan dos enlaces de hidrogeno Gly362-Arg6. A pocos nanosegundos de iniciar la
dindmica molecular se observa que la distancia de enlace Gly362-Arg6 aumenta y a partir
del cuadro 350, es decir 35 ns, hay un cambio abrupto en la distancia de enlace que indica la
ruptura de estos enlaces. En el ultimo cuadro de la dindmica se encontraron dos enlaces de
hidrégeno Gly362-Argl3 formados a partir de 400 nanosegundos. En total se rompen los

enlaces entre el residuo Arg6 y se conservan con Argl3.

La silatoxina
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Este modelo no presentaba enlaces de hidrogeno con Gly362, pero si tres enlaces de
hidrégeno entre Tyr361 y Arg6. Se observa la formacion de dos enlaces de hidrogeno, a lo

largo del tiempo, entre Gly362 y Arg6.

Enlace de Hidrégeno Enlace de Hidrégeno

llustracion 21. Distancia de enlace a lo largo del tiempo de enlaces de hidrogeno formados después
de 50 ns de dinamica molecular de la silatoxina con el canal SK2.

E25K/K27E

El acoplamiento presentaba una interaccion Arg6 y Gly362, que se rompié en los primeros
nanosegundos de la dindamica. Al término, hay dos enlaces de hidrogeno formados entre estos

residuos y uno formado durante la mayor parte del tiempo.

Enlace de Hidrégeno

37



llustracion 22. Distancia de enlace a lo largo del tiempo de enlaces de hidrégeno formados después
de 50 ns de dinamica molecular de E25K/K27E con el canal SK2.

En la dindmica molecular se observé una ligera retraccion de las toxinas sin perder
interaccion con el FS, es decir, los enlaces de hidrogeno son mas favorables con el residuo
mas externo Gly362 que con Tyr361 debido a que se encuentra mas expuesto a la superficie
extracelular, este también es el residuo equivalente con el que la estructura resuelta de
Barenjee interacciona. Las interacciones Gly362-Arg6 de tamapina, la silatoxina y la doble

mutante se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 5. Resumen de las interacciones y su resultado a lo largo de 50 ns de simulacion de
dindmica molecular para los tres modelos de interaccion de las toxinas con el canal SK2.

Toxina Interaccion Resultado

Tamapina Gly362:0 Arg6:HH21 Interaccion perdida
Gly362:0 Arg6:HH22 Interaccion perdida

Gly362:0 Argl3:HH1 Interaccion perdida y formada

Gly362:0 Argl3:HH2 Interaccion perdida y formada
La silatoxina Gly362:0 Arg6:HH11 Interaccion formada
Gly362:0 Arg6:HH22 Interaccion formada

E25K/K27E Gly362:0 Arg6:HH11 Interaccion formada y perdida
Gly362:0 Arg6:HH22 Interaccion formada
Gly362:0 Arg6:HD2 Interaccion formada
Gly362:0 Arg6:NE Interaccion perdida

La notacién de la tabla indica el residuo, nimero y 4&tomo entre los que se forma un enlace de
hidrégeno.
En la tamapina los residuos Arg6 y 13 presentaron competencia de interaccion con el filtro
de selectividad del canal en los resultados de acoplamiento y la dindmica molecular muestra
que el residuo Arg6 interacciona con el filtro de selectividad del canal durante 35
nanosegundos, para luego cambiar al residuo Argl3, sugiriendo que esté su interaccion es
favorable sobre el residuo 6, o bien que ambos son aptos para interaccionar con SK2 ya que
Arg13 formo dos interacciones con el canal SK2 que se rompen durante la minimizacién y
equilibrio y se vuelven a formar pasado el tiempo de dinamica; las interacciones de Arg6
permanecieron un tiempo considerable de la dindmica. La silatoxina, interacciona con el
residuo Arg6 en todos los resultados de acoplamiento y este residuo permanecio sobre el FS
finalizado el tiempo de observacion prefiriendo formar dos enlaces de hidrogeno con Gly362

que con Tyr361. La doble mutante de tamapina E25K/K27E también presenta competencia
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de interaccién entre los residuos Argé y 13, pero a diferencia de la tamapina parece solo
presentar interacciones favorables con Arg 6, al igual que la silatoxina.

El caracter de la doble mutante de tamapina E25K7K27E presenta un comportamiento
dindmico intermedio entre tamapina y la silatoxina, como se mostro en el movimiento de
residuos del grafico RMSF, y el modo de union con el canal SK2 muestra mayor parecido
con la silatoxina que con tamapina como mostraron los resultados de acoplamiento y
dinamica molecular. El tiempo de dindmica molecular es suficiente para observar la ruptura
y formacién de enlaces, incluso de cambiar de residuo insertado en el filtro de selectividad

del canal como fue el caso de tamapina.

8) CONCLUSION

Se realizd el modelo de interaccion entre tamapina y el canal SK2 al insertar un residuo
basico de Arg en el filtro de selectividad del canal.

Se llevo a cabo un acoplamiento molecular para determinar el residuo més frecuente de
interaccién mediante la simulacion por dinamica molecular para determinar la estabilidad del
sistema con la interaccion Arg6 en el filtro de selectividad.

El residuo Argl3 es estable sobre el residuo Arg6, de acuerdo con el analisis de ruptura y
formacion de enlaces de hidrégeno durante la dinamica molecular.

La silatoxina y la doble mutante de tamapina E25K/K27E presentan un modelo estable de
interaccion entre el residuo Arg6 y el canal SK2.

El comportamiento de la doble mutante E25K/K27E con el canal SK2 es similar a la

silatoxina y no a la tamapina.

9) ANEXOS

8.1 Anexo I. Servidor ClusPro
Ecuacién 3. Funcién de puntuacién de ClusPro

E = 0.40 Eyep + (—0.4 Eqp) + 1200 Egop + 1.00 Ep gps
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E rep Y E at denotan las contribuciones repulsivas y atractivas de energia de interaccion de
Van der Waals.

Eelec €5 un término de energia electrostatica.

E pars representa contribuciones de desolvatacion, es decir, el cambio de energia libre

debido a la eliminacion de las moléculas de agua de la interfaz.
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