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Resumen

En este trabajo estudiamos el proceso de apertura de dos canales iénicos
sensibles a voltaje, el Kv1.2 y el Kv1.2/2.1 quimera. Para ello, propo-
nemos una representacion bidimensional del poro de éstos, donde consi-
deramos sus paredes como barras elasticas empotradas en un extremo y
libres en el otro, sujetas a potenciales que actiian de forma puntual sobre
éstas. Elaboramos un modelo reducido donde las barras se encuentran
bajo la accién de dos potenciales de tipo Lennard-Jones, uno actuando
en el centro de éstas y otro en el extremo libre. La forma de cada poten-
cial estd modulada por un pardmetro cuyo valor representa la posicién
del sensor de voltaje del canal, y que se modifica de acuerdo al estado
conformacional del mismo. Una vez establecido el sistema, determinamos
su Lagrangiano, calculamos las ecuaciones de movimiento, encontramos
todas las soluciones estacionarias y analizamos su comportamiento con
respecto al parametro. Al construir el diagrama de bifurcacién del sis-
tema mostramos que éste es biestable: existen dos estados estables que
representan al poro en sus conformaciones abierta y cerrada. Entendido
el modelo simple, lo extendemos a un niimero arbitrario de potenciales
y planteamos dos ejemplos donde se observa multiestabilidad. Posterior-
mente, hacemos un estudio detallado de las estructuras disponibles de
los dos canales y establecemos cudles son las interacciones relevantes en
el proceso de apertura, asi como su forma. Con dichas interacciones de-
terminadas, adaptamos el modelo a las estructuras y construimos los
diagramas de bifurcacién correspondientes, concluyendo que el proceso
de apertura se lleva a cabo de forma biestable. Por ltimo, validamos el
modelo al incluir mutaciones y reproducir con éste los resultados obser-
vados experimentalmente.



Abstract

In this work, we study the gating process of the voltage sensitive potas-
sium channels Kv1.2 and Kv1.2/2.1 chimera. To this end, we propose
a bidimensional representation of the pore, where we consider its walls
as elastic beams hinged in one end and free on the other, under the ac-
tion of pointwise potentials. We elaborate a reduced model where two
Lennard-Jones potentials are acting on the beams, one near the middle
and the other on the free end. Each potential is modulated by a para-
meter, whose value represents the position of the voltage sensor of the
channel, and varies depending on its conformational state. Once the sys-
tem is established, we determine its Lagrangian, calculate its equations
of motion, find all the stationary solutions, and compute its bifurcation
diagram, which shows that the system is bistable: there are two statio-
nary states representing the pore in its open and closed conformations.
We then extend the system to an arbitrary number of potentials and
apply it to two examples where multistability is exhibited. Later, we do
a detailed study of the available channel structures and establish the re-
levant interactions of the gating process, determining their shapes. Next,
we adapt the model to these structures and construct the corresponding
bifurcation diagrams, concluding that the gating process is bistable. Fi-
nally, we validate the model by including mutations and reproducing
some experimental observations.
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Prefacio

Los canales iénicos son proteinas excitables de la membrana celular. Entre
sus funciones, producen y moldean las sefiales eléctricas en las células. Su sola
existencia en neuronas, miocitos, células gliales, espermas, conos y fagocitos,
nos da una idea de la importancia que tienen en los seres vivos. Su presencia
en nosotros es, vale decirlo, poética: miles de canales en concierto propagan
los impulsos que generan las células que inervan nuestra piel, comunicandonos
un abrazo, el calor de primavera o la presencia del mar.

Su descubrimiento y estudio no han sido distintos: peces diseccionados
hechos bateria y galvanémetros compuestos de patas de rana; hombres de bata
haciendo latir corazones inmersos en soluciones salinas y cientificos extrayendo
nervios de calamares adquiridos en el mercado. Y asi la historia.

Con esta tesis, acercamiento matematico inico, modestamente me adhiero
a las honrosas filas de poetas y cientificos locos, esperando que algtin lector
encuentre en la metafora, las patas de una rana.

MTW, Noviembre 2014
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Introduccion

No hay en la condicién humana nada més desconcertante
que el hecho de que se pueda significar y/o decir algo.

GEORGE STEINER

La célula es considerada la unidad fundamental de la vida. El cuerpo de un
humano adulto estd compuesto por entre 10'2 y 10 células [12], y la ca-
pacidad de éstas para medir su entorno y comunicarse es primordial en el
funcionamiento del organismo. Hablamos de unidad fundamental ya que la
célula esta envuelta en una capa delgada que la separa del ambiente, conocida
como membrana celular. Si bien esta capa le provee estructura y proteccion,
también impide el libre acceso de sustratos ionizados y la salida de produc-
tos de desperdicio. Para lidiar con este problema, se han ido desarrollando
distintos mecanismos de transporte a la par de la evolucién de la membrana
celular. Por ejemplo, las bacterias Gram-negativas cuentan con unas proteinas
llamadas porinas, que son canales suficientemente grandes para dejar pasar
metabolitos pequenos y suficientemente pequenos para impedir la salida de
macromoléculas [96].

Con maés de tres billones de anos de evolucion, las células cuentan con
una complejidad asombrosa. En particular, la membrana celular ha pasado
de ser una simple capa de plasma a una pelicula dindmica poblada de nume-
rosas proteinas, cada una de intrincada estructura y funcién especifica [108];
aquéllas encargadas del transporte estan tradicionalmente divididas en dos
tipos: transportadores y poros [48]. Los transportadores se encuentran fijos en
la membrana y sus sitios de acoplamiento estan expuestos alternadamente al
interior o exterior de la célula; cuando el soluto se acopla al transportador,
éste sufre un cambio conformacional que lo traslada al interior (o exterior)
de la célula. Por otro lado, los poros son tuneles angostos, llenos de agua y
altamente selectivos, permeables a una reducida clase de iones pequenos; de-
pendiendo de estimulos especificos, los poros se abren o cierran, permitiendo
el paso de iones a través de la membrana celular.
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VIII

Practicamente toda actividad que llevan a cabo los animales involucra
el trabajo en concierto de miles de canales idnicos,, algunos sensibles a la
temperatura, otros a la presién, otros mas al voltaje. Por medio de éstos, la
membrana celular es capaz de regular el flujo de iones que entran o salen de
la célula, y son piezas clave para producir y propagar senales eléctricas en el
tejido cardiaco, muscular y en el sistema nervioso. Trabajando en conjunto
con proteinas transportadoras, permiten a la célula establecer una diferencia
de potencial entre ella y su entorno y modificar este potencial para provocar
una accion: la generacién y propagacién de una senal eléctrica en un axon; la
contraccién y dilatacién en una célula cardiaca; la deformacién mecanica en
un espermatozoide.

La membrana celular cuenta con un nicleo hidrofébico delgado, compuesto
de una capa aceitosa que la provee de una permeabilidad inherente. La ten-
dencia de los solutos a moverse de una lado a otro de la membrana obedece las
leyes de difusién de Fick [37], que establecen que el flujo difusivo de solutos va
de una regién de mayor concentracién a una de menor concentracién en direc-
cién de su gradiente, y que la razén de concentracién que entra en un volumen
es igual a la que sale. Si el tnico mecanismo de transporte de iones fuera la
difusién pasiva se esperaria que, en condiciones de equilibrio, la concentracién
de solutos de un lado y otro de la membrana fuera la misma. Sin embargo, la
concentracién de sodio (Na™) dentro de la célula de un mamifero es de entre
5y 15 mM y 145 mM fuera de ella, es decir, hay entre diez y treinta veces
més Nat fuera de la célula que dentro de ella. Para el potasio (K*) ocurre
lo contrario: hay entre diez y treinta veces méas KT en el interior de la célula
que en el exterior [5]. Existen dos proteinas fundamentales que mantienen esta
diferencia de concentraciones: unos canales conocidos como canales de fuga de
potasio [41,42] y una bomba llamada Na™/KT—~ATPasa [105]. Los primeros
siempre estan abiertos y permiten el libre fluyjo de K+, hasta que la tenden-
cia de los cationes a abandonar la célula es balanceada por la atraccion a los
aniones dentro de ella, y la segunda, por medio de ATP, saca tres Na™ y mete
dos KT en contra de sus gradientes de concentracién.

El exceso de iones positivos sobre iones negativos entre un lado y otro
de la membrana establece un potencial conocido como potencial membranal.
Las tnicas moléculas que pueden cruzar la membrana por difusion pasiva son
el agua, pequenos solutos con carga neutra y gases [108]; el resto necesita de
proteinas especificas como la bomba de Na™ /K*. La condicién de que la suma
de todos los flujos de iones sea cero define el potencial de reposo de la célula.
Este potencial es del orden de —50 a —80 mV [5], y establece la conformacién
de las proteinas transmembranales sensibles a voltaje.

En la membrana celular existen diversos tipos de canales idnicos. Cada ca-



nal es una molécula excitable y actia de manera especifica ante algtiin estimu-
lo: un canal sensible al voltaje detecta el cambio en el potencial membranal;
uno sensible a ligandos responde a la presencia de un mensajero quimico, por
ejemplo un neurotransmisor. Como respuesta, el canal se abre o cierra, permi-
tiendo o bloqueando el flujo de iones por su poro. El poro tiene permeabilidad
selectiva, por lo que s6lo una clase restringida de iones lo atraviesa [48]. Nu-
merosos sucesos se desarrollan explotando la diversidad y el funcionamiento
de los canales i6nicos. Por ejemplo, el proceso bioquimico de fotorecepcion
empieza cuando moléculas del pigmento visual, llamadas opsinas, que se en-
cuentran dentro de la membrana de los conos y bastones, absorben luz a
ciertas longitudes de onda [113]. La estimulacién de las opsinas provoca el
cambio conformacional de una parte de ellas, llamada retinal, que da lugar a
una cascada de eventos que culmina con la creacion de una molécula llamada
guanosin monofosfato ciclico (¢cGMP). Los fotoreceptores tienen una coleccién
de canales i6nicos activados por nucleétidos ciclicos (CNG) que, en la pre-
sencia de cGMP, se abren para permitir que iones positivos de Na™ entren a
la célula, haciéndola mas positiva en carga. En la oscuridad, estos canales de
sodio activados por cGMP se encuentran abiertos; al ser estimulados por la
luz, los fotoreceptores se tornan mas negativamente cargados. Este cambio en
el potencial membranal es la primera senal eléctrica de que hemos visto la luz,
y es comunicada a otras células de la retina [113].

La membrana de todas las células eléctricamente excitables cuenta con
canales i6nicos sensibles al voltaje. Cuando un estimulo causa la suficiente
despolarizacién de la célula —esto es, un cambio en el potencial membranal a
un valor menos negativo dentro de ella—, provoca que canales de Na™ sensibles
al voltaje se abran repentinamente, permitiendo un influjo de Na™. El aumen-
to en la carga positiva despolariza la membrana ain mas, abriendo un mayor
nimero de canales de Na™, incrementando la despolarizacién. Este proceso
de amplificaciéon continta hasta que el potencial eléctrico cambia localmente,
del potencial en reposo (cerca de —70mV) hasta casi el potencial de equilibrio
del Nat (alrededor de +50mV). Para prevenir que la célula alcance un nuevo
estado en reposo con todos sus canales de Na™ abiertos, éstos se inactivan,
bloqueando un mayor influjo de Na™; adicionalmente, otro tipo de canales
sensibles a voltaje, los canales de K+, se activan permitiendo el eflujo de KT,
repolarizando rapidamente la célula [48]. Este mecanismo es explotado por las
neuronas para propagar potenciales de accién: un estimulo lo suficientemente
grande para despolarizar la region del cono axdénico provoca que los canales
de Na™ sensibles al voltaje se abran, permitiendo la difusién de Na™' hacia el
ax6n; el aumento de Na™ despolariza la siguiente seccién del axén, induciendo
la apertura de més canales, el influjo de més Na™ y su difusién a la siguiente
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regién. El proceso se repite generando un frente que se propaga unidireccio-
nalmente a lo largo del axén. Localmente, los canales de Na™ se inactivan
impidiendo un mayor influjo y entonces los canales de K™ sensibles a volta-
je se activan, posibilitando el eflujo de KT, hiperpolarizando esta regién del
axoén; asi, el potencial de accién es un pulso eléctrico que se propaga hasta la
terminal axénica por medio de cientos de canales i6nicos [63].

En una serie de articulos publicados en el Journal of Physiology, Alan
Hodgkin y Andrew Huxley establecieron un marco en el cuél es posible des-
cribir estructural y funcionalmente los canales i6nicos [49-53], incluyendo los
mecanismos de permeacién de iones, selectividad y apertura. En su traba-
jo, Hodgkin y Huxley fueron capaces de explicar y describir la generacion y
propagacion del potencial de accién. Estudios subsecuentes mostraron que los
canales i6nicos son proteinas que cuentan con un poro conductor de iones
con una compuerta intracelular y una region extracelular con selectividad a
cierto tipo de iones [3,47]. Por medio de clonacién molecular, fue posible ob-
tener la secuencia de aminodcidos de las subunidades del receptor Ach [86],
el canal de Nat de la anguila [84] y la secuencia primaria del canal Shaker
de KT [65,91,111]. Estas secuencias mostraron que los canales de Na™, K
y Ca?t estdan compuestos de seis segmentos transmembranales, que estdn re-
petidos cuatro veces en el mismo polipéptido en los canales de Nat y Ca?*,
y ensamblados de cuatro polipéptidos iguales en los canales de K'; patrones
en las secuencias revelaron que el segmento S4 funciona como sensor y que el
lazo de retorno entre los segmentos S5 y S6 constituye la base de conduccion
y activacién de los canales de Kt [45,46], Na™ [85] y Ca™t [121].

Hasta antes de 1998, toda la informacion estructural sobre los canales habia
sido alcanzada de manera indirecta. Haciendo un trabajo asombroso, Roderick
MacKinnon y sus colaboradores fueron los primeros en obtener la estructura
cristalizada de un canal de K* [33]. Usando el canal bacterial KcsA, el grupo
de MacKinnon fue capaz de determinar la posicién de casi todos los atomos
que lo conforman. Este resultado marca un hito en el estudio de los canales
iénicos; por primera vez es posible examinar la relacién entre estructura y
funcidn.

La estructura cristalizada obtenida por MacKinnon muestra las cuatro
subunidades entrelazadas por segmentos transmembranales que cierran el po-
ro en el lado intracelular. En el centro del poro reside una cavidad acuosa y
en la parte superior se encuentra el filtro de selectividad, corroborando las
prediciones biofisicas hechas décadas anteriores. Numerosas estructuras se re-
solvieron posteriormente [11], pero fue de nuevo el grupo de MacKinnon el
que obtuvo por primera vez la de un canal sensible a voltaje, el KvaP [62]. La
estructura causé mucha controversia, pues aunque la regién del poro era muy



similar a la del KcsA, el dominio sensible al voltaje se encontré en una con-
formacién que contradecia las observaciones experimentales [11]. Cuando el
grupo obtuvo la estructura del Kv1.2, un homélogo mamifero del Shaker [75],
ésta mostré al dominio sensible al voltaje en una conformacion acorde a los
datos biofisicos, sugiriendo que la estructura del KvaP no se encontraba en su
conformacién nativa [11]. Todo este trabajo hizo a MacKinnon acreedor del
premio Nobel en el 2003.

Figura 1: Estructura cristalizada del canal i6nico sensible a voltaje Kv1.2/2.1 quimera en
su estado abierto. El canal estd compuesto por cuatro subunidades, y cada subunidad por
seis a-hélices. En azul claro, el sensor de voltaje, en azul oscuro, el linker, en morado el poro
exterior, en verde el poro interior, y en amarillo el filtro de selectividad. El sensor de voltage
de una subunidad adyacente no se muestra.

El mecanismo de activacién de los canales iénicos dependientes de voltaje
sigue siendo elusivo. Numerosos estudios experimentales y computacionales
han dado mucha informacién al respecto. Se sabe que el canal cuenta con un
segmento cargado (el segmento S4) que es sensible al cambio en el potencial
membranal. Cuando éste se modifica, el sensor se mueve, lo que permite al poro
abrirse o cerrarse [16]. La manera en que el movimiento del sensor resulta en la
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apertura del poro es un tema de amplio debate, y es el problema fundamental
que aborda este trabajo.

LADO EXTRACELULAR

0000

o

(0
54-55

LADO INTRACELULAR

(a) Estado cerrado. (b) Estado abierto.

Figura 2: Caricatura del proceso de apertura de un canal iénico sensible al voltaje. En el
potencial de reposo, el sensor de voltaje se encuentra en una posicién que mantiene cerrado
al canal. Cuando el sensor se mueve, el canal se abre.

En la actualidad existe mucho trabajo en la modelacién de canales i6nicos.
La cinética iniciada por Hodgkin y Huxley ha sido extendida con procesos de
Markov, teoria de transiciones de fase y modelos discretos, entre otros [104].
Se conocen estructuras cristalizadas que proveen un punto de partida para
las simulaciones de dindmica molecular [109] y fisica estadistica [32], enfoques
utilizados para estudiar la permeabilidad y apertura. Estos métodos han si-
do muy exitosos para explicar innumerables experimentos, asi como algunos
mecanismos de accién en la apertura de los canales [104], pero no han sido ca-
paces de determinar la manera en que el dominio sensible al voltaje se acopla
con el poro y cudl es la relacién entre la activacién del sensor y la apertura de
éste [115].

En este trabajo, proponemos un modelo de mecanica de medios continuos,
con la finalidad de describir la transiciéon que lleva a cabo el poro para ir del
estado cerrado al abierto. Este enfoque nos permite estudiar las posiciones de
equilibrio del poro como un problema de bifurcacién.

En el primer capitulo, basados en la literatura disponible tanto en fisio-
logia, como en dindmica molecular, establecemos la estructura y funciona-
miento de los canales iénicos de potasio sensibles a voltaje. Posteriormente,
planteamos un modelo matematico unidimensional que reduce la dindmica
del poro del canal a la ecuacién de una barra empotrada en un extremo y
libre en el otro, sujeta a dos potenciales de Lennard-Jones que actian de
forma puntual en la misma, uno en el centro de la barra y el otro en el ex-



tremo libre. Proponemos la forma en que estos potenciales varian conforme
el voltaje en la membrana cambia, estableciendo las ecuaciones de movimien-
to para el sistema. Usando consideraciones experimentales, calibramos dichos
potenciales y estudiamos el problema estacionario. Para ésto, encontramos las
soluciones estacionarias y establecemos una equivalencia entre la ecuacién di-
ferencial parcial y un sistema de dos ecuaciones trascendentes acopladas. Una
vez reformulado el problema, estudiamos la estabilidad lineal de las soluciones
estacionarias y derivamos un conjunto de condiciones suficientes que la garan-
tizan. Posteriormente, estudiamos el problema estacionario usando la teoria
de bifurcaciones, determinamos cuando el sistema es biestable o multiestable,
y relacionamos estos resultados con las observaciones experimentales.

En el segundo capitulo, extendemos el modelo a un nimero arbitrario de
potenciales que actian de manera puntual en la barra. De forma detallada,
encontramos las soluciones estacionarias y establecemos la equivalencia entre
la ecuacién diferencial parcial que rige el sistema y un sistema de ecuaciones
trascendentes acopladas. Con dos ejemplos, exhibimos que los potenciales de
tipo Lennard-Jones generan multiestabilidades. De nuevo, establecemos con-
diciones suficientes para la estabilidad lineal de las soluciones estacionarias vy,
aplicando un esquema de Crank-Nicolson adecuado, obtenemos un algoritmo
para encontrar soluciones numeéricas al problema dindmico.

En el tercer capitulo, usando las estructuras conocidas para los canales en
cuestion, estudiamos el tipo de interacciones entre las diferentes componentes
del poro. Establecemos una configuracién de referencia en coordenadas ade-
cuadas para reducir el problema tridimensional a uno unidimensional y, en
este marco, aplicamos el modelo. Para determinar la forma del potencial que
ha de actuar sobre él, enunciamos las ecuaciones de la dindmica molecular y
hacemos un andlisis de las interacciones entre las diferentes componentes del
poro. Haciendo uso de la férmula de Poisson, determinamos el comportamien-
to de sumas de potenciales tipo Lennard-Jones y proponemos los potenciales
que actiian sobre el modelo. Después, aplicamos el mismo en tres escenarios di-
ferentes, obteniendo los diagramas de bifurcacién de cada uno y establecemos
bajo qué condiciones hay biestabilidad. Para probar el modelo, incorporamos
la nociéon de mutaciones y vemos cémo se comporta bajo éstas, comparandolo
con resultados experimentales. Por ultimo, analizamos una regién especifica
del poro y, a través del modelo, hacemos una prediccién de su funcién en el
proceso de apertura.

XIII






Capitulo 1

Un modelo simple

Los canales i6nicos sensibles a voltaje constituyen la base molecular y mecani-
ca de la actividad eléctrica de las células excitables; son responsables de la
comunicacién neuronal, contraccién muscular, secrecion hormonal y deteccién
sensorial, entre otros procesos. De estos canales, los sensibles a potasio (KT)
contribuyen mayoritariamente a mantener el potencial en reposo de la célula,
a repolarizarla después la generacién de un potencial de accién, y a la de-
terminacién de la frecuencia de generacién de estos potenciales en las células
excitables [48].

1.1. Estructura y funcion

Los canales iénicos de potasio sensibles a voltaje (Kv) estdn compuestos de
cuatro subunidades, cada una con un dominio dentro de la membrana que
contiene seis segmentos transmembranales (S1-S6), y términos amino y car-
boxil en el lado intracelular [75]. Cada subunidad dentro del tetrdmero cuenta
con un dominio sensible a voltaje (VSD, por sus siglas en inglés), formado por
los segmentos S1 a S4, mientras que el poro estd compuesto por los segmentos
transmembranales S5 y S6. Los dominios estan ligados covalentemente por
una pequena a-hélice denominada linker S4-S5, como se muestra en la figura
1.1. Curiosamente, tanto el VSD como el poro son médulos proteicos que pue-
den, en principio, funcionar independientes el uno del otro; variantes de éstos
aparecen de manera separada en otras proteinas donde experimentan cam-
bios conformacionales muy similares a los que sufren en los canales sensibles
a voltaje [4,77,82,93].

La manera en que se acoplan los dominios de los canales Kv no estd com-
pletamente entendida [13,115]. Se ha mostrado que dos interfaces distintas son
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(a) Vista lateral. (b) Vista extracelular.

Figura 1.1: Representacién de lazo del VSD y el poro del canal Kv1.2/2.1 quimera (PDB
2R9R) en estado abierto [76]. En azul claro se muestran los segmentos S1 a S4 correspon-
dientes al VSD. En amarillo, el filtro de selectividad. En azul oscuro, el linker S4-S5. En
magenta el poro exterior formado por los segmentos S5 y en verde el poro interior formado
por los segmentos S6.

importantes entre el VSD y el poro; la primera involucra un conjunto estatico
de interacciones entre el S1 en el VSD y la porcién extracelular del S5, y se
cree que da soporte para la transferencia efectiva entre los dominios [72]. La
otra es una superficie de contacto que se encuentra entre unidades adyacentes,
e involucra un conjunto de interacciones entre regiones intracelulares del S5,
el S4-S5 y la parte baja del S6 [69,73,78,107,114]. De estas regiones, el linker
S4-S5 parece ser especialmente importante: interacciones especificas entre el
linker y la porcion C-terminal de los segmentos S6 de su misma subunidad,
asi como de una de las subunidades adyacentes, han mostrado ser necesa-
rias para la apertura dependiente de voltaje en el poro [23,69, 78,82, 114].
El planteamiento general es que un pequeno giro y rotacion del linker S4-
S5, causada por el movimiento dependiente de voltaje del S4, jala o empuja
los extremos intracelulares del S6 para abrir o cerrar el poro [69,78,82]. La
funcién del linker S4-S5 parece ser la misma entre otros canales, como los
canales Kv tipo Shaker [69,78,82], canales activados por hiperpolarizacién
(HCN) [19, 28], hERG [36,114], KCNQ1 [23,79] y los canales permeables a
Nat [83] y Ca?t [117] sensibles a voltaje.

Si bien el papel que juegan el linker S4-S5 y el S6 en los procesos de aco-
plamiento y apertura estd bien establecido, la naturaleza del mecanismo por
el cual el linker “empuja” o “jala” al S6 no se ha comprendido. Las simulacio-
nes en dinamica molecular han mostrado ser herramientas ttiles para estudiar
este problema [35,38,60,67,115], pero son técnicamente demandantes y re-
quieren de mucho tiempo de cémputo. Mas aun, contienen tanta informacion
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que puede ser dificil extraer los pardmetros fisicos méas relevantes si no se sabe
dénde mirar.

1.2. El proceso de apertura

Durante mas de veinte anos, una gran cantidad de datos tanto funcionales
como estructurales ha sido obtenida para los canales Kv. Esta informacién ha
dado un panorama general de como funcionan estas proteinas: la habilidad del
VSD para cambiar de conformaciéon como funcién del potencial transmembra-
nal depende principalmente del segmento transmembranal S4, que contiene
un conjunto de aminodcidos cargados positivamente que interactian directa-
mente con el campo eléctrico transmembranal [2,97,102]. En un cambio de
voltaje, el segmento S4 lleva a cabo una serie de movimientos que resulta en
la translocacién de sus cargas a través del campo eléctrico transmembranal,
cambiando de un estado activado a potenciales de despolarizacién a un esta-
do desactivado a potenciales negativos [10]. Informacién funcional indica que
cuando la membrana se despolariza, los sensores de voltaje alcanzan la posi-
cién de activacién de manera independiente [40,80]. Cuando todos los sensores
han alcanzado el estado de activacién, el canal sufre un ltimo conjunto de
transiciones conformacionales concertadas que llevan a la apertura del poro,
y que estéan asociadas con la translocacién de alrededor del 15% de la carga
total del canal [71,88].

La apertura del poro involucra un cambio en su didmetro interno que re-
quiere la reorganizacién de los cuatro segmentos que lo componen, y que for-
man un sello hidrofébico en la porcién maés intracelular del estado cerrado del
canal [29,54]. En los canales Kv tipo Shaker, estos cambios conformacionales
estan relacionados con la torsion del segmento S6 en un punto de rompimien-
to cerca de la mitad de éste, generado por el motivo Prolina-Valina-Prolina
(PVP) [60,75,118]; en esta regién, la flexibilidad de la a-hélice cambia nota-
blemente, pues es incrementada por las prolinas [8,22,25,34,66], haciendo que
el motivo funcione como una bisagra. Cuando la membrana se repolariza, el
canal primero sufre un conjunto de transiciones concertadas que lo cierran vy,
finalmente, cada sensor de voltaje regresa a su posicién de reposo de manera
independiente.

El mecanismo de acoplamiento entre el VSD y el poro depende basicamente
del balance de fuerzas entre las interacciones de los segmentos S6 y los linkers.
A diferencia de los movimientos intrinsecos del VSD, los cambios conforma-
cionales de las regiones responsables del mecanismo de acoplamiento, asi como
las contribuciones energéticas de las interacciones resultantes han permane-
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PVP
S4
0\

54‘55

(a) Poro en el estado cerrado.

(b) Poro en el estado abierto.

Figura 1.2: Caricatura del proceso de apertura del poro. Cuando el potencial membranal
estd en equilibrio, el sensor de voltaje (S4) se encuentra en una posicién tal que el poro
interior (formado por los segmentos S6) estd cerrado. En presencia de un campo eléctrico lo
suficientemente grande, el sensor de voltaje se reacomoda de tal forma que, por medio del
linker S4-S5, ejerce una fuerza sobre el poro interno, provocando que éste se doble en su
motivo PVP, que actiia como una bisagra, efectivamente abriéndolo.

cido fuera del alcance experimental. Para entender los principios fisicos mas
relevantes que pueden ser responsables en el acoplamiento en los canales Kv,
y predecir el movimiento a escalas mayores a las de la dindmica molecular, se
ha construido el modelo matematico que se expone a continuacion.
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1.3. El modelo

Con el objetivo de encontrar los mecanismos subyacentes al proceso de aper-
tura y cerrado del canal, se estudiarda una representacién unidimensional del
movimiento de los segmentos S6, responsables de la apertura y cierre del poro,
donde se consideran sus principales caracteristicas.

El segmento S6 puede ser modelado como una estructura eldstica, pues la
longitud L del S6 en los canales Kv es de ~ 30 A [75], que es mucho menor que
la longitud de persistencia l, ~ 100 nm de una a-hélice [1,21]. Asi, el segmento
S6 puede ser considerado una barra elastica con energia de deformacién W

dada por
 kgTl, /L 9%u\?
W (u(z,t)) = >/, \am2 dx, (1.1)

donde u(x,t) es la posicién del punto x del segmento S6 al tiempo ¢, kp la
constante de Boltzman, y T' la temperatura, como se muestra en la figura 1.3.
Esta ecuacién representa la energia de deformacién de una viga con médulo de
flexién B = kgTl, [112], donde el segmento S6 sélo realiza movimientos en el
plano. Se presume que la porcién del S6 localizada arriba de la bisagra formada

R,

u(x)

Figura 1.3: Representacién del segmento S6 como una barra unidimensional empotrada,
donde p es la posicién de la bisagra y L la longitud de la barra.

por el motivo PVP es relativamente rigida ante la apertura del canal [61,123].
Consistentemente, la distancia entre subunidades opuestas en el motivo PVP
varfa entre 1 y 2 A entre los estados abierto y cerrado [67]. En cambio, la
porcion inferior de la hélice lleva a cabo una amplia translaciéon al pasar de
un estado al otro. Una manera simple de modelar este comportamiento es
considerar que las interacciones que preservan la estructura estdn concentradas
en el motivo PVP, mientras que las interacciones que abren y cierran el poro
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actiian en el C-termino del S6 (la punta de la viga). Las interacciones de tipo
estructural representan principalmente interacciones hidrofébicas atractivas
entre las hélices S6, y las interacciones de apertura y cerradura son aquellas
entre la porcion C-terminal del S6 y el linker S4-S5. Si suponemos que las
interacciones estructurales y de apertura/cerradura dependen s6lamente de la
posicion del S6, entonces la energia potencial del segmento estd dada por

V(u(z,t)) = W(u(z,1)) + Us(u(p, t)) + Ug(u(L, 1)), (1.2)

donde p es la posicién de la bisagra sobre el S6, U, es el potencial que preserva
la estructura, que asumimos esta concentrado en x = i, y Uy es el potencial de
compuerta, que suponemos acttia en el extremo libre del segmento. Los estados
estacionarios del poro pueden ser determinados al extremizar el Lagrangiano
del sistema, que estda dado por

L 2y 2
Clulent) = ~Uilutn) = Uiz - 5 [ (55) do (3)

Para describir las soluciones estacionarias del sistema, es necesario proporcio-
nar las condiciones de frontera para los posibles extremales. Asi, suponemos
que el extremo extracelular del S6 estd empotrado [75], mientras que el extre-
mo intracelular esta libre.

De este modo, podemos encontrar las ecuaciones de Euler-Lagrange del
sistema para funciones en el espacio X = {u(x) € C°[0, L] | u(0) = R, v/(0) =
0}, donde R es el valor del radio extracelular del poro (ver figura 1.3). Sea
h(z) € X una variacién, tenemos que

Llu+h) = £(u) = [Ul(u(p)) = Bu" (") + Bu" (u") | () + Bu” (5™ )W (”)

— Bu (i) (5) + [Uf(w(L)) = Bu"(L) | h(L) + Bu"(L)h(L)
+B /“ u® (z)h(z)dx + B ! u™ (2)h(z)dz + o(|h)?). (1.4)
0 H

donde p* =1im, ,,+ z, y | - | es la norma del supremo [59].

Extremizando el funcional y determinando las condiciones naturales de la
barra [59], las configuraciones de ésta en el estado estacionario estdn dadas
por las soluciones del problema

0<z<u,
W@ (z) =0, TeH (1.5a)
p<x<l,
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uw(0) =1, 4/(0)=0, «'(1)=0, «"(1)- )\gUé(u(l)) =0, (1.5b)
u(pm) =0, W'(uh) =0, W"(u") =" (W) + AUg(u(p) =0, (1.5¢)
donde hemos introducido las variables adimensionales

x— Lr, p— Lp u(r)— Ru(x), Us(u(x))— EsUs(u(z)),
Ug(u(z)) = EgUy(u(z)),

E,, E, son valores caracteristicos de las energfas potenciales estructural y de

compuerta, y

L3Eq,
BRZ2

son dos constantes adimensionales que contienen la informacion fisica del sis-

tema. Notemos que para admitir soluciones C'[0, L], debemos modificar las

condiciones (1.5¢) por

As,g = (1.6)

W () = (@) =0, (u) — (1) = 0,
—u =0.

)~ () 4 MU () ()

Asi, sélo falta determinar la forma de las energias Us y U, para investigar
el tipo de conformaciones que puede adquirir el sistema.

1.3.1. Los potenciales estructural y de compuerta

Las ecuaciones gobernantes del sistema son validas para cualquier tipo de po-
tenciales diferenciables. Una forma apropiada y simple de los mismos esta dada

por el potencial de Lennard-Jones, que es usado para describir las interacciones
de van der Waals [58, 64],

U(r) = 4e <:Z . Zg) : (1.7)

donde 265 determina la posicién del minimo de potencial y € su magnitud,
como se muestra en la figura 1.4. Podemos suponer que el potencial estructural
esta dado por

US(T) = 4)\5 <7”12 — ) 5 (18)

donde )\, = L?E, / BRQ, E; es valor minimo de U y o5 ha sido propiamente
adimensionalizado, y que el potencial de compuerta es, de hecho, dos poten-
ciales de Lennard-Jones superpuestos: el primero estabiliza al S6 en su estado
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Us(n)

o~

Figura 1.4: Potencial de Lennard—Jones dado por la ecuacién 1.7. El pardmetro e determina
el valor del potencial en el minimo y ¢ la posicién donde ocurre.

cerrado, y el segundo lo hace en el estado abierto. La manera en que inter-
actian estos potenciales debe depender de la posicién del sensor de voltaje y
del linker S4-S5, pues determinan el estado del poro. Ciertamente, lo mismo
podria decirse del potencial estructural, pero dado que el radio del poro en la
bisagra es similar en ambas conformaciones, no lo tomaremos en cuenta; en el
capitulo 3 discutiremos la validez y consecuencias de esta suposicién.

Atn con la forma de las interacciones determinada, seguimos enfrentando
un problema: cémo relacionar la posicién del linker S4-S5 con el cambio con-
formacional del poro. Pensdndolo de otra manera, tenemos el potencial en el
estado abierto y en el estado cerrado, y la pregunta es jqué pasa entre uno
y otro? Un método para estudiar la transicién del sistema de un estado a
otro es proponer una interpolacién entre ambos, introduciendo un parametro
de acoplamiento k € [0, 1], tal que el sistema tenga la energia de un estado
cuando k = 0 y del otro cuando £ = 1. Este método ha sido ampliamente
implementado en la dindmica molecular [39] y lo usamos para proponer el
potencial de compuerta

o2 o8 o1z of
Uylri ) = 4k | s = (0 H)G} +4(1 = k)A <T12 - T6> . (1.9)

donde A\, . = LgEO,C / BR?, E, . son los valores del minimo del potencial de
compuerta en las conformaciones abierta y cerrada respectivamente, H esta-
blece una barrera repelente en el lado opuesto del poro, y todos los pardmetros
han sido adimensionalizados. El parametro k se determina por la posicién del
linker S4-S5. Este aspecto del modelo puede ser visualizado de la siguiente
manera: el potencial que estabiliza al estado cerrado representa interacciones
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Ug(r)

k=0.07 N

Figura 1.5: Potencial de compuerta dado por la ecuacién 1.9. Para k = 0.07, el minimo
corresponde a la componente que estabiliza el estado cerrado. Cuando k = 0.78, el minimo
corresponde a la componente que estabiliza el estado abierto.

hidrofébicas y dipolares entre la parte inferior del S6 y el linker S4-S5 en el
estado cerrado, asi como con los S6 de las otras subunidades. Sujeto a despo-
larizacién, el linker se mueve y reorienta respecto al S6, de tal manera que los
puntos de interaccién cambian, causando que las interacciones que estabilizan
el cerrado se debiliten y se formen nuevas interacciones.

Cuando el sensor de voltaje esta en estado desactivado, y por lo tanto el
linker S4-Sb estd en tal posicion que la energia de cerradura es predominan-
te sobre la energia de apertura, tomamos k£ = 0. Cuando k = 1, el sensor
de voltaje estd acomodado de tal manera que la energia de apertura es pre-
dominante. En otras palabras, k£ es una funcién de la posicién del sensor de
voltaje, tomando valores entre 0 y 1. Bajo esta construccién, el potencial U,
es biestable, lo que da origen a una estructura muy especial a las soluciones
del sistema (1.5).

El dltimo paso para definir los potenciales es determinar estimados realis-
tas de los pardmetros. Las estructuras disponibles para los canales Kv [33,75,
76] y los modelos refinados de dindmica molecular [60,67], nos dan un estima-
do de la longitud del poro L ~ 30 A, un radio extracelular de R ~ 7.5 A y un
didmetro de ~ 12 A en el lado intracelular del poro cuando estd abierto y de
~ 4 A cuando estd cerrado. En la bisagra, localizada cerca de pu ~ 18 A sobre
el S6, el didgmetro del poro es de ~ 10 A. Usando estos valores como referencia,
determinamos que o5 = 0.59, 0. = 0.21, 0, = 0.29, 4t = 0.6 y H = 1, para los
parametros adimensionales.

Para estimar los valores de A, ., hemos usado los datos de la teorfa cinética
asociados con la tltima transicién del esquema de apertura 3 + 2/, propuesto
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por Shoppa y Sigworth [99]. El esquema 3 + 2’ asume que cada subunidad
en el tetramero pasa por tres transiciones independientes en las que el sensor
de voltaje alcanza el estado de activacién, seguidas por dos transiciones con-
certadas que llevan a la apertura del poro. En este contexto, las constantes
de transicién asociadas al dltimo movimiento concertado a 0 mV, ay y By,
reflejan la barrera energética necesaria para abrir o cerrar al canal, de acuerdo
con el siguiente esquema:

an
rCNfll 'ONa

Bn

2

donde Cpn_1 es el ultimo estado cerrado y Opn es el estado abierto. Para el
Shaker silvestre, las constantes de transicién ay y By a 0 mV estan estimadas
en an(0) ~ 7000 s~ y By (0) ~ 240 s~! [99]. Usando la ecuacién de Arrhe-
nius [70], tenemos que la constante de transicién k estd dada en términos de

la energia libre G por
AG

k= Ae *BT.

El cambio AG es la altura de la barrera para la transicién (= E.,), y el
prefactor v, que representa la tasa limite de difusion, ha sido estimado por A ~
2 us~—! para protefnas [17,122]. Juntando toda esta informacién, determinamos
que A, ~ 1.25 y A\, ~ 0.75.

En el caso del pardametro estructural Ag, no se conoce ninguna medicién ex-
perimental o estructural que lo estime. Para determinarlo, usamos el siguiente
razonamiento: si A\s fuera érdenes de magnitud mayor que X, ., el sistema (1.5)
acoplaria débilmente la parte superior del segmento con la parte inferior del
mismo, como se verd en el apartado siguiente; este fenémeno no es observado
en la realidad, pues la interaccion del S6 con el linker S4-S5 no es el dnico
factor que determina la activacion y apertura del canal; se ha mostrado que
interacciones del S5 y el S6 con el sensor de voltaje S4 y otras regiones del VSD
también son importantes en el proceso de apertura [73,99,103,107]. Adicional-
mente, se ha observado que la hélice del poro, el filtro de selectividad y la parte
superior del S6 tienen una influencia en la apertura por medio de comunica-
cién alostérica, posiblemente por transmisién de estrés mecanico [7,125,126].
Para asegurar el acoplamiento de la porcién inferior con el estado mecénico de
la porcién superior del S6, necesitamos que Ag sea del mismo orden que A, .
De este modo, cambios en la energia potencial estructural pueden llevar a la
apertura o cerradura del poro, sin importar la configuraciéon conformacional
del sensor de voltaje. Asi, tomaremos g ~ 1.
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1.4. Soluciones estacionarias

Una vez decidido el potencial, podemos resolver el sistema (1.5). Estas so-
luciones son interpretadas como las posibles configuraciones de equilibrio del
poro, vy seran interpretadas maés adelante como las conformaciones cerrada y
abierta. La solucién de la ecuacién (1.5a) estd dada por el polinomio de tercer
orden

u(z) = ur(z) = ar(z — p)® +bi(z —p)? + ez —p) +ui(p), 0<z<p, (1.10)
us(w) = az(x — 1)> + bo(z — 1)? + ca(w — 1) +ua(1), p<z <1,

donde las constantes del polinomio estan determinadas por las condiciones de
salto y frontera (1.5b) y (1.5¢) 6 (1.5¢*).
1.4.1. Soluciones clase C°

Al evaluar las condiciones lineales, se pueden determinar los coeficientes de
los polinomios. Asi

1_Ll('“)(g;_u)i% _ w(m—u) +ui(p), 0<a<p,

23 2
u(z) = (1.11)
=l ), pa<l

Las constantes u;(u) y ug2(1) las determinamos con las condiciones nolineales

A=) g ~o, (1.12a)
U, (ua(1); k) = 0. (1.12b)

La primera ecuacién siempre tiene una solucién 0 < u} < 2/65,; la se-
gunda tiene como soluciones u} = 21/6q, y uy = 2/65, parak =0y k =1,
respectivamente. Para 0 < k < 1, sea u7 ,(k) = u; , + dc0(k) donde d.,(k) es
pequeno. Entonces

Us(us (k)) = KU(u2) + 8.U7 (s ) + o(52(K),
UL 6)) = (1~ BYULGE) + 8,01 ) + o200,

por lo que existen dos soluciones

L P ) A (Y] (1.13)

K * T Uz k)

T sy

11
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de hecho, siendo que U (uf ,(k)) > 0, existe entre ellas una tercera solucién
u; (k).

En resumen, si £ = 0 o kK = 1, sélo existe una solucién, y si 0 < k < 1
hay, al menos, tres soluciones. En la siguente seccién estudiaremos el compor-
tamiento de las soluciones conforme el pardmetro k varia y determinaremos
su significado en términos del poro.

1.4.2. Soluciones clase C'!

Del mismo modo que para las soluciones clase C?, las soluciones continuamente
diferenciables son polinomios dados por la ecuacién (1.10). En este caso y por
razones que resultaran méas evidentes en el siguiente capitulo, vamos a evaluar
las condiciones lineales paso por paso, con la finalidad de dejar todas las
incégnitas en términos de ui(p) y ua(1). Asi, en z = 0 tenemos que

al 1 0
by | =ar |20 | +[1—wi(w)] | =5z | (1.14)
2 2
C1 1% _ﬁ
en r =y,
1
a 0 7=~z (w =17
by | =10 -2 " by | 4 [wa(p) —ue(D)] [ ==z | (1.15)
C2 0 p—1 =2 C2 yre=

yenx =1, by =0.
L 2T

Sean Vi = (aiabiaci)Ta W1 = (O’_P’_ﬁ ! 5 K )T

» W2 = (G — G i1
A la matriz dada en la ecuacién (1.15) y e; (¢ = 1,2, 3) los vectores unitarios
en la direccién correspondiente. Entonces podemos determinar a; resolviendo

Avy ey + [ul(,u) — ug(l)]Wg -eg =10 (116)

)

y todas las constantes quedan determinadas como funciones lineales de u1 ()
y ug(1):

a

_2(=2pP4ptl) (u—2)u—2
1= GG+ G ne () + Geaave(h),

— __ 9p-1) 3(p—=3) 6

L sy il ey e A Rl ey e R OO
_ _6p-1) | 3((p—9)p+2) 3

e TR = e i R ey e A O (1.17)
_ 3 ©n—3 2

a2 =~ oeae s T ezt () + e ue(),

b2 = 07

_ 3=l 3 3(2—p)
2 = Gmou ~ Gentennta (W + Gagen ve(L):
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Para encontrar los valores de uj(u) y u2(1), usamos las condiciones nolineales
del problema,

Pz+y =f(2), (1.18)
donde
6((u—3)u2+2)
_ (w(p) _ | ==z
z = <u2(1))’ y= (W )({% 2Zu?
(n=4)(p—1)p (1 19)
_ 12 6(3—) / '
P- (p=4)(p=1)2p3  (p—4)(p—1)%p f(z) = ~Us(21)
. 6(p—3) _ 12 ’ —U'(z) )"
(n=4)(n—1)%p (n—4)(u—1)2 g

Asi, hemos mostrado que encontrar soluciones del problema (1.5) es equiva-
lente a encontrar soluciones del sistema de ecuaciones trascendentes (1.18).

Notemos que hay una gran diferencia entre encontrar soluciones C% y C*,
pues en el Ultimo caso el sistema de ecuaciones trascendentes si estd acoplado.
Afortunadamete, la estructura del sistema nos permite ver de manera directa
sus soluciones. El conjunto de ecuaciones (1.18) se puede escribir como

Ul(ﬂ) = h11 + h12UQ<1) + )\sh13U;(u2(1))7

(1.20)
up(1) = hog + hogu (1) + AghasUf(ui(p)),

donde ,
hi1 = 3%:31)7 hig = —%, hig = %,
_ pP=3u?42 _ 2 _ pp=1)?(u—1)
hot = sy > b2 = ey hes = Sy

expresiones en las que uj(p) estd en funcién de uz(1) y viceversa. Esta estruc-
tura nos permite encontrar soluciones al modelo al determinar intersecciones
entre curvas. En la siguiente seccion se estudiara con detalle el significado de
todas estas afirmaciones.

1.4.3. Dinamica y estabilidad lineal

Si queremos estudiar la dindmica del segmento S6, necesitamos agregar un
término de inercia y otro de arrastre de Stokes a las ecuaciones (1.5), pero la
masa del segmento es muy pequena comparada con el arrastre de Stokes y por
lo tanto hay sobreamortiguamiento, por lo que el término inercial se puede
despreciar. Asi, la dindmica estd dada por las ecuaciones adimensionalizadas

0<z<up,

el (1.22a)

Ut(IL‘, t) + uxmx:p(l‘vt) =0, {
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w(0,t) =1, wu,(0,t) =0, wugz(1,t) =0,

1.22b
Uz (1) — Uy(u(1,t)) = 0, ( )
Uy (117, 1) = 0, g (™, ) =0, (1.22¢)
.22¢
Urmc(NJra t) - u:cxx(ﬂia t) + U;(u(,u, t)) =0,
we (05 t) = ug(uF,8) = 0, Uge (™, 8) = e (™, 1) =0, *
L _ , (1.22¢%)
wax(ﬂ 7t) - uxxz(ﬂ 7t) + US(U(/J, t)) =0,
y una condicién inicial u(z,0) = up(z).
Si definimos el funcional de energia como
1 [ /o%u\?
B = Un(ul) + a0+ [ (55) a0
tenemos que
dE , I _
dt = ue(, 1) [Us(u(ﬂa t) + Uzza (BT 1) — Ugga(p 7t)}
1 g4
0*u Ou
+ ue(1,8) [Ul(u(1,1)) — ugea(1,8)] + i @Edw, (1.24)
por lo que si u es solucién de (1.22),
dE  [![0u\?
) ((;:) dx < 0, (1.25)

la energia es decreciente sobre las soluciones y el teorema de Lyapunov [106]
garantiza que los tinicos elementos del conjunto w-limite son los estados esta-
cionarios.

Se puede usar un esquema simple de Crank-Nicolson [26] aplicado a las
ecuaciones 1.22 para encontrar soluciones numeéricas. En la siguiente seccion
mostraremos algunas de éstas.

Para finalizar este apartado, estudiamos las ecuaciones que determinan la
estabilidad lineal del sistema (1.5). Supongamos que ug(z) es una solucién de
éste y que u(z,t) = up(x) + dv(z,t) donde § <« 1. Las ecuaciones que debe
satisfacer la funcién v(x,t) son

O<x<up,

ve(x,t) + Vpgar(z,t) =0, { H (1.26a)
n<z<l.

v(0,t) =0, v.(0,t) =0, wvp(1,t) =0,

Vgaz (1) — U(l,t)U_g(uo(l)) =0,
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Voo (BT, 8) =0, vaa(n’,1) =0,
Ve (055 1) = Vaaa (1™, 1) +0(, ) U, (uo (1)) = 0,
V(1) = o (T, 1) = 0, g (p7 1) = vaw (1) =0,
Vaza (W1, t) = Vaaa (17, 1) + (1, )U(uo () = 0.

Notemos que las ecuaciones (1.26) son separables, por lo que escribiendo
v(z,t) = X (x)T(t), obtenemos el sistema de ecuaciones lineales acopladas

T'(t)+wT(t)=0, 0<t<oo, (1.27a)

(1.26¢)

(1.26¢*)

O<z<up,

P (1.27D)

XW(z) —wX(x) =0, {
X(0)=0, X'(0)=0, X"(1)=0, X"(1) —X(l)U;’(uo(l)) =0, (1.27¢)
X"(u7)=0, X"(u*)=0,
X" (™) = X" (07) + X (U (uo(p)) =0,
X'(p) = X'(n") =0, X"(n")-X"(u")=0,
X"(uh) = X" (7)) + X (1)Uq(uo(p)) = 0.
Las soluciones estables serdan pues, aquéllas con valor propio principal w >
0. Las ecuaciones diferenciales (1.27b) arrojan cuatro incégnitas cada una;
al evaluar las condiciones de frontera y de salto, nos queda un sistema de
ecuaciones lineales homogéneo de 8 x 8; los valores propios son los valores
para los cuales dicho sistema tiene soluciones no triviales. Sabemos que el
espectro del problema es real, discreto, ordenado y acotado por abajo [94]. Si

multiplicamos las ecuaciones (1.27b) por X (x) e integramos, el valor principal
wp esta dado por

X2 () U (uo (1) + X2 (1)U (uo (1)) + [ X" ()3
IX ()13 ’

(1.27d)

(1.27d%)

wo = min

(1.28)

donde || - [|2 es la norma en L2(0,1). Si wg > 0, ug(z) es estable. Ahora bien,
sabemos que para funciones C! por pedazos tales que X (0) = X’(0) = 0, las
desigualdad de Opial-Wirtinger garantiza que [44, 87]

a7
X2(e) < FIIX"(@)]l3, (1.29)
por lo que si ug(x) es una solucién estacionaria y
w2 w2
S < UM uo(), T < Uluo(1),
H , (1.30)
™
HU (o (12)) + Uy (o (1)) > =,
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entonces ug(x) es linealmente estable.

1.5. Analisis numérico de soluciones estacionarias:
Bifurcaciones y biestabilidad

A continuacién presentamos el estudio numérico de las soluciones al siste-
ma (1.5). Las ecuaciones (1.12) y (1.18) pueden tener multiples soluciones,
que representan las posibles configuraciones del poro. La dependencia de es-
tas soluciones al parametro k, que controla la posicién del sensor de voltaje,
serd estudiada por medio de diagramas de bifurcacién.

1.5.1. Soluciones clase C°

Como se vio en el apartado 1.4.1, para k = 0y k = 1 existe una solucién del
problema, mientras que para 0 < k£ < 1 hay al menos tres soluciones. En la
figura 1.6, presentamos el diagrama de bifurcacién del problema.

10—

0.8 1
Abierto

0.6 1 1

0.2+¢ Cerrado 1

00 L L L L
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

k

Figura 1.6: Diagrama de bifurcacién del problema (1.5) para soluciénes clase C°. Para
k =0y k =1 hay una solucién, mientras que para 0 < k < 1 hay tres. La rama punteada
es inestable.

Del diagrama podemos observar que las dos soluciones derivadas de las
raices u, ,(k) representan el estado cerrado y abierto del poro, respectivamente.
Cuando k = 0, el poro esta en estado cerrado y permanece cerrado hasta que
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k ~ 1. Entonces la raiz u} (k) cesa de existir y el poro brinca al estado abierto,
representado por la rama superior. De manera andloga, cuando el pardmetro
decrece, el poro permanece abierto hasta que k ~ 0; la rama superior deja de
existir y el segmento brinca a la solucién representada por la rama inferior, es
decir, el estado cerrado.

Si bien el modelo presenta biestabilidad, tiene un gran problema: las so-
luciones clase C° no exhiben acoplamiento entre un lado y otro de la bisagra.
Sabemos que éste no es el caso para las soluciones C'!, como veremos a conti-
nuacién.

1.5.2. Soluciones clase C!

Las multiples raices del sistema (1.18) representan los posibles estados del po-
ro. Geométricamente, éstas pueden ser interpretadas como intersecciones de
las funciones implicitas de (u(u),u(1)) dadas por las ecuaciones (1.20). Toda
interseccion entre las curvas es una raiz del sistema y determina una solucién
estacionaria de (1.5). Conforme el pardmetro k varia, el nimero, localizacién
y naturaleza de las raices cambia, como se muestra en la figura 1.7: si el po-
tencial estructural es modificado, nuevos estados estables pueden ser creados
y viejos estados desaparecer o volverse inestables; ain si no hay cambios en
el nimero y naturaleza de los estados, algunos pueden volverse permanente-
mente inaccesibles, resultando en la inhabilidad del poro de abrir o cerrar.
Graficando los punto (k,u(1;%)), donde u(1; k) son las soluciones del sistema
(1.18) conforme 0 < k < 1, obtenemos el diagrama de bifurcacién de la figura
1.7

Al estudiar el diagrama de bifurcaciéon mostrado en la figura 1.7, pode-
mos entender el comportamiento del sistema. Supongamos que el estado en
reposo del poro corresponde a la conformacién cerrada (C). Entonces k = 0
y u(1) ~ 0.22. Un cambio en el potencial membranal produce un movimiento
en el sensor de voltaje, incrementando el valor de k. El poro permanecerd ce-
rrado hasta que el potencial membranal mueva al sensor en una posicién tal
que k > k,. Pasando este umbral, la rama inferior del diagrama de bifur-
cacién —correspondiente a las configuraciones cerradas— desaparece y el poro
comienza a abrirse. Cuando u(1) alcanza la rama superior, el poro se encuentra
completamente abierto (O). Conforme la membrana se repolariza, el sensor de
voltaje se mueve a su estado de reposo, manteniendo el poro abierto hasta que
k < k*; entonces la rama de soluciones abiertas desaparece y el poro empieza a
cerrar, hasta que alcanza la rama inferior y cierra por completo, completando
el ciclo de histéresis. En la figura 1.8 observamos los estados cerrado y abierto
correspondientes a las soluciones estacionarias de la ecuacién (1.5).

17
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1.0

0.8+ 1
Abierto

u(l)

0.2

0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 1.7: Diagrama de bifurcacién del problema (1.5) para soluciénes clase C*, donde
As = 1.25, A\c = 0.75, A\, = 1.20. Si 0 < k < k", existe una unica solucién estacionaria, co-
rrespondiente al estado cerrado del canal; para k = k™, hay dos soluciones, correspondientes
al estado cerrado y abierto. Para k™ < k < k., existen tres soluciones; cuando k. < k < 1,
existe una séla solucién, correspondiente al estado abierto del canal. Las ramas punteadas
representan soluciones inestables.

Sorprendentemente, bajo ciertas condiciones, la bifurcacion muestra esta-
dos parcialmente abiertos (PO). Este es un fenémeno notable, pues es con-
secuencia unicamente de la forma de los potenciales Us y Uy, y los estados
parcialmente abiertos para los canales Kv han sido reportados [18,55,57,98].
En la figura 1.9, podemos ver tres diagramas de bifurcacién diferentes exhi-
biendo estados semiconductivos, mostrando que el poro puede llevar a cabo
diferentes ciclos histeréticos, dependiendo del valor de los pardmetros:

C —-PO—0—=C, (figura 1.9a)
C—0— PO—C, (figura 1.9b)
C —PO—0O—PO—C. (figura 1.9¢)

De la figura 1.9 podemos deducir el ciclo de histéresis de un canal que pasa
por un estado parcialmente activado. Por ejemplo, en 1.9a, cuando 0 < k < ki,
el poro esta cerrado. Conforme k pasa el punto de bifurcacién k., el poro se
abre parcialmente; asi, cuando k > k.. el poro se abre por completo. Bajo
repolarizacion, el poro cierra sin pasar por el estado de apertura parcial. En
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X
(a) Estado cerrado, k = 0.07.

05} ]
X o00f ]
3

-05/ ]

(b) Estado abierto, k = 0.78.

Figura 1.8: Conformaciones estables del poro. Suponiendo que partimos del estado cerrado,
cuando el pardmetro k € (0, k. ), el poro permanece cerrado, como se muestra en (a). Una vez
que k > k., las soluciones estacionarias correspondientes al estado cerrado cesan de existir
y el poro se abre, lo que se puede observar en (b).
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v | | g I o I
0.0 Ik L L L Ik" L Ik"' 0.0 \k L ‘I‘( L \k" L
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
k k

a) As = 1.30, Ao = 0.60, A\, = 1.00, 0, =
0.60, 0. = 0.20, 0 = 0.29, H = 1.05.

0.

)
6

1.0

0.8+

0.6 -

0.4+

0.2+

0.0 L L

1, 0c = 0.20, 0o = 0.60, H = 1.40.

c) As = 2.50, Ac = 0.70, X\, = 1.10, 05 =

b) As = 2.00, Ae = 0.70, Ao = 1.10, 0, =
0.62, 0. = 0.20, 0o = 0.43, H = 1.20.

Figura 1.9: Diagramas de bifurcacién de estados parcialmente abiertos.

1.9b, el estado parcialmente abierto sélo es accesible desde el abierto, y en
1.9¢ el poro pasa por un estado parcialmente abierto, tanto en despolarizacién,
como en repolarizacion.

Otro fenémeno que se puede observar es que pequenas variaciones en los va-
lores de los parametros del sistema conducen a la desconexién entre ramas del
diagrama de bifurcacién, rompiendo el ciclo de histéresis del poro, dejando-
lo abierto o cerrado de manera permanente. En la figura 1.10 podemos ver
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diagramas de bifurcacién de poros con funcionalidad rota. En todos los ca-
sos, los parametros se encuentran en la escala del comportamiento biestable
descrito en la figura 1.7. Esta alta sensibilidad puede explicar por qué muta-
ciones especificas en el S6 o en el linker S4-S5 pueden llevar a la rotura en la
funcionalidad del poro [43,68,110].

1.0 , , , , 1.0 ; ; ; ;
08+ 1 08} -
—
—
06 “~~___ 1 061 1
= S P S
s ER
0.4+ — 04f TT=-—o_ ]
0.2 . 0.2 >
0‘0 L L L L 0.0 1 1 1 1
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
K k
(a) As = 2.00, Ae = 0.70, X\, = 1.20, 05 = (b) As = 1.00, A = 0.70, X\, = 1.20, 0, =
0.53, o = 0.16, 0, = 0.29, H = 1.00. 0.53, 0. = 0.16, 0, = 0.29, H = 1.00.

Figura 1.10: Diagramas de bifurcacién de poros con funcionalidad rota. En (a), si el poro
estd cerrado, el estado abierto es inalcanzable; en (b) la situacién opuesta sucede.

En las figuras 1.11 a 1.14, presentamos los ciclos de histéresis de los dia-
gramas de bifurcacion.

1.6. Consecuencias del modelo

Es notable que un modelo basado en el acoplamiento entre fuerzas mecanicas
y de van der Waals a escala mesoscopica exhiba las caracteristicas principa-
les de la apertura de los canales Kv. Con este enfoque, los principios fisicos
principales han sido considerados como la base de un sistema inherentemente
complejo. Como resultado, un modelo con un comportamiento muy rico ha
sido desarrollado, donde es claro cémo las interacciones entre las componentes
del canal afectan el estado conformacional del poro.

Es bien sabido que la estructura de las proteinas estd determinada por
interacciones dipolares e hidrofébicas, més que interacciones eléctricas loca-
lizadas. Las interacciones entre el S6 y el linker S4-S5 en los canales Kv de-
penden altamente de los vectores de hidrofobicidad de cada regién [69], mas
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1.0
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0.6} ]
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S < 0.0
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0.2f 1 =05
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 04 06 08 10

k X

(a) Ciclo de histéresis. (b) Movimiento del segmento en la transi-
cién C' — O.

1.0

0.5¢

u(x)
o
o

-0.5¢

-1.0 . . . .
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10
X

(c) Movimiento del segmento en la transi-
cién O — C.

Figura 1.11: Dindmica del segmento correspondiente a la figura 1.7.

que, por ejemplo, la formacién de un puente salino, por lo que el potencial
de Lennard-Jones es una aproximacion adecuada de las interacciones. Por su-
puesto, las interacciones pudieran no ser exactamente de la forma propuesta
para Us y Uy; si un diferente panorama de energia fuera presentado, podemos
seguir utilizando las ecuaciones (1.5) para determinar los posibles estados es-
tacionarios con el mismo enfoque, como se vera en los siguientes capitulos, lo
que muestra lo robusto de nuestro acercamiento. Por ejemplo, la apertura del
S6 en el canal de KT sensible a pH, KscA, ha mostrado depender del estado
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1.0

0.8+ 1

0.6+ 1
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0.2r 1

00 L L L L

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
k X
(a) Ciclo de histéresis. (b) Movimiento del segmento en la transi-
cién C — O.

-1.0 ‘ ‘ ‘ ‘
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
X

(¢) Movimiento del segmento en la transi-
cién O — C.

Figura 1.12: Dindmica del segmento correspondiente a la figura 1.9a. Se observa el estado
semiabierto en la direccién de hiperpolarizacion.

de protonacion de los residuos acidicos localizados en la porcion interior de
la hélice S6 [27]. El modelo puede ser modificado para incluir una fuerza de
Coulomb repulsiva que dependa del valor del pH en la punta de la hélice, en
vez de los potenciales de Lennard-Jones.

Un aspecto que puede ser integrado al modelo es la posible interaccion
del S6 con el S5 y las regiones del VSD que rodean al poro, cuyos efectos se
cree que son importantes en la mediacion de las interacciones cooperativas
durante la transicién concertada que abre el poro [73,107]. Este problema
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(a) Ciclo de histéresis. (b) Movimiento del segmento en la transi-
cién C — O.
1.0
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(c) Movimiento del segmento en la transi-
cién O — C.

Figura 1.13: Dindmica del segmento correspondiente a la figura 1.9b. En este caso, el
estado semiabierto se da en la direccién de repolarizacion.

también serd abordado en los siguientes capitulos.

Un resultado del modelo es que el comportamiento del poro puede cam-
biar drasticamente con cambios relativamente pequenios en la energia de los
potenciales estructural y de compuerta, de tal forma que se pueden generar
estados de subconductividad o producir fenotipos permanentemente abiertos
o cerrados. Por ejemplo, los cambios en el potencial estructural necesarios pa-
ra eliminar los estados abierto o cerrado (figura 1.10), reflejados en los valores
de )\, corresponden a cambios en la energia de 3.42 kT 6 1.13 kT, respecti-
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00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
k X

(a) Ciclo de histéresis. (b) Movimiento del segmento en la transi-
cién C — PO — O.
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
X

(¢) Movimiento del segmento en la transi-
ciéon O —— PO — C.

Figura 1.14: Dindmica del segmento correspondiente a la figura 1.9c. Hay dos estados
semiabiertos, en ambas direcciones del ciclo de histéresis.

vamente. Estos cambios son equivalentes a 0.34 y 0.11 kcal/mol a 25°C, que
son bastante similares a los cambios medidos experimentalmente, causados
por mutaciones en el S6, cuyos valores absolutos se encuentran entre 0.1 y
0.8 kcal/mol en promedio [124]. Este hecho refleja que pequenas perturba-
ciones, correspondientes a mutaciones puntuales, pueden resultar en grandes
cambios en el comportamiento de los canales, como se observa en los expe-
rimentos [27,68,110]. Ciertamente, no todas las mutaciones puntuales en el
S6 tienen grandes efectos en el comportamiento del canal, y la alta sensibili-
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dad parece ser una consecuencia de que todas las interacciones posibles estan
agrupadas en unas pocas muy significativas.

Sin duda, pueden hacerse numerosas objeciones al modelo; la mas evidente
es la aproximacién bidimensional a un fenémeno tridimensional; otra mas es la
reduccién de las interacciones a dos, pues es sabido que hay otras que pueden
jugar un papel importante en el funcionamiento del poro. Por ejemplo, se cree
que hay dos puntos que actiian como bisagra en el segmento S6, el motivo PXP
(presente en las superfamilias Kvl a Kv4), y una glicina altamente conservada
(G398 en el Kv1.2 de la rata), que también han sido implicadas en el proceso
de acoplamiento [30, 61, 100]. La misma forma de las interacciones pudiera
ser considerada como una arbitrariedad. En el capitulo 2 investigaremos la
manera en que el modelo se modifica al considerar més interacciones, y en el
capitulo 3 estudiaremos la forma de las interacciones, el alcance del enfoque
bidimensional, y aplicaremos el modelo a las estructuras cristalizadas de los
canales Kv1.2 y al quimera Kv1.2/2.1.



Capitulo 2

Extension del modelo

En este capitulo hacemos una extension del modelo planteado anteriormente,
con el objetivo de ampliar su alcance. Este acercamiento nos permitira, en el
capitulo siguiente, estudiar con libertad la estructura y funcionamiento de los
canales Kv en el contexto del mismo.

Consideremos pues, una barra empotrada en un extremo y sujeta a la ac-
cién de potenciales en puntos arbitrarios p; de la misma. Entre cada uno de
estos puntos, su moédulo de elasticidad B; puede tomar un valor constante
distinto, como se muesta en la figura 2.1. Esta consideracién nos permitira ob-
tener soluciones C'! para una barra con cambios en su flexibilidad, como ocurre
para el segmento S6 en el motivo PVP.

L L L L L L L L L

O p M2 M3 oo Hi oo Hn-3Mn2Mn1 L

X

Figura 2.1: Barra empotrada con diferentes médulos de elasticidad entre los puntos ;.
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2. EXTENSION DEL MODELO

2.1. Ecuaciones de Euler-Lagrange

El Lagrangiano de la barra esta dado por
BZ mi 920\ 2
it — | dz, 2.1
-y 3 7 (G) e e

donde 0 = pg < p1 <+ < pin—1 < iy, = Ly U; son los potenciales que actian
sobre estos puntos, y hemos despreciado los términos inerciales. Ademads, como
en el modelo simple, consideraremos la barra empotrada en un extremo y libre
en el otro, es decir

u(0,t) = R, wug(0,t) =0. (2.2)

Calculando la derivada de Fréchet, obtenemos

i/ Vh(z,t)dx

+ Bpugy (,Uny ) m(,uny + {_Bnuxmx(,una t) + Uyll(u(ﬂna t)} h(ﬂn, t)
n—1

+ Z {Bi-i—luxxx(ﬂjvt) - Biux:cm(ﬂy;_7t) + U ( ,uu }h ,U/u )
=1

+ Z {Biux:p(lu;v t) - Bi+1u:m”(/"i+a t)} hw(luia t) (2'3)

Como se menciond en el capitulo anterior, la barra, como representacién de
los segmentos S6, tiene muy poca masa comparada con el arrastre de Stokes
debido a las aguas que se encuentran dentro del poro, por lo que supondremos
que la dindmica de la barra estd bien representada por un flujo gradiente. Asi,
introduciendo un término disipativo, obtenemos las ecuaciones de movimiento

ou  0*u ,
E + 91 = 0, pic1 <z < p, (i=1,...,n) (2.4a)
u(x,0) = ug(z), (2.4b)
u(po,t) = uo(po) = B walpiost) =0, (2.4¢)

w(p ) = u(py 1) =0, ug(pf ) — e (pi 1) =

Bz’—i—lumm(ﬂ';’i_: t) - Bzumz(,uz—y t) =0,
Bi—&-lu;vzx(ﬂjat) - Bzuxacacoj’z_:t) + U;(U(Nz;t)) =0, (1 <i<n-— 1) (246)
Uz (pin, 1) = 0, —Bpaza (in, t) + Uy, (u(pin, 1)) = 0, (2.4f)

donde up(z) es la configuracién inicial de la barra. Por conveniencia, no adi-
mensionalizaremos las ecuaciones.

0’(1 <i<n-—1) (24d)
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2.2. Soluciones estacionarias

2.2. Soluciones estacionarias

En el capitulo anterior, calculamos las soluciones estacionarias para el caso
n = 2. Como se verd a continuacién, el caso n > 2 no es diferente. Asi,
dado que las soluciones estacionarias de (2.4) son polinomios ctibicos C'! por
pedazos, los proponemos de la forma

ar(@ — pm)® +bi(@ — m)* +er(e—p) fur,  po <z <p,
ag(x — p2)® + ba(w — p2)® + co(@ — po) +ug, 1 < x < pg,

u(x,t) = 5 ) : (2.5)
ai(:z;fui) eri(xf,ui) +ci(acfm)+ui7 Hi—1 < x < Ui,

an(x - ,Un)3 + bn(x - lffn)2 + Cn(x - ,un) +Up, pn—1 < T < ln,

donde u; = u(u;).

En el modelo simple, al expresar las constantes a;, b; y ¢; en funcién de
la posicién de la barra en la bisagra y el extremo libre, establecimos una
equivalencia entre la ecuacién diferencial para las condiciones estacionarias,
y un sistema de ecuaciones trascendentes acopladas. De la misma forma po-
demos proceder aqui. Primero, consideremos las condiciones de frontera en
x = pp =0, u(0) =ug y v (0) =0,

—ayp + bii — crpn + ur = g, (2.6)
3aip} — 2bypy +c1 = 0.

Despejando by y c¢1, escribimos la identidad

al 1 01
vi=|b | =a1|2um | + [U() — ul] T2 | =avo + [U() — ul]Wo, (2.8)
€1 It —%
donde vo = (1,2u1,13)T y wo = (0, —%, —%)T. La razén de escribir asi las
1

condiciones se volverd aparente mas adelante.
En x = u1, las condiciones lineales de salto establecen que

ag(p1 — p2)® + ba(p1 — p2)? + e — p2) + ug = (2.9)
3ag(p1 — po)? + 2ba(py — p2) + o = ¢y, (2.10)
2B,

6&2(,&1 — ,ug) + 2by = (2.11)

B
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2. EXTENSION DEL MODELO

0, expresando ag, ba y c2 en términos de ay, by y c1,

0 By B 1 1
a3 BQ(“glém) (“1;;“2)2 ay (#1*%2)3
i — —=221 T T (p1—p2)?
Vo = b2 - 0 Bu( B> ) (n1—p2) bl + [ul N U2] (/“3_“2)2 (2 12)
Ca 0 =g =2 “ )

=Ajvy + [u1 — ’LLQ]Wl.

Las condiciones lineales de salto son las mismas para todos los p;, por lo que
podemos escribir la relaciéon de recurrencia

0 B _ 1 1
i1 Bit14; N a; A3
Y — |0 25 3 b, o —3
Vitl = i+1 | = Bir1 A, i |+ [Uz U'L+1] A?
Cit1 0 BhA 5 | \g 3| (213)
¢ Bit1 A
= A + [u; — uip1]wy,
donde A; = p; — piv1,i=1,....,n—1.
Si definimos
AnAn—l T Ama m <n,
QL —{ A, m=n,, (2.14)
I, m > mn,
entonces, usando la relacién de recurrencia (2.13),
k—1
k—1 k—1
Vi = alQl vo + Z(ul — uiJrl)Qi_,’_l Wi, (2.15)
i=0

y la condicién natural ug, (pn,t) = 0 nos dice que b, = 0, por lo que v,,-e2 = 0,
donde e; = (0,1,0)7, y entonces

_1 _
a nE: (s — uis1) QYL Wi - @
1= — —
prd Q! 'vp e ’ (2.16)
= oup + p1 - Z,
donde P1 = (plhpl?v "‘7p1n)T) z = (ul)u2) °")un)7
n—1
e
o= - Worer (2.17a)
Q1 Vo - €2
(Q?ilefl - ;:11“’]) = L<ien
pij = Qi vore T ’ (2.17b)

1
Qi 'vo-e



2.2. Soluciones estacionarias

De este modo, los coeficientes de la solucién (2.5) estan dados por

b1 = Bruo + q1 - z,
C1 = Y1Up + r1 - Z,

donde qi = (¢11, ¢12, ---, q1n)s *1 = (711,712, .-, T'1n)s

B1 = (c1vo + wo) - e,

7 = (a1vg + wyp) - €3,

P11Vo — Wo) - €2, j =1,

(p11vo —wo) -e3, j=1,

P15 Vo - €3, I<j<n

45 = .
’ {P Vo - €2, 1<j<mn,

Del mismo modo,
a; = Qug + Pi * Z,
b; = Biuo + q; - z,
Ci = Yiup + i 2,

donde

i—1
= Qi " (a1vo+wo) - ey,
Bi = Q! (arvo + wo) - e,
vi = Qi (a1vo + wo) - es,
(plle vo + m+1wm Qi;lwmfl) "€,
pim = 4 (P Q 'vo — Qi twiq) - ey,
PimQY 'vo - e,
1 -
((plle vo + m+1wm Q?n 1va—l) - €2,
@im = { (P1QT 'vo — Q1 wi) - ea,
PimQY Vo - €2,
. . -
(pllel vo + QZm.HWm - Q:n 1va—l) - €3,
@im = { (P1Q 'vo — Q1 wiq) - e3,
plszlilv(J - €es,

1<m<y,

m =1,

1< m < n,

1<m <y,

m =1,

1<m<n,

1<m <z,

m =1,

1<m<n,

(2.18a)
(2.18b)

(2.19a)
(2.19b)

(2.19¢)

(2.19d)

(2.20a)
(2.20b)
(2.20c)

(2.21a)
(2.21b)
(2.21¢)

(2.21d)

(2.21e)

(2.21f)

y, como en el caso de dos puntos, todos los coeficientes de las soluciones (2.5)
son funciones lineales del vector z. Asi, usando las condiciones de salto nolinea-
les, las soluciones estacionarias del sistema (2.4) estdn dadas por las soluciones
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2. EXTENSION DEL MODELO

del sistema de ecuaciones trascendente

Pz+y=1(2), (2.22)
donde
P = (p2—P1.P3 — P2, .-, Pn — Pn—1,—Pn)
a2 — (1 —U{ (ul)
o3 — Qg —U)(ug) (2.23)
y = o : , f(z) = :
Qp — Op—1 _Urlz—l(unfl)
—Qn —Up(un)

Podemos ver que no hay mayor diferencia entre trabajar con dos o n po-
tenciales, més alld de aumentar la dimensionalidad del sistema de ecuaciones
trascendentes. Esto va a ser de gran utilidad en el siguiente capitulo, don-
de aprovecharemos la simplicidad del modelo para estudiar de manera mas
detallada el proceso de apertura de los canales Kv.

2.2.1. Ejemplo: n=5

Como ejemplo, vamos a considerar el sistema con tres potenciales y un cambio
en la elasticidad de la barra, como se muestra en la figura 2.2. Este sistema
servird de punto de partida en el analisis que realizaremos en el capitulo 3.

Figura 2.2: Barra con dos diferentes médulos de elasticidad B y B entre los puntos u1
Y pa.
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2.2. Soluciones estacionarias

Tomaremos los potenciales U; de la siguiente forma:

Ui(ui; k) =0, (2.24a)

12 o6

U2(U2; k') = 4>\2,o <(u20;[’20,o)12 - (U2i7102,0)6>
0'12c 0.6 .
+4Xa . <(u2§j27c)12 - (mi’wG) . (2.24Db)
12 6
Us(us; k) = 43, <(u3_"§;0)12 - (uB_aij(;’o)a)

C,_12(: 0676
+ 4)\3,c ((ug—;g,c)lz - (U3—§{3,c)6> 5 (224(})

U4(U4; k) = 0, (2.24d)

12 6
95,0 95,0

US(US; kj) - 4>\5 <(u5H5,ok)12 o (u57H5,07k)6

o35 o8
+ (ws—Hse—R)2 — (u5—H5Y,C—k)6> . (2.24e)
En términos del poro, los puntos 1 v 4 s6lo indican el cambio en la elasticidad
del segmento S6, mientras que la accién del linker S4-S5, asi como el resto de
los componentes del poro, se lleva a cabo en los puntos po, pus y pus. Ahora
bien, sobre p2 vy ps los potenciales son biestables y no dependen del pardametro
k, lo que querria decir que hay componentes del poro generando dos minimos,
uno que quiere cerrar el poro, y otro que lo quiere abrir. El potencial sobre
W5 representa una interacciéon en el extremo libre del segmento, que mueve
el minimo del potencial dependiendo del valor del parametro k. Este tipo de
potencial lo explicamos como una interaccién entre el extremo libre y alguna
componente del poro que se mueve conforme el sensor de voltaje lo hace; dicha
interaccién no se rompe y trata de jalar al S6 de un lugar a otro. Ademés
de los pardmetros de Lennard-Jones usuales, hemos incluido las constantes
H, que nos ayudan a ajustar el didmetro que ha de tener el poro en ambas
conformaciones. En la figura 2.3 se muestra como se modifica el potencial
conforme el parametro k varia.

Con la forma de los potenciales dada en (2.24), podemos resolver el sistema
(2.22) y deducir el comportamiento de éste usando diagramas de bifurcacién.
En la figura 2.4 mostramos algunos de éstos para distintos valores de los
parametros.

Observemos que, en esta configuracién, también se pueden generar siste-
mas biestables o multiestables, dependiendo de los valores de los parametros.
A diferencia del modelo simple, donde todos los valores de A son del mismo
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34

u(x)

X

Figura 2.3: Potencial Us conforme k varfa. En este caso, la biestabilidad se encuentra en
los potenciales Uz y Us.

orden de magnitud, aqui hemos explorado valores que dan mayor importan-
cia a algin potencial sobre otro. En el capitulo siguiente, veremos que ésta
suposicién viene del experimento.

2.3. Dinamica y estabilidad lineal

Del mismo modo que para el modelo simple, tomando el funcional de energia

B =3 (Uz»<u<m,t>>+ [ (g;)dx) (2.25)

i=1 i1

podemos ver que, sobre las soluciones de (2.4),

dE !
o < —/0 u?dl‘, (2.26)

por lo que los tnicos elementos del conjunto w-limite son los estados estacio-
narios.

Como en el modelo simple, tomando u(z,t) = us(x) + dv(z,t), donde
d < 1, es posible determinar la estabilidad lineal del sistema. De nuevo, el
sistema que satisface v(z,t) es similar a (1.26a), y se puede resolver usando
separacién de variables, es decir v(x,t) = X (x)T'(t). El valor propio principal
wp estd dado por

X" (@)13 + 325y X2 () Uy’ (us (i)
1X ()13

(2.27)

wp = min



2.3. Dinamica y estabilidad lineal

0.4 ; . . : T T T T
] o
0.2 \ 1

0.2 N 1
A
\
; )
—_ ~ 0.0
g 0.0 // g ///
3 3
-0.2f '\\ | -0.2} ' |
. ~o
-0.4 ————’/'/ 1 -0.4 ——/ .
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
k k
(a) Ase = 1.19, Aop = 147, Az = 535, (b) Aae = 4.76, Aao = 5.88, Az = 3.745,
A3,0 = 5.75, As = 0.80. Az,0 = 4.025, As = 0.80.

T

0.2+ ! b

0.0

u(us)

—0.4F J

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
k

(C) )\2,c = 2.38, Az’g = 2.94, )\3": = 3.531,
As.o = 3.795, As = 0.8.

Figura 2.4: Diagramas de bifurcacién para una barra con dos elasticidades, B1 = kyTl,, y
B = %kalp, en los puntos 1 = 0.35, p2 = 0.40, pus = 0.60, pua = 0.65, us = 1.00, tomando
u(0,t) = 0. El resto de los pardmetros son o2, = 0.50, 02,0 = 0.46, 03, = 0.53, 03,0 = 0.59,
O5.c = 05,0 =050, Hyo = —1, Hop =1, Hy.c = —1, Hs o = 1, Hs . = —1.18, Hs., = —0.05.

donde || - ||2 es la norma en L?(0, L). De nuevo, usando la desigualdad [44,87]

4
X*(e) < CTIIX"(%)H%, (2.28)
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2. EXTENSION DEL MODELO

obtenemos las condiciones suficientes

7[.2

- Apu;

772 "
<U(us()) v = < D ml (), (2:29)

i=1

que garantizan la estabilidad lineal de las soluciones estacionarias.

2.3.1. El esquema de Crank—Nicolson

De manera breve, expondremos el esquema usado para obtener soluciones
numéricas al problema (2.4), pues, ademéas de permitirnos resolver la dindmi-
ca, da una perspectiva de cémo actian las condiciones de salto y frontera,
acopladas con la ecuacion parabdlica.

Para la ecuacién diferencial parcial, usaremos la discretizacion

ut(zj,t;) ~ u;“h—u; (2.30)
Uazae (L5, 1) ~ wh_y —dul_; + 6];?‘ —duly + “§'+2’ (2.31)
donde u'(:z:j,ti) = ué», i=1,...n,j =0,...m, h = %, k = #, t; = ihy
Y _Pg;i.las condiciones de salto y frontera, usaremos
ug (i) = u;“k_u; (2.32)
U (2], 1) = Uiz 2;?“ - u§-7 (2.33)
Ugza(a} 1) = Uty ~ 3u§+2j Sy - ué, (2.34)
para las derivadas por la derecha, y
Uy (7, t;) = u;_ku;_l (2.35)
e (27, 17) = - 2”%;; o =3 (2.36)
szx(fcj_,ti) = u; — 3u3_1 ‘Z?ué‘—z — ué_S, (2.37)

para las derivadas por la izquierda.
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2.3. Dindmica y estabilidad lineal

El esquema de Crank—Nicolson toma el promedio de las derivadas espacia-
les en cada paso del tiempo. Para la ecuacién parabdlica, esto quiere decir

I Y hBs

donde s = 1,2,...,1 <m, jo =0, j; = m y x;j, son los puntos mds cercanos de
la malla a ps.

Las condiciones de salto y frontera hacen que sea necesario modificar el
esquema usual de Crank-Nicolson. Para lograrlo, notemos que la cuarta deri-
vada estd bien definida hasta el nodo s —2 por la izquierda, y a partir del nodo
s+ 2 por la derecha. Es decir, para los nodos s — 1, s y s + 1, hay que tomar,
en vez de la discretizacion de la ecuacién diferencial parcial, aquélla de las
condiciones de salto, cerrando efectivamente el sistema. De manera matricial,
el problema estd dado por

Au! = Bu' 4 2k*f(u), (2.39)

donde I es la matriz identidad de 2 x 2,

I
D,
J1

D. , (2.40)
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1,
D,
Ji O
o1
B = - 2.41
D, ; (2.41)
Js
Diyr
F
1 -4 6+ -4 1 0
0 1 -4 6+ 4 1 0
D, = . (2.42)
1 -4 6+2 4 1 0
0 1 -4 6+2 41
254
1 -4 6-2 4 1 0
0 1 -4 o 0
D, = — . (2.43)
1 -4 6-2 4 1 0
0o 1 -4 o

0 0 1 -2 1 0 0
Js=|Bs —3Bs 3By —Bs— Bsy1+kf.(u}) 3Bsy1  —3Bs1 Bsia |, (2.44)

0 —Bs 2B —Bs + B3+1 —2B¢11 Bs+1 0
_ 0 0 1 -2 1 0 0
Js=—(Bs -3Bs 3Bs; —Bs;— Bsy1 —Kf.(ul) 3Bsy1  —3Bsi1 Bsia |, (2.45)
0 —-Bs 2B; —Bg + Bst1 —2Bgy1 Bsqi 0
0o 1 =2 1
F= 3 iy ) (2.46)
By —-3B; 3B, —B;—k’f;,(u,)
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2.3. Dindmica y estabilidad lineal

- 0 1 -2 1
F=- <Bl —-3B; 3B, —B;+ k3f7/n(u7zn)> ) (247)
u = (ug, U1, .oy Um) y F(@) = (2R, 2R, ..., 0, fj,(Uj,)soes Fjogr (Wjuyr)s o) ¥ uQ =

u) = R,

Tener a la mano un método numérico efectivo es de suma utilidad. Ademés
de permitirnos observar la dindmica del problema, nos da oportunidad de
estimar tiempos de apertura y cierre del canal.

En las figuras 2.5 a 2.7 mostramos los ciclos de histéresis junto con las
dindmicas correspondientes a los diagramas de bifurcaciéon construidos en la
seccién 2.2.1.
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0.4

-04F

0.6
k

0.0 0.2 0.4

(a) Ciclo de histéresis.

0.8

1.0

(b) Movimiento del segmento en la transi-

0.4

0.2

0.0
E
S

cién C' — O.

(¢) Movimiento del segmento en la transi-
cién O — C.

Figura 2.5: Dindmica del segmento correspondiente a la figura 2.4a. Podemos observar la

asimetia del proceso.
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0.4
0.2+ B
0.0
2
S
-0.2+ 4
~0.4 |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
k X
(a) Ciclo de histéresis. (b) Movimiento del segmento en la transi-
ciéon C' — O.
0.4} ‘ ‘ ‘
0.2+
0.0 7\\‘\\\\\

g
> 02}

0.4}

0.6} ]

(¢) Movimiento del segmento en la transi-
cién O — PO — C.

Figura 2.6: Dindmica del segmento correspondiente a la figura 2.4b. En este caso, un estado

parcialmente abierto es alcanzado en la direccién de repolarizaciéon, como se puede observar
en (c).
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0.2

0.0 0.2 0.4 0.6

k

(a) Ciclo de histéresis.

0.8

1.0 0.2

0.4 0.6 0.8 1.0

X

(b) Movimiento del segmento en la transi-

cién C — PO — O.

0.4
0.2
0.0
E
S

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

X

(¢) Movimiento del segmento en la transi-
cién O — PO — C.

Figura 2.7: Dindmica del segmento correspondiente a la figura 2.4b. En este caso, hay dos
estados parcialmente abiertos distintos, uno en direccién de hiperpolarizaciéon, y el otro en

direccion de repolarizacion.
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Capitulo 3

La estructura y el modelo

Existen dos canales iénicos dependientes de voltaje de los cuales se han ob-
tenido sus estructuras cristalizadas en el estado abierto [75,76], a partir de
las cuales, por medio de métodos en la dindmica molecular, se han modela-
do sus estados cerrados [60,67,89]. Con dos perspectivas, la mecénica y la
electostatica, haremos un andlisis detallado de ambas y veremos que, con las
simplificaciones adecuadas, el modelo es capaz de capturar el mecanismo de
apertura de los canales y reproducir caracteristicas observadas experimental-
mente. Todos los calculos de este capitulo han sido elaborados usando las
estructuras obtenidas en [60, 67,75, 76].

3.1. El poro, su estructura y sus interacciones

Si queremos adaptar el modelo a las estructuras disponibles, tenemos que
determinar una forma de energia potencial con la cual podamos describir
el sistema electromecanico, que sea valida a escalas moleculares. Este es un
problema fundamental en la dindmica molecular, y ha sido resuelto con el
concepto de campo de fuerza [81]. En este contexto, un campo de fuerza es
la energia potencial propuesta para un sistema de particulas que contiene los
tipos de interacciones entre ellas, asi como los parametros fisicos de éstas. Una
gran variedad de campos se pueden encontrar en la literatura [81], y muchos de
éstos estan disenados para estudiar sistemas especificos. En la mayoria de los
campos se consideran cinco interacciones con una interpretacion fisica simple:
las asociadas a la deformacion de enlaces y cambio de angulos entre dtomos, las
asociadas a la rotacién alrededor de ciertos dngulos diédricos (torsiones) entre
éstos, y las asociadas a interacciones electrostaticas y fuerzas de van der Waals
de aquellas particulas suficientemente separadas, referida como interaccion de
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pares no ligados [81].

3.1.1. La energia potencial de un sistema molecular

La expresion de la energia potencial de un sistema molecular que se usa fre-
cuentemente para moléculas organicas es [81]

Uy =Y %(d—do)QJr 3 %(9—90)2

enlaces angulos
Fo
+ Z 2(1+cos(ng — do)) + Y 7w o)?
diédricos impropios
Y ey | (2 U” i (3.0)
Tij 4e DTij
no ligados no hgados

El primer término representa la energia de los enlaces, donde k; es la
constante de fuerza del enlace, que es usualmente muy grande, lo que indica
que se necesita una gran cantidad de energia para estirar o comprimir un
enlace quimico; dy representa la longitud de referencia del enlace.

El segundo término representa los cambios en la energia potencial debido
a la deformacién de angulos. Los valores de kg son tipicamente menores que
los de ky, indicando que se necesita menor energia para desviar el angulo del
enlace de su valor de referencia.

El tercer término es torsional y representa la energia potencial del sistema
molecular como funcién de la rotacién alrededor de los dangulos diédricos, e
incluye atomos que estan separados por tres enlaces, y estan en las posiciones
1-4 relativas entre ellos.

El cuarto término es introducido para preservar la planaridad de ciertos
grupos de atomos, asi como la quiralidad de otros. En el primer caso, el término
provee una funcién de penalizacién para doblamientos fuera del plano.

El quinto y sexto términos representan las llamadas interacciones no liga-
das, que se calculan para atomos separados por tres o mas enlaces, y entre
atomos de diferentes moléculas. Las fuerzas de van der Waals son representa-
das por el ya conocido potencial de Lennard-Jones, donde el término atractivo
se debe a las fuerzas dispersivas generadas entre dipolos instantdneos que sur-
gen de fluctuaciones en la distribucién de carga electrénica de las moléculas, y
el término repulsivo refleja la repulsion electrostéatica de las nubes electrénicas
de éstas, donde oy; = (0; +05)/2 y €;; = /€i€;. Las interacciones electrostdti-
cas son calculadas usando el potencial de Coulomb.
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Nuestro sistema molecular es una a-hélice con una longitud menor que la
longitud de persistencia [,, por lo que lo podemos representar por una barra
eldstica [21]. En términos de la energia potencial dada por la ecuacién (3.1),
podemos aproximar los primeros cuatro términos por la energia potencial de
una barra eldstica, que en una dimensién estd dada por la ecuacién (1.1).

3.1.2. El segmento S6 como barra elastica

El poro de los canales Kv esta formado por los segmentos S5 y S6 de las cuatro
unidades del tetrametro, y se liga covalentemente con el VSD por medio del
linker S4-S5. Cuando los sensores de voltaje estdn en una posicién desactivada,
el poro se reconfigura moviendo los cuatro segmentos S6 y formando un sello
hidrofébico en el lado intracelular del canal. Estos cambios conformacionales
estan intimamente relacionados con una parte del segmento S6, la secuencia
Prolina-Valina-Prolina (PVP), que es un punto de rompimiento de la hélice,
como se muestra en la figura 3.1. Algunos canales de potasio no cuentan con
el motivo PVP, en éstos es una glicina el residuo que genera la bisagra [33,95].

(a) Estado cerrado. (b) Estado abierto.

Figura 3.1: Representacién de lazo de los segmentos S6111 y S61v. El comienzo de la hélice
se da en el residuo G387 (lado extracelular) y el final en el residuo T421 (lado intracelular).
En el centro se encuentra el motivo PVP (residuos P405, V406 y P407) en su representacion
de lineas, que debilita los enlaces de la a-hélice, proveyendo un punto de doblez en las
mismas.

Para producir una aproximacion de los segmentos S6, alineamos las estruc-
turas disponibles de los canales Kv en sus estados abiertos [75,76], y algunos
modelos correspondientes a sus estados cerrados [60,67], en los primeros tres
atomos C,, de los cuatro segmentos. Usando el método de minimos cuadrados,
aproximamos el esqueleto protéico de cada S6 por tres cilindros: el primero
va del residuo G387 al P405, el segundo del P405 al P407 (motivo PVP), y

45



3. LA ESTRUCTURA Y EL MODELO

46

el tercero del P407 al T421, usando la numeracion del canal Shaker, como
se muestra en la figura 3.2a. Al unir los vectores directores de los tres cilin-
dros, consideramos la estructura Cilindro-bisagra-Cilindro (CbC) como una
representacién de “grano grueso”del segmento S6, donde asociamos cada re-
siduo con la proyeccion de su dtomo C, sobre el eje principal en el cilindro
correspondiente; la representacion se muestra en la figura 3.2b. Siendo que la
estructura del segmento S6y; del canal Kv1.2/2.1 en su estado cerrado se en-
cuentra desordenada en su extremo C-terminal [60], hemos ajustado el cilindro
hasta el residuo H418. Tratar el motivo PVP como una estructura separada
nos da dos ventajas, la primera es que podemos modelar a todo el S6 como
una barra eldstica sin perder las propiedades de la bisagra, y la segunda es
que la comunicacion entre el cilindro superior y el inferior no esta rota: lo que
pasa arriba del motivo se siente abajo y viceversa. En esta representacion, el
movimiento principal del segmento es capturado por el desplazamiento de los
puntos correspondientes a los residuos P405, P407 y T421 proyectados en los
ejes principales de sus cilindros correspondientes.

Para establecer un sistema de coordenadas del problema elastico, fijamos la
configuracién de referencia [6] en la bisectriz formada por las posiciones abier-
ta y cerrada de la representacion CbC, como se muestra en la figura 3.2b, y
consideramos z la coordenada a lo largo de esta configuracién. El movimiento
de los tres residuos se debe llevar a cabo muy cerca de los planos ortogonales a
la configuracién de referencia, donde el plano que pasa por P405 se encuentra
en angulo con respecto a los que pasan por P407 y T421; asi, restringimos
el movimiento de cada uno de los residuos a su respectivo plano. En cada
plano, tomamos la coordenada y;(z) (i = 1,2,3) ortogonal a la coordenada z
de la configuracion de referencia, y en la direccién que une las conformaciones
abierta y cerrada, como se muestra en la figura 3.2c. Dado que el maximo des-
plazamiento del segmento S6 es muy pequeno con respecto a su longitud total,
lo describiremos usando ecuaciones lineales en y; en sus planos respectivos.

Modelamos la energia elastica de las barras con la energia

keTl, (Y (0yi(e,t)\
Ueléstica(yi(xvt)) = 5227/0 <ya;,2)> dx (3'2)

donde [; es la longitud del cilindro, [, ~ 100 nm la longitud de persistencia [21],
ky y T son la constante de Boltzmann y la temperatura, respectivamente.

Es un hecho conocido que la glicina y la prolina aumentan la elasticidad
de las hélices, y son prevalentes en los dobleces de éstas [8,22,25,34,66]. Se ha
sugerido que cuando hay prolinas en una a-hélice, ésta exhibe un comporta-
miento eldstico nolineal [20]. En vez de proponer un modelo eldstico nolineal,
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Figura 3.2: (a) Representacién CbC de los segmentos S6 del canal Kv1.2/2.1 quimera.
El cilindro superior va del residuo G387 al P405; la bisagra es el cilindro pequeo y negro y
comprende los residuos P405 a P407; el cilindro inferior va del P407 al T421. (b) Represen-
tacion CbC que bisecta a las conformaciones abierta y cerrada. En azul, la representacién
en el estado abierto y en rojo en el estado cerrado. Los puntos corresponden, de arriba a
abajo, a los residuos G387, P405, P407 y T421. El primer plano es ortogonal al cilindro
superior y los otros dos son ortogonales al inferor. Cada plano se encuentra localizado en las
representaciones de P405, P407 y T421 de la estructura que bisecta, respectivamente. (c)
Sistema coordenado establecido. La coordenada x es tomada a lo largo de la representacion;
las coordenadas y; son tomadas como las rectas que unen los estados abierto y cerrado del
segmento S6, cada una sobre su plano respectivo, localizado en la representacién del residuo
correspondiente. La configuracién de referencia es la estructura que bisecta.

consideramos un valor distinto para la longitud de persistencia en la bisagra.
Dado que no se conoce el valor de [, para cadenas que contienen prolinas,
utilizaremos aquélla de una cadena de glicinas, pues éstas juegan el papel de
la bisagra en canales carentes del motivo PXP [61]; ésta es aproximadamente
la mitad del valor de [, [20]. La energfa eldstica total es entonces la suma de
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las energias individuales.

3.1.3. Interacciones de Coulomb y van der Waals

Para modelar la energia potencial a la que estan sujetos los segmentos S6,
usamos el campo de fuerzas CHARMM?27 [14], que tiene la forma de la ecua-
cién (3.1), con el cual podemos calcular las interacciones de Coulomb y van
der Waals entre los segmentos S6 y sus componentes vecinos, incluyendo los
linkers S4-S5, tanto en el estado cerrado como en el abierto. Al determinar
la magnitud de las diferentes interacciones entre los componentes del poro,
estaremos en la posibilidad de extraer cudles son relevantes, y construir un
potencial que refleje esta informacion. Por ejemplo, consideremos el residuo
P405r; éste se compone de catorce &tomos y podemos calcular la energia poten-
cial que ejerce sobre él cada residuo del poro, al sumar las energias potenciales
que siente cada atomo que lo conforma. Asi, la energia potencial que ejerce el
residuo E327;, que cuenta con 15 dtomos, sobre el P405; en el estado abierto
es

15 14 o\ 12 5\ 6 G
U =33y [ (2) - (2) o
— ) .

Tij
= —4.62kJ /mol,

donde hemos tomado las posiciones del canal Kv1.2/2.1 de la estructura 2R9R
del Protein Databank [76], y los valores de €;;, 05, ¥ ¢; son los calculados para
el campo de fuerzas CHARMMZ27 [14] que se implementan en la paqueteria
de dindmica molecular GROMACS [92].

Al hacer el mismo céalculo para cada uno de los residuos del segmento, ten-
dremos un “mapa de contactos”, que es la representacién gréfica de la matriz
de interacciones entre residuos, cuya entrada ij estd dada por la intensidad
del potencial de pares no ligados entre los residuos ¢ y j. El mapa para las
interacciones entre el segmento S6; y los linkers S4-Sb en ambos estados se
muestra en la figura 3.3. De esta representacién, también conocida como mapa
de calor, podemos ver las interacciones relevantes entre el segmento y los lin-
kers. En el contexto del modelo y la estructura, el renglén ¢ estd asociado con
el residuo ¢ de la representacién CbC. En el apéndice se pueden encontrar los
mapas de interacciones entre todas las componentes del Kv1.2 y el Kv1.2/2.1
quimera.

En la figura 3.3 es posible identificar distintas interacciones, como la lla-
mada interaccién RELY [9,90] y las interacciones 1316-F413 e 1316-F416 entre
subunidades [9], que se ha observado afectan la eficiencia del acoplamiento
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Kv1.2/2.1 Abierto
S6-1 vs S4S5-1 S6-1vs S4S5-I1 S6-1 vs S4S5-lI S6-1 vs S4S5-1V.
4191 419 419 419
|
411 411 411 411
403 403 403 403
kJ/mol
3951 3951 395 3951 15
10F
387L 3871, 387 3871, 1
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 5
Kv1.2/2.1 Cerrado [
S6-1 vs S4S5-1 S6-1vs S4S5-1I S6-1 vs S4S5-11l S6-1 vs S4S5-1V s
419 419 419 4191
L | -10 4
-15 I
411 411 411 411
403 403 403 403
395 395 395 395
387, L L L L 387, L L L L 387 L L L L 387, L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura 3.3: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6; contra el linker
S4-S5. Se pueden observar de manera clara las interacciones 13161 — F413; e 13161 — F4164,
as{ como dos de las interacciones RELY (Y4171 — R3261; y Y4171 — E3271).

electromecanico cuando son perturbadas por mutaciones. Ademas, revela que
las interacciones entre pares no ligados son de naturaleza localizada: la ma-
yoria de los residuos del segmento S6 son sujetos a interacciones muy débiles
en ambos estados; en contraste, otros son sujetos a interacciones més fuertes,
por lo que juegan un papel muy importante en la estabilizacién. Para repro-
ducir este comportamiento, modelamos las interacciones de van der Waals y
Coulomb como un potencial localizado en ciertos residuos del segmento S6.
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El mapa de calor de la figura 3.3, junto con los mostrados en el apéndice,
ensena que no todos los residuos interactiian de la misma manera en el estado
abierto y en el cerrado. Hay residuos que ejercen un potencial muy grande en
un estado y muy débil en el otro. Para determinar qué residuos se comportan
de esta manera, filtramos todas las interacciones menores a 3kJ/mol, y cons-
truimos nuevos mapas de contacto, donde diferenciamos entre los residuos que
solo interactian en el estado abierto, los que sélo interactian en el cerrado,
y los que interactian en ambos. Uno de estos mapas se muestra en la figura
3.4.

S6-1vs S4S5-1 S6-1vs S4S5-1l S6-1vs S4S5-11I S6-1vs S4S5-1V.

395 3951 3951 3951

387, 387, 387 387
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura 3.4: Mapa de contactos de residuos cuyas interacciones son mayores a 3 kJ /mol, para
el canal Kv1.2/2.1 quimera. En azul, los residuos que sélo interactiian en la conformacién
abierta. En rojo, los residuos que sélo interactian en la conformacién cerrada. En verde, los
residuos que interactian en ambas conformaciones.

De todos los residuos, hemos filtrado los que no son importantes en el
acoplamiento electromecédnico de los segmentos con el resto del poro, y he-
mos identificado tres tipos de interacciones entre los que si juegan un papel:
aquéllas que estabilizan los estados abierto y cerrado, y aquéllas que transpor-
tan al segmento S6 de una configuracién a otra. Por supuesto, puede que haya
interacciones importantes en alguna configuracién intermedia, pero siendo que
s6lo conocemos los estados inicial y final, no somos capaces de observarlas.

En términos de la estructura, los mapas nos ayudan a determinar los luga-
res del poro que vale la pena mirar. En la figura 3.5 mostramos una de estas
regiones, revelada por los mapas de contacto correspondientes al segmento
S6ryr (figuras A.4, A.8 y A.12 en el apéndice) donde se ve que el residuo 1402
es estabilizado por regiones del poro diferentes en cada conformacion: residuos
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del S517 en el estado abierto, y residuos de los segmentos S6171v en el estado
cerrado; se infiere que el segmento S6y; siente dos minimos distintos de poten-
cial entre un estado y otro, tres residuos arriba del motivo PVP. En términos

(a) Contactos del residuo 1402111 en el es-  (b) Contactos del residuo 1402111 en el es-
tado abierto. tado cerrado.

Figura 3.5: Interacciones dominantes entre el residuo 1402y y sus vecinos. En verde el
segmento S6111, en azul el segmento S5111 y en rojo los segmentos S611 y S6rv. En el estado
abierto, la interaccion dominante se da entre el residuo 1402111 y los residuos L3311 y
1335111, mientras que en el cerrado la interaccién es entre el residuo 1402111 y los residuos
140211, V40611, V3991v, 14021y v A4031y.

del modelo, debemos ser capaces de reflejar esta situaciéon. Para hacerlo, va-
mos a estudiar las equipotenciales generadas por los residuos involucrados en
el plano ortogonal a la representacion CbC, que pasa por el carbono C, del
residuo 1402y, las cuales se muestran en la figura 3.6.

El médulo de elasticidad de una a-hélice en su direccion principal es mucho
mayor al de su direccién transversal [21], por lo que la restriccién del potencial
al plano es una buena aproximacién del panorama energético que siente el
residuo 1402.

Para hacer la reduccién unidimensional, podriamos pensar de la misma
manera y restringir el potencial a una linea recta, por ejemplo, aquélla que
une los centros de los cilindros proyectados en el plano, como se muestra en
la figura 3.7. Si bien en principio esto parece una buena idea, hay un proble-
ma: la restriccion del potencial a esta recta no reproduce de manera adecuada
las caracteristicas del potencial bidimensional, pues en la direccion del estado
abierto el minimo es muy pequeno, debido a que la recta no captura bien
las equipotenciales del estado abierto. Pensemos en la recta que une las pro-
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(c¢) Superposicién de equipotenciales.

Figura 3.6: Equipotenciales generadas por los residuos L3311, L3351, 140211, V4061,
V399rv, 14021v y A4031v (ver figura 3.5), restringidas al plano que pasa por el promedio de
las posiciones del carbono C, del residuo 1402111 en la configuracién de referencia, ortogonal
al cilindro que lo contiene. El punto azul es la proyeccién del carbono C, del residuo 140211
en el estado abierto, y los puntos negros los dtomos del residuo. El punto rojo y los puntos
grises son las proyecciones en el estado cerrado.

yecciones de los carbonos C, en las configuraciones abierta y cerrada, en vez
de los cilindros de la representacion CbC, como se muestra en la figura 3.8.
En este caso, la eleccion de la recta parece ser mejor, lo que nos lleva al si-
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guiente problema: cémo hacer la interpolacion entre un estado y el otro. Si
proponemos una homotopia entre ambos estados, como lo hicimos en el primer
capitulo, inmediatamente se presenta otro problema: el estado cerrado tiene
dos minimos, asi como una barrera de potencial bastante alta. Es prudente
preguntarnos si esta situacién es fisica o se debe a la eleccién de la recta. En
el espacio tridimensional, las barreras de potencial generadas por el término
repulsivo de la energia de van der Waals son en realidad superficies que ro-
dean a los atomos, y una restriccion bidimensional puede generar barreras
espurias, por ejemplo, un plano que pasa muy cerca de un atomo que nada
tenga que ver con la interacciéon operante tiene una barrera de potencial muy
alta, si no infinita, cerca de éste. Otro problema es que la homotopia deja fijos
los minimos del potencial en la coordenada independiente, no reflejando el
movimiento de los residuos que estan provocando la interaccién. Ademés, en
el caso de que la restriccién unidimensional tenga barreras, éstas aparecen de
manera instantanea, lo cual no es plausible. Un problema atin mayor es que un
criterio que puede funcionar muy bien para un residuo, puede no hacerlo para
otro. En particular, la estructura cerrada no es simétrica; como consecuencia,
una recta que funcione bien para uno de los segmentos, puede no hacerlo para
otro.

V(u) V(u)
y 301 y 30+
3 prerree e [ 3 e e
2f El 2f
1t E o 1F -
: s X20 [ : ) X20
B I -1
2t i 10f 2 10}
-3 b o [ -3 bt o
-3-2-10 1 2 3 -3-2-10 1 2 3
‘ ‘ s ‘ s 'y s . . . . U
3 2 1 1 2 3 -3 -2 -1 Y 1 3
-10+ -10
-20+ -20
-30t -30t
(a) Estado abierto. (b) Estado cerrado.

Figura 3.7: Potencial restringido a la recta que une las representaciones CbC en los estados
abierto y cerrado, sobre el plano que pasa por la representacién del residuo 1402111 en el CbC
de referencia, ortogonal, cuya normal es el vector director del cilindro correspondiente.

Notemos que las dos rectas propuestas, cercanas entre si, generan poten-
ciales muy distintos. Por si sola, esta observacion basta para comprender que
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Figura 3.8: Potencial restringido a la recta que une las proyecciones de los carbonos Cq
en los estados abierto y cerrado, sobre el plano que pasa por la representacién del residuo
1402111 en el CbC de referencia, ortogonal, cuya normal es el vector director del cilindro
correspondiente.

la restriccion a una recta no es una buena idea y que no seremos capaces
de reproducir de manera adecuada la accién del potencial tridimensional con
meras restricciones. Habra que determinar, de manera cualitativa, la forma en
que actua el potencial generado por una a-hélice.

3.1.4. Suma de potenciales de Lennard-Jones en una
dimension

Para entender de qué manera el potencial de Lennard-Jones acttia sobre el
segmento, consideremos una coleccién de atomos iguales colocados en una linea
recta, cada uno generando un potencial de este tipo. Queremos determinar la
forma del potencial total en un punto (x,y) de la recta, como se muestra en
la figura 3.9.

Tomando cada uno de los atomos en los puntos (n,0) con n un entero, el
potencial que genera la cadena es

Ulz,y) ~ de i ( o - o 3>. (3.4)

(z=n)2+92)°  ((z—n)?+y?)

n=—0oo

Este es un potencial periédico, lo que nos permite usar la férmula de la suma
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Figura 3.9: Cadena de 4tomos en una linea recta, actiiando sobre una particula a distancia
Y.

de Poisson [119]
o fle—n)= Y fk)e > (3.5)

n=-—00 k=—o00

para calcularlo, donde
fio = [ e ) (3.6)

es la transformada de Fourier.
Usando la férmula integral de Cauchy [119]

(m) (4, —Q! 7“2) dz 3.7
£ (z0) f : (3.7)

27 z—zg)m L

con f(z) analitica en el interior de =, y ésta una trayectoria que encierra a 2y,
podemos calcular la transformada de (n2 + y2)_m con m un entero positivo
pues, si k < 0,

e e—27rikn e—27rikm
/ ————=dn = lim j(I{ ( —dn, (3.8)
R

oo (7 +Y?) R—o0 [y, (n+iy)™ (n — iy)

donde g es un semicirculo de radio R sobre el eje real con el punto x + iy en
su interior (para el polo z — iy tomamos k > 0). Por lo tanto,

Qi dm—l e—27rikn
| m—1 2 \m? k< 0’
00 6—27rikn (m o 1) dn n=iy (77, + Zy)
dn= (3.9)
/—oo (77,2 =+ y2)m i dmfl 6727rikn
— k>0
(m =Dt dnm=t] _ . (n—ay)™’ =7
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identidad que es valida para y > 0 (en el caso negativo, las desigualdades en
k se invierten). Entonces, despreciando los modos mayores a uno,

6302 37r06>

U ~4 -

63 637%  7xd  Tnt ° 6
+460‘12€_27ry008(271'3})< T T T T T T >

128y11 + 64y10 + 8y° + 16y8 + 8y7 + 60y5
3T 3r2 73

— 460’66727Ty COS(QT(J:) (4y5 —+ @ + y3> . (310)

En la figura 3.10, podemos ver lo buena que es la aproximacién.

U(x, 1)

Figura 3.10: Comparacién entre la funcién (3.4) (puntos) y la aproximacién dada por
(3.10) (curva), donde hemos tomado veinte términos en la sumay y = o = 1.

Un par de cosas se pueden decir de la férmula (3.10). Las oscilaciones trans-
versales en la direccién x muestran que la eleccién de los planos ortogonales
a los cilindros CbC es una buena idea, pues el potencial es mas pronuncia-
do en esa direccidon. También, notamos que en la direccién radial, el término
dominante es de tipo Lennard-Jones, sélo que més suave (efecto similar al
que ocurre con el potencial electrostatico) por lo que tiene mayor alcance, y
hay una correccién de tipo polinomial que se debe a los demas residuos, que
sefiala una pequena oscilacién en la cola del potencial. La férmula de Poisson
reproduce el comportamiento de las equipotenciales mostradas en las figuras
3.7y 3.8.

Este ejercicio nos permite ver que, pensando en el segmento S6 como una
cadena lineal de 4tomos, el potencial es periddico en la direccion de la cadena y
tiene un decaimiento tipo Lennard-Jones en la direccion radial. Ahora bien, en
el problema tridimensional, la cadena pudiera no ser una buena representacion
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Figura 3.11: Cadena de dtomos en una linea recta, distribuidos en los puntos (n?,0),
actiando sobre una particula a distancia y.

de una a-hélice. Para mejorar la comprension de cémo suman los potenciales
de Lennard-Jones, consideremos la cadena como en el caso anterior, pero ahora
vamos a distribuir los 4tomos en los puntos (n?,0). Entonces

Ulz,y) ~ de i < o - o’ > (3.11)

((z=n2)2+92)"  ((z —n2)?+y2)°

n=—oo

y, a diferencia del calculo anterior, hay un comportamiento diferente para
x < 0 que para z > 0. Esto se debe a la funcién U(z,y) no es periédica. Para
evaluar la suma, notemos que

1 1
= , 3.12
(z=n2)2+9y2)  (n+2Y2)(n— 2Y/2)(n + 2Y/2)(n — 21/2) (3.12)
donde z = z + iy. La transfomada de Fourier esta dada por
_ 00 e—2mikn
m\ZL, ;k = dn =
f (33 Yy ) /_Oo ((x_n2)2+y2)m n
21 dm—l 6—27rikn
(m—=1)" dnm=1| _ 1) (n—2Y/2)m(n2 — z)m
Qi dmfl —2mikn
T - ¢ - (3.13)
(m—1)! dnm=1| )2 (n2 = 2)m(n + 21/2)m

donde hemos usado la férmula integral de Cauchy para k > 0; para k < 0,
fm(@,yi k) = fm (2,93 —k). Asi, si k>0,

1,1/2 L 1/2 ik ,1/2
5 3k2  e2mikz / Ink  e2mikz / 37T2k0€27rlkz /
falz,yik) = 5 R—pg—+ R — 3
8y3 23/2 8yt z 32y3 22
127 627rikz1/2 37 eZﬂikz3/2 3 627rikz1/2

_ X _
32y5% 21/2 16y4\s 23/2 32y3% 25/2 (3:14)
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y
f ( " 765 §R627rikzl/2 . pyw §R€27rikzl/2 pyw §R627rikzl/2
zou k) — _
R R TV T) WA 256y7 252 5126 " L1/2
Ttk e27rikz1/ 2 5r4k3 e—m’kzl/ 2 Trd k3 e?m’kzl/ 2
_ o _ R
25645~ 22 256y7 > 23 102446 24
73 k2 §]?627”‘/!%1/2 2173k2 N e27m'kz1/2 4573 k2 ezm'kzl/2
6459 * 232 956y8 © 25/2 1024y~ 27/
T3 k2 627rikzl/2 6372k e27rikz1/2 272k e2m‘kzl/2
+ & + - — R
512y~ 29/2 256410 z 128y 22

10572k 627rik’z1/2 . 10572k N eQm‘kzl/Z . 6312k 627rikz1/2
— N)
10248 23 2048 24 4096y7 25

6371 eQﬂ'ikzl/2 6371 eZTrikzl/2 N7 e27rikz1/2
+ R - R — R
256yt 21/2 512y10 = 23/2 256y°0 " 25/2
2mikz1/2 oikz1/2 omikz1/2
1057 o f ez n 105m es™™ " 63w ¢ e (3.15)
2048y8 ~  Z7/2 4096y7 " 29/2 8192y6 = 211/2
donde Rz e Iz son las partes reales e imaginarias de z.
Una vez calculadas las transformadas,
oo
Ulz,y) ~4e > (0" fo(w,yi k) — 0% fa(,y; %)) - (3.16)
—0o0

En la figura 3.12 se muestra la aproximaciéon dada por la férmula de la suma
de Poisson.

Cualitativamente, el potencial decae exponencialmente para x < 0, y con-
forme z crece hay picos dobles cada vez més espaciados, con decaimiento ex-
ponencial en ambos lados de los picos; los regimenes estdn separados por una
regién de transicién. Los picos son dobles pues para x > 0 hay dos soluciones
al problema (z — n?) = 0.

La férmula de la suma de Poisson es una valiosa herramienta para entender
el comportamiento de las sumas de tipo Lennard-Jones. Pensando en la cadena
como una aproximacién de una a-hélice, planteamos que el potencial efectivo
que genera es una suma de minimos con un comportamiento exponencial en
ambos lados, cada uno generado por el residuo correspondiente, y con un
decaimiento de tipo Lennard-Jones en la direccion transversal al eje principal
de la hélice. Asi, es correcto pensar que los potenciales actian de manera
localizada sobre los segmentos y que, dependiendo del nimero de residuos
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U(x, 1)

Figura 3.12: Comparacién entre la funcién (3.11) (en negro) y la aproximacién dada por
(3.10) (en rojo), donde hemos tomado cuarenta términos en la suma, cinco modos en la
férmula de la suma de Poisson y y = 0 = 1.

involucrados y la intensidad con la que interactian, la cantidad de minimos
que habré en la direccion transversal a éstos.

3.1.5. Construccion del potencial

Como se mostré en la secccion anterior, la suma de potenciales de Lennard-
Jones tiene una forma muy especifica. Basados en este hecho y en la imposibi-
lidad de reducir de manera directa el potencial de van der Waals y Coulomb
a una dimensién, nos apoyamos en los mapas de contacto como el mostrado
en la figura 3.4, para proponer el potencial unidimensional que actia sobre la
barra.

Como ya hemos mencionado, suponemos que existen dos tipos de inter-
acciones entre residuos: de arrastre y de estabilizacién. Las interacciones de
estabilizacién son aquéllas que sélo se dan en uno de los dos estados (roja o
azul en la figura 3.4), y las de arrastre son las que se dan en ambos (verde).
Pensamos que el estado cerrado y el abierto corresponden a minimos de los
potenciales que actian sobre cada residuo, y que su profundidad es la suma
de interacciones con sus contactos. Cuando el poro esta en el estado cerrado,
el potencial sélo tiene un minimo, correspondiente a este estado; conforme el
sensor de voltaje se mueve, ese minimo comienza a desaparecer y el minimo
que corresponde al estado abierto comienza a aparecer. Una vez que el sen-
sor estd en su conformacién abierta, el minimo del cerrado no existe mas y
sélo queda el minimo correspondiente al estado abierto. Un minimo maés lo
asociamos con los residuos de arrastre; éste, en vez de desaparecer, viaja de
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la posiciéon del minimo correspondiente al cerrado, al minimo del abierto. La
construccion se muestra en la figura 3.13. De este modo, tomando E;; ., Eij .,

E (ka/mol) E (kJ/mol) E (ka/mol) E (ky/mol)
10 rerrrer aaran 10 A Vi L 10 LA At 10 A \adaty adaiaay
0 \ - X (nm) 0 ‘\\ 7 x (nm) 0 \'/ X (nm) 0 X (nm)
-5 F ‘\\‘ . /’/ E| -5 F \\'/1 \./ E -5 F \/ E| 5 F
-10 | \\'//’ E -10 E -10 | E -10

-15 | E -15 E -15 | E -15

-0 F N K304 20 F N L Kk=034 -0 N k=074 -20 F N Y ksl

-03-02-01 00 01 02 03 -03-02-01 00 01 02 03 -03-02-01 00 01 02 03 -03-02-01 00 01 02 03

(a) Los puntos representan los valores de las energfas E,. calculados usando el campo
de fuerza CHARMMZ27. Las pardbolas son aquellas que pasan por los puntos (zs — 0.1,0),
(zs,—Es) y (xs +0.1,0).

E (kJ/mol) E (kJ/mol) E (kJ/mol) E (kJ/mol)
10 ™ Y T 10 T T T 10 A T T 10 T ™
SE (O SE (A SE 1L I3 sEv =
0~ /_se X (nm) 0 - +— / X (nm) 0 — - [ x (nm) 0 L - I x (nm)
: N @ \% 7 ’\
sE o\ E sE o\ N/ E s E \/ E 5 £ E
"~/ 4 y
-10 | \ / | -10 | | -10 | | -10 | |
-15 B -15 B -15 B -15 | B
-20 | k=0 4 -20 £ k=03 -20 | k=074 -20 k=1 4
L LS L Lk L LKA L i
-03-02-01 0.0 01 02 03 -03-02-01 00 01 02 03 -03-02-01 0.0 01 02 03 -03-02-01 00 01 02 03
(b) Ajuste de gaussianas a las parabolas.
E (kJ/mol) E (kJ/mol) E (kJ/mol) E (kJ/mol)
10 10 10 10
0 X (nm) 0 X (nm) 0 X (nm) 0 X (nm)
-0 fE o\ ] -10 | ] -10 F ] -10 £ ]
/
\ /
-20 \/ k=0 o -20 [ k=03 -20 - k=074 -20 | k=1. 4
=30 - 1 -30 1 =30 - 1 -30 1
L L L Lot L L L Lot
-03-02-01 0.0 01 02 03 -03-02-01 00 01 02 03 -03-02-01 0.0 01 02 03 -03-02-01 00 01 02 03

(c) Potencial final.

Figura 3.13: Construccién del potencial que actiia sobre el residuo P405;. Primero calclu-
lamos el valor de la energia para los residuos de estabilidad y arrastre. Luego construimos las
pardbolas mostradas en (a). Despues ajustamos las gaussianas a las pardbolas, y por tltimo
las sumamos, obteniendo asf los potenciales dados por la ecuacién (3.17).

Eijao ¥ Eijac los valores de la energfa de pares no ligados entre el residuo 7 del
segmento S6 y el residuo j del resto del poro, para los residuos estabilizadores
en los estados abierto y cerrado (o y ¢), y para los residuos de arrastre en el
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abierto y en el cerrado (ao y ac), proponemos el potencial

Ui() = kY EijoUo(x370) + Y (kEao + (1 = k) Eac)Ua(@; kzo + (1 — k)x,)
J J

+ (1= k) EijeUclw;ae). (3.17)
J

Aqui, z, y x. son las posiciones de los minimos de potencial en los estados
abierto y cerrado respectivamente, que tomaremos como los valores de los cor-
tes de las representaciones CbC con los planos ortogonales que pasan por cada
carbono C,, de la representaciéon CbC de referencia, y k € [0, 1] como siempre.
En la seccién anterior vimos que la forma que debieran tener los potenciales
generados es de tipo Lennard-Jones; sin embargo, ajustar numéricamente los
potenciales es un problema, pues hay que eliminar las barreras infinitas que
tienen, ya que generan soluciones espurias, lo que hace poco practico trabajar
con potenciales de esa forma. Por simplicidad, cada una de las funciones U, . 4
las aproximamos por la gaussiana

_ (z—as)?
Us=—e 2%

donde o5 la hemos determinado ajustando la gaussiana a la pardbola que pasa
por los puntos (zs —0.1,0), (zs, —Es) y (x5 +0.1,0). Asi, tendremos un com-
portamiento cualitativo idéntico al problema original, sin los inconvenientes
que inducen las barreras.

La ecuacién (3.17) combina la informacién cuantitativa derivada de los
campos de fuerza de la dindmica molecular aplicada a las estructuras conocidas
en ambos estados, con una descripcion cualitativa de la manera en que el poro
abre y cierra, a través de los residuos de arrastre y estabilidad. Es pues, un
hibrido para probar nuestro modelo y determinar el tipo de movimiento que
lleva a cabo el poro en el proceso de apertura. Finalmente, la energia potencial
del modelo extendido es

. i 2u 2
U(u(z,t)) = Z {Ui(U(m,t)) + % (gqu) dx} . (3.18)

i Hi-1

3.2. El modelo aplicado al canal Kv1.2/2.1
quimera

Usando el potencial (3.18) y los resultados del capitulo 2, podemos de manera
inmediata analizar la dindmica de los canales Kv1.2 y Kv1.2/2.1 quimera
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por medio de diagramas de bifurcacién. A continuacién presentaremos un
estudio detallado del canal. El andlisis del canal Kv1.2 se puede encontrar
en el apéndice.

3.2.1. Dos potenciales: P405 y Y417

Para nuestro primer experimento numérico, consideramos el escenario del
capitulo 1: dos potenciales, uno actuando en el el extremo superior de la
bisagra (residuo P405), y el otro en el residuo Y417. La razén por la cual con-
sideramos el segundo potencial en el residuo Y417 en vez del T421 (extremo
libre) es la malformacién que presenta el segmento S6y; en el estado cerrado a
partir del H418; ademas, el Y417 ha sido senalado recientemente como pieza
fundamental del acoplamiento entre el sensor de voltaje y el poro [24].

Como se menciond anteriormente, la asimetria del estado cerrado nos per-
mite considerar cada segmento como un experimento independiente, por lo
que tenemos cuatro configuraciones distintas a las cuales aplicar el modelo.
Asi, resolviendo las ecuaciones (2.4) para el problema estacionario con los
potenciales construidos en la secciéon 3.1.5, obtenemos los diagramas de bi-
furcacién mostrados en la figura 3.14. De los cuatro segmentos, el tnico que

S6l

0.3
0.2}
0.1}
0.0
-0.1F

Ups0s

-0.2¢

-0.3

0.3
0.2}

N

0.0
-0.1¢

Ups0s

-0.2¢ -0.2¢

%0 o0z 04 06 08 10 030 02 04 06 08 10

k k

Figura 3.14: Diagramas de bifurcacién para el caso de dos potenciales, uno actuando sobre
el residuo P405 y el otro sobre el Y417.

no exhibe biestabilidad es el S6;. Para explicar este fenémeno, comparemos
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los potenciales que actian sobre el S61 con aquéllos que actiian sobre el S6yy.
Como se observa en la figura 3.15, en el segmento S61 el potencial del Y417
es muy sencillo, puesto que los residuos que interactiian con el Y4171 son el
13161, el R32611, G32711, L3301 y V408, de los cuales los cuatro primeros
son de arrastre, y el dltimo es muy débil; en el P405; se dan los tres tipos de
interacciones, pero no son lo suficientemente pronunciadas para generar bies-
tabilidad. En cambio, el segmento S6y; tiene todo tipo de interacciones, tanto
en el P405 como en el Y417, lo que genera muchos estados estacionarios.

3.2.2. Tres potenciales: P405, P407 y Y417

Con el ejemplo anterior a la mano, es natural preguntarnos qué pasa si “en-
cendemos” otro residuo, por ejemplo el P407, localizado en el otro extremo de
la bisagra. En este caso, como se puede observar en la figura 3.16, el estado
cerrado se vuelve mucho més duradero para segmentos I, III, y IV, y para el
II obtenemos un diagrama maés estructurado.

3.2.3. Cinco potenciales: V399, P405, P407, N414 y Y417

Hasta el momento la evidencia funcional de los canales Kv es muy escasa.
Con excepcién del papel que juega el residuo Y417 y de la clara importancia
del motivo PVP, poco se sabe de la actuacién de otros residuos del S6 en el
proceso de apertura y cerradura. Esta situacién nos da mucha libertad para
escoger cudles hemos de considerar en el estudio del canal.

La relacion entre la representacion continua de los segmentos S6 con los po-
tenciales discretos, sin ayuda de datos experimentales concretos, sélo puede ser
determinada por los experimentos numéricos. No es correcto tomar todos los
residuos, pues esto conlleva sobrestimar las interacciones de pares no ligados,
ademas de que contradice la suposicion de que muchos residuos son pasivos en
el proceso de apertura. Los residuos que en esta seccién tomamos en cuenta,
son aquéllos que los experimentos numéricos han senalado ser importantes.
Los criterios que nos llevaron a considerarlos se mencionan a continuacion.

Como primer criterio, ignoramos cualquier residuo cuyas interacciones de
arrastre sean dominantes. Proponemos que dichas interacciones no determinan
el proceso de cambio conformacional y méas bien responden a él. El segundo
criterio es considerar residuos que tengan las mismas caracteristicas para todos
los segmentos del canal, es decir, si un residuo tiene una interaccién biesta-
ble en el S6;, también la tenga para los tres segmentos restantes. De este
modo tenemos consistencia en los mecanismos de apertura, y homogeneidad
en los experimentos numéricos. El tercer criterio es escoger los residuos que,
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(b) Potenciales actuando sobre los residuos P405 y Y417 en el segmento S6rr.
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Figura 3.15: Potenciales construidos para los segmentos S61 y S61v del Kv1.2/2.1 quimera.

cumpliendo la caracteristica anterior, s6lo actien en el estado cerrado o en el
abierto, y el cuarto es mantener el niimero de residuos lo més pequeno posible,
para evitar los problemas ya mencionados.
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Figura 3.16: Diagramas de bifurcacién para tres potenciales, actuando sobre los residuos
P405, P407 y Y417.

Bajo estos criterios, vamos a considerar cinco residuos: V399, P405, P407,
N414 y T417. En el primero, el potencial sélo estd presente en el estado cerra-
do, y se debe a la interaccién con el segmento S6 de una subunidad adyacente
(I con IV, IT con I, III con II, IV con III), entre el residuo V399 y los residuos
T401, 1402 y P405. En el segundo, hay biestabilidad y la interaccién es con
multiples residuos de todos los segmentos. El tercero sélo tiene interacciones
en el estado cerrado y se debe a la interaccién del P407 con los residuos 1409,
V410 y F413 de la subunidad adyacente (en el mismo orden que para el re-
siduo V399). En el cuarto, el potencial actiia sélo en el estado abierto, y las
interacciones se dan con el V408 de la subunidad adyacente (I con IV, etc).
El residuo Y417 es biestable y de particular interés, pues no sélo interactia
con el residuo V408 del S6 adyacente, también lo hace con los residuos K312
e 1316 del linker de su misma subunidad, y con los residuos R326 y G327 de
linker de la subunidad adyacente.

Una vez determinados los residuos a considerar, podemos calcular las solu-
ciones estacionarias del sistema, y construir el diagrama de bifurcacion. Este
se muestra en la figura 3.17. Como podemos observar, tres de los segmentos
exhiben biestabilidad, y el que no lo hace tiene una transicién casi biestable;
hay que recordar que el segmento S651 en el estado cerrado no esta bien con-
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formado, y ésta puede ser la razon por la cudl el S6; no alcance una transicion
biestable. Ademads, considerar ma&s residuos ha eliminado esas ramas dudo-
sas de los diagramas, lo que nos da certidumbre respecto a la validez de las
configuraciones encontradas.
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Figura 3.17: Diagramas de bifurcacién para los cinco potenciales actuando sobre los resi-
duos V399, P405, P407, N414 y Y417.

Con el modelo bien establecido, podemos “apagar” los diferentes residuos
para determinar su funcién. En la figura 3.18, mostramos los diagramas de bi-
furcacién resultantes de apagar cada uno de los residuos considerados. Como se
puede ver, cada uno cumple un papel importante en el cambio conformacional,
siendo el méas caracteristico el Y417. Si lo apagamos, para todos los segmentos
excepto el S6y, el estado cerrado se vuelve enteramente dominante, tanto que
el S611 no alcanza a abrir, y los S6y;; y S6rv apenas abren hasta el final, cosa
que es inherente al modelo; el estado abierto se da casi cuando k = 1, lo que
sugiere que el estado es inaccesible. Este resultado es sorprendente, pues va
de acuerdo con las observaciones experimentales [24].

La reproduccion de los experimentos respecto a la funcién del residuo Y417
en el proceso de apertura nos da certeza del modelo, por lo que procederemos
a intrerpretar el papel del resto de los residuos considerados. Por ejemplo,
el N414 le da mayor accesibilidad y permanencia al estado abierto, lo que
se podria observar en experimentos fisioldgicos. Del mismo modo y como ya
habiamos senialado, el P407 hace mas estable el estado cerrado. El P405 no sélo



3.2. El modelo aplicado al canal Kv1.2/2.1 quimera
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Figura 3.18: Comparacién entre los diagramas de bifurcacién cuando se “apaga” un resi-
duo. En negro, el diagrama con todos los residuos. En rojo, con el Y417 apagado. En azul,
con el N414 apagado. En verde, con el P407 apagado. En naranja, con el P405 apagado. En
violeta, con el V399 apagado.

hace mas accesible el estado abierto, también es fundamental en la biestabili-
dad del proceso. El V399 contribuye a que ambos estados sean maés accesibles
a través del ciclo de histéresis.

Estas observaciones dan un criterio matematico que determina los resi-
duos importantes y su funcionamiento en el proceso de apertura. A partir de
ésta, los fisiélogos tienen una guia para disenar experimentos donde se pue-
dan observar los resultados que predice el modelo, esclareciendo la manera
en que el canal opera. Cabe senalar que éstos se han conseguido a un costo
computacional muy bajo, todo gracias a la simplicidad del modelo. Una de las
caracteristicas més importante del modelo es que “apagar” residuos corres-
ponde a realizar mutaciones en el canal. Esta nocién es muy importante para
explotar el modelo y comprender sus alcances. El lector atento ya ha pensado
que el apagar los residuos P405 o P407 no es inteligente o factible, pues el
modelo estd enteramente fundamentado en la existencia e interacciéon de la
bisagra y, experimentalmente, mutar alguno de estos dos residuos alterara de
manera dramatica las propiedades mecanicas de los segmentos, situacién que
hard confusa la interpretacién de resultados. Para contrarestar este problema,
volvamos a la figura 3.4. En ésta podemos ver qué residuo interactiia con cudl;

67



3. LA ESTRUCTURA Y EL MODELO

68

entonces, en vez de apagar los residuos en los segmentos S6, los podemos apa-
gar en el resto del poro, generando potenciales donde no se tome en cuenta su
contribucién.

3.3. Mutaciones

Para culminar nuestro estudio, vamos a analizar el modelo cuando se modifican
los potenciales que actiian sobre los segmentos S6. En particular, tomaremos
en cuenta dos casos de los cuales se tiene informacién funcional y uno més que
se puede extraer del andlisis que hemos hecho en las secciones anteriores.

3.3.1. Interacciones RELY

Las interacciones RELY se dan entre el residuo Y417 del segmento S6 y los
residuos R326 y E327 del linker y el L330 del S5 de la subunidad adyacente
(I con II, IT con III, III con IV y IV con I). Se ha propuesto que estos residuos
estabilizan el estado abierto del canal [9,90]. Al eliminar las interacciones
RELY de nuestro modelo, obtenemos el mismo resultado en la direccién de
repolarizacién, como se puede ver en la figura 3.19. Cabe mencionar que el
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Figura 3.19: Comparacién entre los diagramas de bifurcacién cuando se elimina la inter-
acciéon RELY. En negro considerando todos los residuos y en rojo con la interaccién RELY
apagada. Como se puede observar, el estado abierto pierde estabilidad en direccién de repo-
larizacion.



3.3. Mutaciones

resido E327 y el 330 también interaccionan con el P405 en el estado abierto,
lo que también contribuye a la desestabilizacion del estado.

3.3.2. Los residuos 1409, V410 y F413

Como ya mencionamos, el residuo P407 contribuye de manera considerable
a la estabilizaciéon del estado cerrado en el modelo. Las interacciones maés
importantes de éste se dan con los residuos 1409, V410 y F413. El residuo F413
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Figura 3.20: Comparacién entre los diagramas de bifurcacién. En negro, el diagrama con
todos los residuos. En rojo, con el F413 apagado. Como se puede observar, la biestabilidad se
reduce considerablemente. La diferencia que se observa en el S6; se debe a la malformacion
del S611 en el estado cerrado.

interactiia con el P405 en el estado abierto, lo que sugiere que es de particular
importancia en la biestabilidad. Al apagar las interacciones IVF, vemos que
el comportamiento del poro cambia de manera considerable, reduciendo la
estabilidad de ambos estados y haciendo la transicién entre ellos casi reversible,
como se observa en la figura 3.20.

El modelo, bajo las simplificaciones adecuadas, ha sido implementado de
manera exitosa a una estructura tridimensional en sus dos conformaciones.
Con él hemos sido capaces de reproducir resultados experimentales, y nuestro
analisis ha permitido determinar nuevas regiones que pueden ser exploradas.
Ademsds, después de multiples experimentos numeéricos bajo distintas condi-
ciones, tanto mecdnicas como electrostaticas, creemos que es acertado concluir
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que el mecanismo de apertura es inherentemente biestable, que ésta es una
caracteristica intrinseca del fenémeno, y que las mutaciones aumentan o dis-
minuyen el grado de biestabilidad, pudiendo generar estados semiabiertos o
incluso romper el funcionamiento del canal.
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Capitulo 4

Conclusiones

Desde el descubrimiento de los canales iénicos y su descripcion fisiolégica por
Hodking y Huxley, numerosos estudios han sido realizados con la finalidad
de explicar el proceso de apertura de los mismos. En los canales sensibles al
voltaje, la visién prevalente es que el sensor de voltaje, por medio del linker
S4-S5, ejerce al moverse una fuerza sobre los segmentos S6 que conforman
el poro interior del canal, efectivamente abriéndolo y cerrdandolo cuando el
potencial de membrana alcanza cierto umbral.

Nuestro modelo, desde una perspectiva innovadora, ha sido capaz de re-
producir estas observaciones, yendo mas lejos, mostrando que el mecanismo
de transiciéon de un estado del poro al otro se da de manera biestable, con
la claridad provista por una formulacién matematica simple. Por supuesto,
dicha sencillez se deriva de un estudio muy profundo de la estructura de los
canales, asi como de la forma en que las componentes del mismo interactian.
Una vez determinados los mecanismos dominantes en el proceso de apertura,
hemos sido capaces de construir un modelo minimo del problema que repro-
duce de manera exitosa las propiedades conocidas del sistema, y senala la
importancia de ciertas regiones en la estabilidad conformacional, informacién
antes desconocida.

La dinamica molecular y los métodos de energia libre han sido parcial-
mente exitosos en la descripcién del proceso de apertura de los canales, pero
todavia no han logrado llegar a la resolucion temporal requerida para estudiar
el problema completo. Ademas, son inherentemente costosos y la informacion
que proveen estd limitada por la formulacién de los mismos. En el primer
caso, el gran numero de ecuaciones, asi como las consideraciones que de ma-
nera artificial han de ser introducidas a la simulacién, como las condiciones
de frontera o la preservacién del ensamble, hacen estos métodos ineficientes,
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dificiles de implementar, y requieren una suerte de artesania en su interpreta-
cion; hace falta mucha experiencia y conocimiento para discriminar los efectos
reales de la informacién espuria. En el segundo caso, la formulacion energéti-
ca pierde mucha informacion sobre la dindmica, pues ésta sélo trabaja en
regiones energéticamente favorables, en las que numerosas consideraciones y
constricciones son agregadas.

Desde esta perspectiva, nuestro acercamiento al problema es complemen-
tario. Dando prioridad a la informacién cualitativa, hemos establecido una
correspondencia entre el fenémeno y las matemaéticas de un sistema muy sim-
ple, una barra empotrada en un extremo y libre en el otro que estd sujeta a
la accién de potenciales concentrados en los residuos que regulan el proceso.
Nuestro acercamiento es complementario al de la dindmica molecular.

A través de la analogia entre el sistema mecdnico y el sistema biolégico,
pudimos enfocar el estudio en dos areas: el andlisis estructural del sistema y
el proceso dindmico de apertura. El andlisis estructural nos permitié entender
por qué ciertos residuos juegan un papel mayor que otros, a diferenciarlos entre
activos y pasivos, lo que dio pie a la propuesta de un potencial efectivo ac-
tuante sobre las regiones del S6, respaldada por un resultado matemético muy
simple, la férmula de la suma de Poisson. Al implementar el andlisis estructu-
ral al modelo, haciendo las reducciones dimensionales apropiadas, concluimos
que el proceso de apertura se da de forma mayoritariamente biestable, y corro-
boramos esta aseveracién no sélo en uno, sino en los dos canales disponibles, el
Kvl.2 y el Kv1.2/2.1 quimera. Mds atin, el estudio es independiente del canal;
de éste solo requiere la estructura. El analisis es, en si mismo, un acercamiento
novedoso al problema de apertura, y se puede aplicar a otro tipo no sélo de
canales, sino de estructuras bioldgicas.

El canal TRPV1

En dos trabajos recientes, la estructura de un canal TRP (transcient receptor
potencial, en inglés), el TRPV1 (PDB 3J5P y 3J5Q), ha sido determinada en
diferentes estados conformacionales [15,74]. A diferencia de los canales Kv,
los canales TRP responden a otros estimulos, como la presencia de capsaicina
(agente responsable de la sensacién de ardor del picante), y los cambios en la
temperatura; el TRPV1 es pues, un canal termosensitivo.

Estructuralmente, el canal TRPV1 es un tetramero que, como los canales
Kv, tiene un dominio parecido al sensor de voltaje formado por cuatro seg-
mentos (S1 a S4), un pequetio filtro de selectividad y un poro formado por dos
segmentos transmembranales (S5 y S6), como se muestra en la figura 4.1. Los
dos dominios estan concetados por el linker S4-S5. Como caracteristica tnica,



el canal cuenta con una hélice interfacial que le sigue al segmento S6, conoci-
da como el “dominio TRP”, que se encuentra estratégicamente localizada de
tal forma que interactia con el linker S4-S5 y el principio de la hélice S1, y
probablemente provee los mecanismos fisicos para el cambio conformacional
de la estructura.

Figura 4.1: Estructura cristalogréafica del canal TRPV1. En la parte baja del poro, se
observa el llamado “dominio TRP”.

Tres estructuras del canal TRPV1 son conocidas y representan al canal
en diferentes estados, que se pueden identificar al comparar los didmetros del
camino de conduccion de iones. En un estado, el camino estd constrenido en
el filtro de selectividad, asi como en la compuerta inferior del camino. Cuando
se acopla la capsaicina, no hay cambios en el filtro de selectividad, mientras
que la compuerta inferior se expande notablemente. En la tercera estructura
(RTX/DkTx), el canal se encuentra totalmente abierto, con el camino de con-
duccién de iones completamente libre. Estos perfiles sugieren un mecanismo
dual de apertura, que involucra cambios sustanciales tanto en el filtro de selec-
tividad como en la compuerta inferior, es decir, un mecanismo de compuerta
doble.

Sin entrar en mayores detalles sobre el proceso de apertura del TRPV1,
es claro que con ligeras adaptaciones a nuestro modelo, podemos aplicarlo a

73



4. CONCLUSIONES

74

este canal y determinar de qué manera influyen los distintos residuos involu-
crados en el mecanismo de apertura. A manera de muestra, en la figura 4.2
podemos ver los mapas de residuos entre el segmento S6; y los linkers S4-S5
que interactiian en ambas confrmaciones.
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Figura 4.2: Interaccién entre residuos del segmento S6 (eje vertical) y los linkers S4-S5
(eje horizontal).

En los mapas de contacto resalta que hay pocos residuos que actian ex-
clusivamente en el cerrado. En particular, una interaccién llama la atencién,
la del 1689 del S6 y el 1696 del dominio TRP, pues sugiere que ésta es res-
ponsable de que el dominio TRP forme un “codo” con respecto al S6 en el
estado cerrado. Ademads, otras interacciones pueden observarse y estudiarse,
como las que hay en la regién del 1679 y las del M682, que han sido senaladas
como importantes en el proceso de apertura de la segunda compuerta [15].

Como en los canales Kv, el modelo puede ser adaptado al TRPV1, y las
interacciones encontradas se pueden estudiar de la misma manera, mostran-
do que el acercamiento es tan informativo como los métodos de dindmica
molecular y energia libre, y ayudard a dirigir los esfuerzos experimentales y
computacionales en la bisqueda de los mecanismos dominantes en la apertura
de los canales iénicos, y de manera mas general en los problemas de cambios
conformacionales en proteinas.



Apéndice A

Métodos y material
suplementario

En el capitulo 3 se ha mostrado sélo un ejemplo del anélisis que se hizo para
los canales Kv1.2 y Kv1.2/2.1 quimera. Este apéndice esta dividido en tres
partes. La primera es una breve descripcion del proceso que se llevé a cabo para
preparar las estructuras de los canales de manera que pudieran ser estudiadas.
La segunda parte muestra los resultados obtenidos para el canal Kv1.2 que
se obtuvieron en el capitulo 3 para el Kv1.2/2.1 quimera. La tercera parte
incluye los mapas de calor y de contacto entre las diferentes componentes de
ambos poros, vy han sido agregadas para que el lector pueda profundizar en
nuestras observaciones, y pueda hacer las suyas propias.

A.1. Las estructuras

Las estructuras de ambos canales en el estado abierto se obtuvieron del Protein
Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb), bajo los identificadores 2A79 para el
canal Kv1.2 [75] y 2R9R para el Kv1.2/2.1 quimera [76]. Para el estado cerra-
do, la primera fue descargada de la pagina del Theoretical and Computational
Biophyisics Group (http://www.ks.uiuc.edu) y es resultado de la investiga-
cién realizada por el laboratorio de K. Schulten [67] y la segunda nos fue
amablemente proporcionada por M. Jensen [60].

Las estructuras fueron preparadas usando VMD [56], WHAT IF [116] y
PyMol [101], con el que también se hicieron las figuras 1.1, 3.1, 3.5 y 4.1. Una
vez preparadas, se uso la paqueteria de dindmica molecular GROMACS [92]
para anadir los pardmetros del campo de fuerza CHARMM?27 [14].
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El andlisis numérico, el resto de las figuras y los diagramas de bifurcacion,
fueron realizados usando Mathematica [120] y AUTO [31].

A.2. Diagrama de bifurcacion del canal Kv1.2

A continuacién presentamos el analisis de bifurcacién del canal Kv1.2. Como
en el capitulo 3, hemos considerado los residuos V399, P405, P407, N414, Y417
y T421. En la figura A.1, se muestran los diagramas de bifurcién del sistema
con los cinco residuos.
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Figura A.1: Diagramas de bifurcacién para el Kv1.2, considerando los residuos V399, P405,
P407, N414, Y417 y T421.

Podemos observar que los cuatro segmentos abren de manera biestable.
Asi, considerando los ocho segmentos (cuatro de la quimera y cuatro de éste),
siete exhiben biestabilidad, y el que no lo hace, es casi biestable.

A.3. Mapas de calor y contacto de los canales
Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

A continuacién se muestran todos los mapas de calor y contacto construidos
para ambos canales. Cada mapa se debe a uno de los cuatro segmentos S6
contra los otros componentes del poro, en estados abierto y cerrado. En todas
las figuras, los residuos del S6 estudiados se encuentran en el eje vertical.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

A.3.1.

El canal Kv1.2/2.1 quimera
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Figura A.2: Mapa

de contactos entre pares no ligados del S61 contra el linker S4-S5.
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Figura A.3: Mapa de contactos entre pares no ligados del S611 contra el linker S4-S5.
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S6-Il vs S4S5-1 S6-Ill vs S4S5-11 S6-11l vs S4S5-11I S6-Il vs S4S5-IV
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Figura A4 Mapa de contactos entre pares no ligados del S6111 contra el linker S4-S5.
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Figura A.5: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6ry contra el linker S4-S5.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

S6-1vs S5-1 S6-1vs S5-I S6-1vs S5-Il S6-1vs S5-1V.
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Figura A.6: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6; contra el S5.

S6-I1 vs S5-I S6-I1 vs S5-I S6-I1vs S5-Il S6-Il vs S5-IV
419+ 419 4191 419+
411+ 411 411+ 411+
403 403 :i,] 403+ 403
395 f:- 395 I 3951 3951
387k L L L 387k L L L 387h L L L 387k L L L
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352
Figura A.7: Mapa de contactos entre pares no ligados del S61; contra el S5.
S6-Ill vs S5-1 S6-Ill vs S5-11 S6-I1l vs S5-1l1 S6-lll vs S5-IV
419 419 419+ 419+
411+ 411 4111 411
403 403 403 403
B 1T
B9SFEITrrrrrrrrrrrrrrrrr 395 :,,,,E!,,,,,,,,,,,,,,,,, SOSFT T T SIS
387h " " " 387h " " " 387h " " " 387h " " "
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.8: Mapa de contactos entre pares no ligados del S61 contra el S5.
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S6-1V vs S5-I S6-1V vs S5-I1 S6-1V vs S5-I S6-1V vs S5-IV
419+ 419 4191 419+
411 411 4111 411F
403 403 403F 403
395F 395 395F 395F
387h L L L 387h L L L 387h L L L 387 T 1117 LITTTTTTT i NN EEn
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.9: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6rv contra el S5.

S6-I vs S6-Il S6-1vs S6-Ill S6-1vs S6-IV
419F 419 419
4111 411+ 411+
403 403 | 403 1 .
395F 395 395
387h L L L L 387h L L L L 387k L L L L
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.10: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6; contra el S6.

S6-I1vs S6-I S6-I1 vs S6-lIl S6-I1 vs S6-1V.
419+ 419 419
411+ 411+ . 411+
403 T e e e 403 E T e e 403 T e e
395 395 395
387k L L L L 387k L L L L 387h L L L L
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.11: Mapa de contactos entre pares no ligados del S611 contra el S6.
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A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

S6-l1l vs S6-1 S6-l1l vs S6-I1 S6-lll vs S6-IV
419+ 419 419+
4111 411 411
4031 403 . 403
395F 395 395
387 387 387
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.12: Mapa de contactos entre pares no ligados del S611 contra el S6.

S6-1V vs S6-1 S6-1V vs S6-I1 S6-1V vs S6-IlI
419F 419 419 F
411 . 411 411
403+ 403 F 403 F
395F 395 395
387k I I I I 387 I I I I 387h I I I I
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.13: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6ry contra el S6.
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Kv1.2/2.1 Abierto

S6-1 vs S4S5-1 S6-1vs S4S5-11 S6-1vs S4S5-11l S6-1 vs S4S5-1V.
4191 419+ 419 4191
1 I
411 a1 a1 411
-
403 4031 403 4031
kJ/mol
3951 395 395 3951 15
100
387h, L L L L 387L, L L L L 387, L L L L 387h, L n n n
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328
Kv1.2/2.1 Cerrado 0
, ]s_e-_u_ 4S5-1 S6-1 vs S4S5-II - S6-1vs S4S5-llI S6-1 vs S4S5-1V s
I I
4191 | 4191 1T 419 4191 []

-15

403 403 403 403

3951 395 395 3951

387h, L L L Joo387h L L L Joo387h L L L L 387L, L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 12 316 320 324 328

Figura A.14: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6; contra el linker
S4-S5.



A3.

Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2/2.1 Abierto
S6-1l vs S4S5-1 S6-1l vs S4S5-11 S6-11 vs S4S5-11l S6-11 vs S4S5-1V
191 419 a9 191
1
a1f a1k af a1f
-
403 4031 403 403
kd/mol
395 3951 395 3951 15
10
387h R R R o serh R R R o oseTh R R R R 76 R R R R
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 °
Kv1.2/2.1 Cerrado 0
S6-I1 vs S4S5-1 S6-11 vs S4S5-11 S6-11 vs S4S5-11I S6-I1 vs S4S5-IV.
] b
4191 4191 | T 4191 4191
H::j: -10
- "
i a11r ap a1
403 403 403 403
3951 395 395 3951
3870 L ' L L 38740 L L L L 3874 L L L L 38740 L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 12 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura A.15: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S611 contra el

linker S4-S5.
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Kv1.2/2.1 Abierto

S6-l vs S4S5-1 S6-ll vs S4S5-11 S6-lll vs S4S5-111 S6-1ll vs S4S5-IV
4191 419+ 419 419+
N I
411 a1 a1 411
-
4031 4031 403 4031
kJ/mol
3951 395 395 3951 15
100
387h, L L L L 387L, L L L L 387, L L L L 387h, L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 °
Kv1.2/2.1 Cerrado 0
S6-l vs S4S5-1 S6-l vs S4S5-11 \%G-I" vs S4S5-111 S6-11l vs S4S5-IV. s
4191 4191 4191 []
[ a -10
N s
4 a1 411 4
403} 403} 403 403}
3951 395 395 3951
3870 L L L L 3870 L L L L 387L L L L L 3870 L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 12 316 320 324 328

Figura A.16: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6r1 contra el

linker S4-S5.



A3.

Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

419

395

387

419

395

387

Kv1.2/2.1 Abierto
S6-1V vs S4S5-1 S6-1V vs S4S5-11 S6-1V vs S4S5-11I S6-1V vs S4S5-1V.
F 4191 a9 191
|| 1
F a1k af a1f
-
F 403 403 403
kd/mol
F 395 395 3951 15
10
E R R R o serh R R R o oseTh R R R R 76 R R R R
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 °
Kv1.2/2.1 Cerrado 0
S6-1V vs S4S5-1 S6-1V vs S4S5-11 S6-1V vs S4S5-111 S6-1V. 54S5-1V. s
I
F 4191 4191 4191 I
]::1: -10
BEEE"S8 s
F a11p ap i
]
F 403 4031 403
F 395 395 3951
=1 L L L L 38740 L L L L 3874 L L L L 38740 L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 12 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura A.17: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6rv contra el

linker S4-S5.
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Kv1.2/2.1 Abierto

S6-1vs S5-1 S6-1vs S5-11 S6-1vs S5-11l S6-I vs S5-IV,

419 419 419 419

a1 a11f 411 a1

403f 403 403 403f Ky/mol
15

395 395 395 395
10

387k . . J o s87h . I Joo387 I " J 387h . . i

329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

-10
4111 411F 411 4111
-15
4031 4031 403 4031
3951 3951 395 3951
387 387k 387 387
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.18: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S61 contra el S5.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2/2.1 Abierto
S6-I1 vs S5-1 S6-11 vs S5-11 S6-I1 vs S5-Il S6-l1 vs S5-IV

a19F 419 419 a19F

a11f anf a11 a1f

403 403F 403 403 K/mol
15

3951 395 395 395F
10

3874 . i 387k . i o 387 . L J 387k . i N

329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

-10
411F a11F 411 411F
-15
4031 4031 403 4031
3951 3951 395 3951
387 3874 387 387
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.19: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S61; contra el S5.
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Kv1.2/2.1 Abierto

S6-1ll vs S5-I S6-l1l vs S5-I S6-11l vs S5-Il S6-Ill vs S5-I

419 419 419 419

a1 a11f 411 a1

403 403 403 403f Ky/mol
15

395 395 395 395
10

387k . I J o 387h . I Jo o387 I " J 387h I . i

329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

-10
411F 411F 411 411F
-15
4031 4031 403 4031
3951 3951 395 3951
387 387k 387 387
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A .20: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6i1 contra el S5.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2/2.1 Abierto
S6-1V vs S5-I S6-1V vs S5-I S6-1V vs S5-I S6-IV vs S5-I

a19F 419 419 a19F

a11f anf a11 a1f

403 403F 403 403 K/mol
15

395F 395 395 395F
10

3874 . i 387k . L o 387 . L J 387k . o N

329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

411F a11f 411 411F
-15
4031 4031 403 4031
3951 3951 395 3951
387 3874 387 387
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.21: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6ry contra el S5.
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Kv1.2/2.1 Abierto

S6-1 vs S6-I S6-1 vs S6-IIl S6-1 vs S6-I
a19F a19F 419
a1 a1 a11
kJ/mol

403 403 403

15

395 395 395 10

t
5
387k L L " L 387k L L " L 387h I L L n
387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419
Kv1.2/2.1 Cerrado 0
S6-I! S6-1 vs S6-IIl S6-1 vs S6-I
419 419 419 -5
[

10
a1 a1 411

-15
403 403 403
395 395 395

387k N L n L 387k N L n L 387k N L L n
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.22: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S61 contra el S6.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2/2.1 Abierto
S6-I11 vs S6-| S6-11 vs S6-III S6-11 vs S6-1V
419 419 4191
411 anf a1f
kd/mol
403F a03F a03f
15
3951 3951 3951 10
|
5
387h L L " n 387h i i " n 3874 N i R "
387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419 387 395 403 411 419
Kv1.2/2.1 Cerrado 0
S6-11 vs S6-III S6-11vs S6-1V
419 419 a19F -5
[1
| 10
a11F 411 a1y
-15
4031 403 403
395 395 3951
387k ; n " r 387k ; n n r 387k ; n n n
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 a11 419

Figura A.23: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S61; contra el S6.

91



A. METODOS Y MATERIAL SUPLEMENTARIO

92

Kv1.2/2.1 Abierto

S6-11l vs S6-I S6-1ll vs S6-I1 S6-Ill vs S6-IV
4191 4191 419
4111 4111 411
kd/mol
403 4031 403
15
395 395 395 10
[
5
387h I I L L 387h I I L L 387h L I L L
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419
0
4191 4191 419 -5
[
10
4111 4111 411
-15
403 - 403 - 403
3951 3951 395
38740 L I I L 38740 L I I L 38740 L T I I
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.24: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6rr contra el S6.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2/2.1 Abierto
S6-1V vs S6-I S6-1V vs S6-I1 S6-1V vs S6-I
419 419 4191
411 anf a1f
kd/mol
403F a03F a03f
15
3951 3951 3951 10
|
5
387h L L " n 387h i i " n 3874 N i R "
387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419 387 395 403 411 419
Kv1.2/2.1 Cerrado 0
S6-1V vs S6-I S6-1V vs S6-II S6-1V vs S6-1
419 419 a19F -5
[1
L 10
a11F 411 a1y
-15
4031 403 403
395 395 3951
387k ; n " r 387k ; n n r 387k ; n n n
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 a11 419

Figura A.25: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6rv contra el S6.
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A.3.2.

419

411

403

395

387

El canal Kv1.2

S6-1vs S4S5-1 S6-1vs S4S5-11 S6-1 vs S4S5-111 S6-I vs S4S5-1V
Er 419 | awof a19f
[T
5 :H:l a1f 411} a1
|_EEN |
5 403 403+ 403
|_HEN
|
F 3951 395} 395
o L L L L 387h L L L L 387¢, L L L L 387¢, L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura A.26: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6; contra el linker S4-S5.

S6-11 vs S4S5-1 S6-11 vs S4S5-11 S6-11 vs S4S5-11 S6-I1 vs S4S5-1IV.

4191 a19F ] 4191 4191
I
R

anf a11f a11f anf

I

H:I:F::
403} B 403} 403} 403}

"
395 305 395} 395}
387h L L L L 387 h L L L L 387L L L L L 387L L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura A.27: Mapa de contactos entre pares no ligados del S611 contra el linker S4-S5.
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A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

S6-I1l vs S4S5-1 S6-l1l vs S4S5-11 S6-11l vs S4S5-111 S6-Ill vs S4S5-IV

a19F a19F 419 :H a19F [T
411 4111 411 411

203 403} H 403 203

]
395 395 395 3951
387h L L L L 387h L L L L 387, L L L L 387H, L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura A.28: Mapa

de contactos entre pares no ligados S611 contra el linker S4-S5.

S6-1V vs S4S5-1 S6-1V vs S4S5-I1 S6-1V vs S4S5-11I S6-1V vs S4S5-IV
T
a19F a19f a19f 419
| ] F
a11f a11f a11f a11f :H
E:II
| H H:
203} 403} a03f H 203
395 395 395} 3951
387 s s s s 387 s s s s 387h s s s s 387 s s s s
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura A.29: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6ry contra el linker S4-S5.

95



A. METODOS Y MATERIAL SUPLEMENTARIO

S6-I vs S5-I S6-Ivs S5-I1 S6-1vs S5-I S6-I1vs S5-IV
419 419 419+ 419
4111 411 4111 4111
403 403 F 403
395 395F 395 1T
387 387 387 387
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.30: Mapa de contactos entre pares no ligados del S61 contra el S5.

S6-I1vs S5-1 S6-I1 vs S5-I S6-I1 vs S5-I S6-Il vs S5-IV
419+ 419 4191 419+
411F 411 4111 411F
403 403 403 F 403
395F 395 I 395F 395F
387h n L L 387k n n L 387h L n L 387h L L L
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A .31: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6;1 contra el S5.

S6-Ill vs S5-1 S6-I1l vs S5-11 S6-I1l vs S5-11I S6-lll vs S5-IV
419+ 419 4191 419
411F 411 4111 411F
403 403 403F 403
T

BOSET T I 395 :,,,:E!,,,,,,,,,,,,,,,,, BOSE T P BOSET T
387k L L L 387h L L L 387h L L L 387h L L L

329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.32: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6111 contra el S5.
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A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

S6-1V vs S5-1 S6-1V vs S5-I S6-1V vs S5-1lI S6-1V vs S5-IV
419+ 419 419+ 419+
4111 411 4111 411
403 403 403 403
395 395 395F] 395
387k " " " 387h L L L 387k L L L 387h T TT77 LITTTTTTT in_ BN =N
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.33: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6ry contra el S5.

S6-1vs S6-II S6-1vs S6-llI S6-1vs S6-IV
419F 419 419F
411 411F 4111
403 403 F 403 F .
305F 305 305
387k n n n n 387k n n n n 387k n n n n
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.34: Mapa de contactos entre pares no ligados del S61 contra el S6.

S6-Il vs S6-I S6-I1 vs S6-IIl S6-I vs S6-IV.
419+ 419 419+
4111 . 411 411+
A03 T e e 403 Err T e e e A3 Er e e
395F 395 395
387k n n n n 387hL n n n n 387hL n n n n
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.35: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6rr contra el S6.
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S6-I1l vs S6-1 S6-l1l vs S6-II S6-l1l vs S6-1V.
4191 419 F 419 F
4111 411+ 411F
403 - 403 403
3951 395 F 395
387 387 387
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419
Fi gura A.36: Mapa de contactos entre pares no ligados del S6111 contra el S6.
S6-1V vs S6-1 S6-1V vs S6-II S6-1V vs S6-IIl
4191 419 F 419 F
|
411+ 4111 4111
n
403 - 403 403 F
3951 395 F 395F
387k n n n n 387h n n n n 38740 n n n n
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.37: Mapa de

contactos entre pares no ligados del S6ry contra el S6.




A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2 Abierto
____S6-lvs S4S5-| S6-1 vs S4S5-11 — S6-1 vs S4S5-l1 S6-1 vs S4S5-1V.
H n!
4191 4191 T 4191 419F
a11F anp anf 411t
|- EEEN
403 403} 403} 403
kd/mol
3951 3951 3951 3951 15
1004
3874, A . . o se7h A . . o serh A . . o ss7h A . . .
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 O
Kv1.2 Cerrado 0
S6-1 vs S4S5-1 S6-1 vs S4S5-11 S6-1vs S4S5-llI S6-1 vs S4S5-IV. s
a19F 1] 4191 4191 4191 W
:::j -10
H | -15
411 anf a11f 411
| N
403 403 403} 403
3951 3951 3951 3951
3870 L ' L ' 3870 L L ' ' 387 L ' L L 387L L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 12 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura A.38: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S61 contra el linker

S4-S5.
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Kv1.2 Abierto
S6-11 vs S4S5-1 s S4S5-11 S6-11 vs S4S5-11I — S6-1l vs S4S5-IV.
I
4191 4191 1] 419F
af af a1f af
| Wl
403 403 403 403
kJ/mol
395 395 395 395 15
101
387h, . . . o oserh . . . o oserh R R R M- 74 R R R R
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 O
Kv1.2 Cerrado 0
S6-11 vs S4S5-1  S6-llvs S4S5-11 S6-I1 vs S4S5-I1I S6-11 vs S4S5-IV. s
419 419 4191 419
-10
-15
aip i a1 i
|
403 403 403 403
395 395 395 395
387L L L L L 387h L L L L 387L L L L L 3870 L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 12 316 320 324 328

Figura A.39: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S611 contra el

linker S4-S5.
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A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2 Abierto
S6-Ill vs S4S5-1 S6-11l vs S4S5-11 S6-11l vs S4S5-111 S6-I S5-IV, —
11
419+ 4191 4191 419F T
:::Iq o
a11F anp anf 411t
I EE
403 403} 403} 403
kd/mol
3951 3951 3951 3951 15
1004
3874, A . . o se7h A . . o serh A . . o ss7h A . . .
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 O
Kv1.2 Cerrado 0
S6-1ll vs S4S5-1 S6-11l vs S4S5-11 S6-11l vs S4S5-111 S6-11l 54S5-1V 5
4191 4191 4191 4191 W
-10
|
-15
411 anf a11f 411
li:}
403 403 H 403} 403
3951 3951 3951 3951
3870 L ' L ' 3870 L L ' ' 3874 L L L L 38740 L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328

Figura A .40: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6i1 contra el
linker S4-S5.
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Kv1.2 Abierto
S6-1V vs S4S5-1 S6-1V vs S4S5-11 S6-1V vs S4S5-11l ___ S6-IV.vs S4S5-IV.
a9 a9 219 a9
af af a1f af
4031 4031 403 4031
kJ/mol
3951 395 395 3951 15
109
387h, L L L L 387L, L L L L 387, L L L L 387h, L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 O
Kv1.2 Cerrado 0
S6-1V vs S4S5-1 S6-1V vs S4S5-11 S6-1V vs S4S5-11l 4S5-1V. 5
4191 4191 419+
-10
-15
aip i a1
||
403 403 403 403
|
3951 395 395 3951
3870 L L L L 3870 L L L L 387L L L L L 3870 L L L L
312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 312 316 320 324 328 12 316 320 324 328

Figura A.41: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6ry contra el
linker S4-S5.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2 Abierto
S6-1vs S5-1 S6-1vs S5-11 S6-1vs S5-I S6-1vs S5-IV

a19F 419 419 a19F

a1f a1f a11 a1f

403 403F 403 403 k/mol
15

395F 395 395 395F
10

3874 L L L 387k L L J o387 L s L 3874 L s 5

329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

411F a11F 411 411F
-15
4031 4031 403 4031
3951 3951 395 3951
387 3874 387 387
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.42: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6; contra el S5.
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Kv1.2 Abierto
S6-11 vs S5-I S6-11 vs S5-11 S6-11 vs S5-11I S6-Il vs S5-IV

a19F a19F 419 a19F

a1f a1f 411 a1f

403F 403 403 403F Ky/mol
15

395 395 395 395
10

3874 R R L 387h L L L 387 R L L 3874 R R J 5

329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

-10
411F 411F 411 4111
-15
4031 4031 403 4031
3951 3951 395 3951
387 387k 387 387
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A .43: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S611 contra el S5.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2 Abierto
S6-Ill vs S5-I S6-lll vs S5-11 S6-l1l vs S5-I S6-l1l vs S5-I
a19F 419 419 a19F
a1f a1f a11 a1f
403 403F 403 403 k/mol
15
395F 395 395 395F
10
3874 L s L 387k L L J o 387 L s L 3874 L s 5
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352
0
-5
-10
a11f a11f a11 a11f
-15
403 403F 403 403
395 395 395 395
387 3875 387 387
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A.44: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6r11 contra el S5.
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Kv1.2 Abierto
S6-IV vs S5-1 S6-1V vs S5-I S6-1V vs S5-I S6-1V vs S5-I

a19F a19F 419 a19F

a1f a1f 411 a1f

403F 403 403 403F Ky/mol
15

395 395 395 395
10

3874 R R L 387h L R L 387 R L L 3874 R L J 5

329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

-10
411F 411F 411 4111
-15
4031 4031 403 4031
3951 3951 395 3951
387 387k 387 387
329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352 329 337 345 352

Figura A .45: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S61v contra el S5.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2 Abierto
S6-1 vs S6-| S6-1vs S6-llI S6-1 vs S6-I!
419 419 4191
411 anf a1f
kd/mol
403F a03F a03f
15
3951 3951 3951 10
[]
5
387h L L " " 387h L L " " 3874 " L R "
387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419 387 395 403 411 419
Kv1.2 Cerrado 0
S6-1 vs S6- S6-1vs S6-lll
419 419 419 -5
[
-10
anf 411 a1y
4031 403 403
395 395 3951
387k ; n " ; 387k ; n n ; 387k ; n n "
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 a11 419

Figura A.46: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6; contra el S6.
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Kv1.2 Abierto
S6-11 vs S6-| S6-1l vs S6-I! S6-11 vs S6-1V.
a19F a19F 419
a1 a1 a11
kJ/mol
403 403 403
15
395 395 395 "
]
5
387k L L " L 387k L L " L 387h I L L "
387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419
Kv1.2 Cerrado 0
S6-1l vs S6-I! S6-11 vs S6-1V.
419 419 419 -5
-10
a1 a1 411
15
403 403 403
395 395 395
387k N L n L 387k N L n L 387k N L L n
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.47: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S611 contra el S6.



A.3. Mapas de calor y contacto de los canales Kv1.2/2.1 quimera y Kv1.2

Kv1.2 Abierto
S6-1l vs S6-1 S6-11l vs S6-I1 S6-11l vs S6-1V.
419 419 4191
411 anf a1f
kd/mol
403F a03F a03f
15
3951 3951 3951 10
[]
5
3874 L L " " 3874 L L " " 3874 " L R "
387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419 387 395 403 411 419
Kv1.2 Cerrado 0
S6-1l vs S6-I1
419 419 419 -5
[
-10
anf 411 a1y
4031 403 403
395 395 3951
387k ; n " ; 387k ; n n ; 387k ; n n "
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 a11 419

Figura A.48: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6111 contra el S6.
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Kv1.2 Abierto
S6-1V vs S6-1 S6-1V vs S6-1I S6-1V vs S6-|
a19F a19F 419
a1 a1 a11
kJ/mol
403 403 403
15
395 395 395 "
]
5
387k L L " L 387k L L " L 387h I L L "
387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419 387 395 403 a11 419
Kv1.2 Cerrado 0
S6-1V vs S6-| S6-1V vs S6-|
419 419 419 -5
-10
a1 a1 411
15
403 403 403
395 395 395
387k N L n L 387k N L n L 387k N L L n
387 395 403 411 419 387 395 403 411 419 387 395 403 411 419

Figura A.49: Mapa de calor de las interacciones de pares no ligados del S6rv contra el S6.
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