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“All we can do, Scully, is pull the thread, see what it unravels”
-Fox Mulder, The X-Files.
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Glosario de abreviaciones

CaM: Calmodulina

CG: Coarse Grain force field

CHO: Chinese Hamster Ovary

CNBHD: Cyclic nucleotide-binding homology domain

EAG: ether-a-go-go

E Cs5q: La mitad de la concentracion efectiva maxima o half maximal effective concentration
ELK: EAG-like channels

ERG: EAG-related gene

FG: Fine Grain force field

ICsy: La mitad de la concentracion inhibitoria maxima o half maximal inhibitory concentration
Ky : Canales de potasio activados por voltaje

Nay: Canales de sodio activados por voltaje

nyin: Coeficiente de Hill

NIH3T3: linea celular de fibroblastos de embrién de ratén Swiss
NMR: Nuclear Magnetic Resonance

PAS domain: Per-Arnt-Sim domain

PDB: Protein Data Bank

POPC: 1-palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-phosphocoline

SCID: Severe combined immunodeficient mice

SF1: Selectivity Filter first site

VSD: Voltage Sensor Domain

RMSD: Root mean square deviation
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Resumen

Voltage-dependent potassium channels (Kv) promote the K* ion efflux at membrane
depolarization of excitable cells, this contributes to restoring the resting potential. An unregulated
K*flux has been associated with several diseases, including cancer. The ether-a-go-go-1 (Eagl,
Kv10.1, KCNH1) channel is a member of voltage-dependent potassium channels family y was the first
potassium channel associated with oncogenesis y tumor development. The presence of Kv10.1 is only
detectable in healthy tissues of the central nervous system while ubiquitously expressed in more than
70% of diverse human tumors. In this work, molecular docking y molecular dynamics allowed
exploration of structural characteristics that could be led to inhibition of Kv10.1 by globular proteins,
particularly the loop-a-helix-loop that connects transmembranal segments S5-S6.

Los canales de potasio activados por voltaje (Kv) promueven el flujo de salida de Kt en la
despolarizacion de la membrana en células excitables, lo que ayuda a restaurar el potencial de
membrana en reposo. La desregulacién de la sefializacién de K estd asociada con una variedad de
enfermedades, incluido el cancer. El canal ether-a-go-go-1 (Eagl, Kv10.1, KCNH1) es un miembro de
la familia de canales de potasio activados por voltaje y fue el primer canal de potasio asociado con
la oncogénesis y el desarrollo de tumores. En tejidos sanos, la presencia de Kv10.1 solo es detectable
en el sistema nervioso central, en contraste, Kv10.1 esta expresado de manera ubicua en mas del
70% de los tumores humanos de diverso origen (Hemmerlein et al. 2006; Pardo et al. 2012). En este
trabajo se utilizd el acoplamiento molecular y dindmica molecular para explorar las caracteristicas
estructurales que podrian llevar a la inhibicién de Kv10.1 por proteinas globulares, en particular
resalta el motivo asa-a-hélice-asa que conecta los segmentos transmembranales S5 y S6.
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Introduccion

1. Canales ionicos

Actividades como la captacion de sonidos, la sefializacién del sistema nervioso, la contraccion
de fibras musculares, la progresién del ciclo celular y la descarga eléctrica de una anguila son
posibles gracias a la actividad coordinada de macromoléculas llamadas canales iénicos. Un canal
idnico es una estructura proteica transmembranal en forma de poro cuyas funciones pueden incluir
el establecer un potencial de membrana, dar forma a sefales eléctricas, permitir el paso de
mensajeros moleculares (iones), control del volumen celular, regulacién del flujo neto de iones y
fluido a través de células epiteliales (Hille 2001). Los canales idnicos actian como compuertas, es
decir tienen un estado abierto o un estado cerrado y la transicion entre dichos estados (o
conformaciones) se conoce como gating. Un canal en la conformacion abierta permite el flujo de
iones a través del mismo lo que en consecuencia crea una pequeiia corriente eléctrica que tendrd
una magnitud constante a un potencial de membrana fijo (si tiene un solo estado de conductancia).
Sin embargo, el tiempo que un canal individual permanece abierto es corto y variable (Hille 2001).

Los canales pueden cambiar de conformacion (gating) en respuesta a un cambio en el potencial
de membrana (canales activados por voltaje) o por la union de un ligando extracelular o intracelular
(canales activados por ligando); por el contrario si los canales aparentan tener un gating aleatorio
se clasifican como independientes de voltaje. El cambio de conformacidon de un canal puede ser
modulado, es decir, sustancias usualmente citosdlicas pueden modificar el gating ante un mismo
estimulo. La transicidn abierta o cerrada cominmente ocurre en un lapso menor a 10 us (Ashcroft
2000).

La manera mas directa de investigar la funcidn de un canal iénico es registrando la corriente que
fluye a través del canal abierto o medir los cambios en el potencial de membrana que el canal
produce. La magnitud de las corrientes de canales individuales estd determinada por las
concentraciones de iones en cada lado de la membrana plasmatica, por el potencial eléctrico a
través de la membrana y por la facilidad con la que los iones pueden cruzar la membrana (su
permeabilidad) (Ashcroft 2000). Usualmente las células tienen potenciales de membrana en reposo
en el intervalo de -60 a -100 mV (el interior negativo). Un cambio en el potencial de membrana en
reposo a un valor mds positivo se conoce como despolarizacion, la transicién de un potencial de
membrana mas positivo al potencial de reposo se conoce como repolarizacién, asimismo, cuando
el cambio tiene como resultado un potencial mas negativo que el de reposo se conoce como
hiperpolarizacidn. El potencial eléctrico al cual la corriente cambia de direccién (entrada o salida),
es el potencial de equilibrio (Ashcroft 2000).
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Introduccion

1.1. Canales de potasio activados por voltaje

Aunque existen distintas familias, en general los canales de potasio activados por voltaje (Ky)
cambian de conformacion (gating) en respuesta a un cambio en el potencial de membrana y tienen
una permeabilidad mayor a iones de potasio (K ) con respecto a cualquier otro ion (Ashcroft 2000).
Una despolarizacién aumenta la probabilidad de producir un cambio conformacional para que los
canales estén abiertos, en tal caso, los iones K* salen hacia el espacio extracelular (a favor del
gradiente electroquimico) y en consecuencia se favorece la repolarizacion de la membrana. En
algunas familias de canales ante una despolarizacidn sostenida ocurre otro cambio conformacional
a un estado inactivado del canal que evita la conducciéon de iones, finalmente la repolarizaciéon
promueve que el canal regrese a la conformacién cerrada, ver Figura 1. Cuando un canal estd en la
conformacion inactivada se mantiene en la misma a pesar de fijar el potencial de membrana en
valores mas positivos (despolarizaciones).

0 mV (despolarizacion)

A)
-80 mV

potencial en membrana

corriente hacia afuera (canal abierto)

corriente canal cerrado

éééééé) @@ D@é&%&%@@ Sﬁé@

Cerrado/desactivado Abierto/activado Inactivado

Figura 1. Esquema que representa los cambios conformacionales de un tnico canal idnico dependiente del
potencial de membrana a través del tiempo. A) Potencial en membrana, B) la medicion de corriente por
electrofisiologia, C) esquema distintas conformaciones que puede adoptar un canal. Modificado de Ashcroft
(2000).
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Introduccion

En general, los canales Kj, son tetrameros, donde cada mondmero contiene seis segmentos
transmembranales S1-56; los segmentos S1-S4 forman el dominio sensor de voltaje o VSD (Voltage
Sensor Domain) que se mueve en respuesta a cambios en el voltaje de la membrana, en particular,
destaca el segmento S4 que contiene multiples residuos cargados positivamente. En el tetrdmero,
los VSDs se situan alrededor del poro del canal que esta constituido por los segmentos S5-S6 (Barros
et al. 2019), ver Figura 2.

g Coo
STNH

Figura 2. Esquema de la arquitectura de los canales de potasio activados por voltaje de la familia EAG. A) mondmero,
B) tetramero visto desde el espacio extracelular. S1-S6 representan los segmentos helicoidales transmembranales
del dominio sensor de voltaje o VSD (verde), PD es el dominio formador del poro (morado), PAS es el dominio Per-
Arnt-Sim, cNBHD es el homologo al dominio de unién a nucleétidos ciclicos y P es la region del poro (azul). Modificado
de Bauery Schwarz (2001).

Para que exista un cambio conformacional dependiente de voltaje, el movimiento del dominio
sensor de voltaje (VSD) debe estar acoplado al dominio formador del poro (S5-56). A partir de las
estructuras de algunos canales de potasio como Kv1.2/2.1, de calcio como Cavl.1 y o de sodio
NavAb se ha propuesto que el conector de los segmentos transmembranales S4 a S5 actlia de
manera mecdnica como palanca en S6 para abriry cerrar el canal cuando la hélice de S4 es impulsada
por el campo eléctrico transmembranal (Whicher y MacKinnon 2016). En estos canales el conector
S4-S5 es una a-hélice con su eje central paralelo al plano de la membrana, ver Figura 3. Sin embargo,
en la familia de canales EAG se ha demostrado que el conector S4-S5 es corto y no tiene dicha
estructura o funcion (Lorinczi et al. 2015), ver Figura 3, lo que sugiere que para esta familia debe
existir al menos un mecanismo alternativo de gating (Whicher y MacKinnon 2016).
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Introduccion

rEAG1 Kv1.2/2.1

Figura 3. Arquitectura de los canales rEAG1 (5K7L) y Kv1.2-2.1 (2R9R). En
(A) se muestra la organizacion de las cadenas desde una vista
extracelular. En (B) se muestra el conector $4-S5 en rojo.

1.1.1. Canales de potasio activados por voltaje EAG (ether-a-go-go)

En 1969 se describié una mutante espontdnea de Drosophila melanogaster que presentaba
movimiento rdpido de sus piernas después de ser expuesta a éter (dietiléter) (Kaplan y Trout 1969),
posiblemente con la popularidad del estilo de baile “a go-go” de los afios 60, se determiné que aquel
fenotipo fuera denominado éter-a-go-go (EAG). Después, se identificd que el fenotipo era el
resultado de una mutacidn en el gen que tenia como producto un canal de potasio dependiente de
voltaje al que se le llamé EAG (Warmke, Drysdale, y Ganetzky 1991).

Warmke y Ganetzky propusieron la existencia de la familia de canales de potasio EAG con base
en la identidad de secuencia de residuos de aminoacidos en nucleos hidrofébicos y la presencia en
el extremo carboxilo terminal de un segmento homdlogo al dominio de unidn a nucledtidos ciclicos
o cNBHD (por sus siglas en inglés Cyclic Nucleotide-Binding Homology Domain); se establecidé que
los canales ELK (EAG-like K*) y ERG (EAG-related gene) fueran miembros de la familia EAG (Warmke
y Ganetzky 1994); ver Figura 4.
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Introduccion

Familia
EAG
canales K*

ELK

EAG-like

N

activado —
inactivado

ERG

EAG-related gene

recuperacion desde
la inactivacion

activacion

desactivacion

L.

cerrado, desactivado

|E_ despolarizacion despolarizacion
— L |

Figura 4. La familia de canales EAG es conformada por tres subfamilias: EAG, ELK, y ERG. Se
muestran dibujos esquemadticos de la sefial de corriente (de magnitud I) mediada por
miembros de las subfamilias ante un pulso (de magnitud E) que despolariza la membrana a
través del tiempo (t). De la forma de la sefial de corriente se hace evidente que la subfamilia
EAG no tiene una inactivacion ni desactivacion prolongada como ERG y algunos miembros de
ELK. Imagen modificada de Bauer y Schwarz (2001).

El dominio cNBHD se encuentra unido al poro a través de un dominio conector-C (C-linker
domain). Por otra parte, los miembros de esta familia EAG contienen en el extremo amino terminal
un dominio EAG caracteristico compuesto de dos subdominios: el dominio Per-Arnt-Sim (PAS) y un
dominio capucha-PAS (PAS-cap) (Cabral et al. 1998), ver Figura 2.

A partir de un ensayo Northern blot, en el cual se utilizé6 como sonda una region del extremo 3’
de ADN codificante a EAG1 humano (hEAG1), se sabe que los canales son expresados de manera
basal en el cerebro humano adulto y de manera transitoria en células miogénicas (Occhiodoro et al.
1998). La corriente repolarizante del canal hEAG1 (Ig4¢) se activa con un potencial mayor a -50
mV y no se inactiva durante una despolarizacidon sostenida (Occhiodoro et al. 1998). Cuando
mioblastos humanos proliferantes son transferidos a un medio que promueve la diferenciacion, se
observa que su potencial de membrana en reposo se hiperpolariza rdpidamente debido a la
expresion de Ipa¢ (es decir hEAG1) lo que coincide con la detencidn del ciclo celular (Occhiodoro
et al. 1998).
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Introduccion

1.1.1.1. Dominio PAS

La respuesta a cambios en el ambiente como son condiciones de luz, compuestos xenobidticos
y cambios en los niveles de oxigeno se debe a multiples rutas metabdlicas dependientes de distintas
proteinas de adaptacidon ambiental. El dominio proteico Per-Arnt-Sim (PAS) estd presente en varias
proteinas de adaptacién ambiental, se propuso con base en un segmento de aproximadamente 275
aminodacidos homoélogo en el producto del gen per (period) de Drosophila melanogaster, en el
regulador del desarrollo neural sim (single-minded) en moscas y en un componente de la ruta
metabdlica de sefializaciéon por dioxinas en humano: el translocador nuclear del receptor de
hidrocarburos arilo (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) (Mclntosh, Hogenesch, y
Bradfield 2010). Posteriormente, por analisis de secuencias se identificaron dos regiones de
aproximadamente 70 aminodacidos de longitud dentro del dominio PAS que se denominaron PAS A
y PAS B. Ambas regiones PAS A y PAS B se presumen homologas entre si, con una identidad menor
al 20% en un analisis de secuencias en ratdn, los autores mencionan que dicho andlisis suele ser
suficiente para clasificar las proteinas de ratén de acuerdo a su funcién biolégica como desarrollo
neuronal, vascular o transporte de iones (Mclntosh, Hogenesch, y Bradfield 2010). Es necesario
aclarar que un alto porcentaje de identidad de secuencia proteica suele ser un criterio suficiente
para identificar a un homdélogo cercano, no obstante, cuando se trata de una divergencia lejana el
porcentaje de identidad es un criterio menos significativo y ademas se utiliza la estructura terciaria,
la similitud de secuencia y la similitud en la funcién para identificar a un homdlogo.

En la proteina hERG1 (human EAG-related gene) si se elimina el dominio PAS, los canales hERG1
truncados son activos pero muestran una tasa de desactivacidn mas rapida. La reconstitucion de la
funciodn silvestre a partir de la co-expresion del dominio escindido con el canal truncado indica que
el dominio PAS amino-terminal tiene un papel importante en las propiedades de gating del canal
qgue logra mediante su asociacién con el cuerpo del canal (Cabral et al. 1998). Debido a la alta
conservacién de los primeros 25 aminodacidos y al efecto que tienen en la desactivacion las
mutaciones deletéreas en los residuos 2-26 y 2-23, se especulé que los aminoacidos N-terminal
estarian en una posicion para interaccionar con los residuos del conector S4-S5 (Cabral et al. 1998);
al resolver la estructura del canal se descubrid que éste no cuenta con un conector S4-S5 helicoidal
(Wang y MacKinnon 2017) de tal forma que el mecanismo de asociacion entre el dominio PAS y el
gating permanece elusivo. En concordancia, la eliminacion de todo el dominio N-terminal en hEAG1
(residuos 2 — 190) resulta en canales funcionales con activacidon desplazada hacia voltajes mas
negativos (75 mV con respecto a la silvestre) y una cinética de desactivacién mas lenta (Ziechner et
al. 2006).
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Introduccion

1.1.1.2. Dominio cNBHD

Los canales de potasio de la familia EAG se encuentran relacionados estructuralmente a los
canales de potasio activados por hiperpolarizacion modulados por nucledtidos ciclicos o HCN
(Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-modulated) y a los conmutados por nucledtidos
ciclicos o cNG (cyclic nucleotide gated) ya que estos contienen un dominio de unién a nucledtidos
ciclicos o cNBD (cyclic nucleotide binding domain) en su extremo carboxilo terminal. Sin embargo,
mediciones de corriente en parches escindidos de membrana que contenian canales mEAG1 (mouse
EAG1) y hERG1, en configuracién “el interior en el exterior” (inside out), asi como registros
electrofisioldgicos de corrientes de ovocitos de Xenopus que expresaban los canales no revelaron
ningun indicio de modulacién por nucleétidos ciclicos (CAMP y cGMP) (Brelidze, Carlson, y Zagotta
2009). Ademas, el monitoreo por fluorescencia de la unién de nucledtidos ciclicos reveld que
mientras el dominio cNBHD de hERG1 tiene una baja afinidad de unién (K; = 51uM) no hay unién
de los nucledtidos ciclicos con el dominio cNBHD de mEAG1 (Brelidze, Carlson, y Zagotta 2009).

Analisis de estructuras cristalograficas de dominios cNBHD obtenidas de mEAG1 ratén y de zELK
de pez cebra revelan que los dominios tienen dos residuos conservados (en mEAG1 Y699 y L701) en
la ubicacién andloga al sitio de unién de nucleétidos ciclicos en los dominios cNBD, los residuos
ademas establecen una red de interacciones con otros residuos en el bolsillo de unién a ligando
(Marques-Carvalho et al. 2012); a este arreglo que se supone caracteristico de la familia EAG se le
conoce como conformacion auto-ligada (self-liganded) y parece tener un papel en la dependencia
del voltaje de la activacidon puesto que la sustitucion de los residuos Y672 y L674 de hEAG1
(equivalentes a Y699 y L701 en mEAG1) por alanina desplaza el voltaje de activacion (V,5) hacia
potenciales de membrana mas negativos (Marques-Carvalho et al. 2012). El dominio forma parte de
varias proteinas que pertenecen a rutas metabdlicas que regulan la respuesta a cambios en el
ambiente mediante la unién con moléculas pequenas tales como oxigeno molecular, metabolitos o
hidrocarburos poliaromaticos (Mclntosh, Hogenesch, y Bradfield 2010).
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1.2. Estructura del canal rEAG1A de Rattus norvegicus

Whicher y MacKinnon reportaron en el 2016 la estructura de una mutante del ortélogo de EAG
presente en Rattus norvegicus (rEAG1A), la cual se obtuvo con criomicroscopia electrénica en
particula Unica con una resolucién de 3.78 A. En el estudio se eliminaron los residuos 773 a 886 de
la secuencia en la mutante rEAG1A que mostré todas las propiedades de la variante silvestre de 962
aminoacidos, entre las que se encuentra: una corriente no inactivante con V; 5 de 4.9 £ 0.6 mV que
contrasta con la silvestre con V,5 de 10mV; una cinética de activacién sensible a la
hiperpolarizacién e inhibicién por calmodulina (CaM). No fue posible resolver las coordenadas de
varios residuos de aminodcidos por lo cual el modelo atémico obtenido en presencia de CaM carece
de los segmentos comprendidos por los residuos 1-9, 407-411, 697-703 y 723-849. El modelo reveld
estructuras no observadas en otros canales K, como: una torreta extracelular extendida (~25 A)
gue se presume caracteristica de la familia EAG eucarionte, los residuos 391-399 de la torreta
forman una hélice a cuyo eje es paralelo a la membrana e interacciona con la hélice del poro vy el
lazo peptidico entre el filtro de selectividad y S6. La torreta cuenta con dos sitios de glicosilacion en
N388 y N406, en concordancia, se observé la densidad electrénica de N-acetil glucosamina en N388
misma que se supone es capaz de rodear la apertura extracelular del poro y prevenir la unién de
toxinas inhibitorias (Whicher y MacKinnon 2016).

El analisis del producto de la expresidon de hEAG1 en células derivadas de ovario de hamster
chino o CHO (Chinese Hamster Ovary) transfectadas asi como de homogenados de células de tejido
cerebral de rata (rEAG1) indican que in vivo coexisten dos formas de EAG1 con N-glicosilaciones en
N388 y N406; en el mismo trabajo se hace evidente que la asparagina 406 estd unida a un
oligosacarido complejo involucrado en el trafico intracelular de la proteina asi como en su cinética
(la mutante N406Q presentd menor amplitud de corriente y mayor tiempo de activacion) (Napp et
al. 2005).

Una comparacidn entre la estructura tridimensional del canal cerrado rEAG1A y el canal abierto
hERG1 permite proponer diferencias entre ambos estados que serian caracteristicas en los canales
de la familia EAG. Entre las caracteristicas inferidas de la familia EAG est4 |a falta de un conector S4-
S5 a-helicoidal y un mecanismo alternativo de gating, puesto que la superposicién de ambos
estados hace evidente que S4 no se mueve a través de la membrana, ademas S5 y S6 se mantienen
bajo contacto antiparalelo extenso, lo que podria ser indicio de que el mecanismo de cierre de los
canales EAG involucra el desplazamiento de S4 hacia el centro del canal, lo que comprime la hélice
S5 que a su vez cierra S6 ya que se transmite la fuerza de compresidn por la interfaz S5-S6 (Wangy
MacKinnon 2017). Un mecanismo alternativo de gating sugiere la existencia de interacciones muy
caracteristicas entre esta familia de canales y sus inhibidores modificadores del gating.
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1.3. Fisiologia de los canales EAG y su relacién con el cancer

El analisis de transcritos sitla el papel fisiolégico normal de EAG1 en células miogénicas y del
tejido cerebral (Occhiodoro et al. 1998). En contraste, se ha identificado la expresion ectdpica de
hEAG1 en mas del 70% de muestras de tumores de diverso origen (Pardo et al. 2012; Hemmerlein
et al. 2006). En el 2002 se propuso una hipdtesis para explicar la funcién del canal hEAG1 en la
proliferacién celular con base en el crecimiento de lineas celulares oncogénicas que expresan
hEAG1; en el estudio se utilizé el inhibidor no especifico imipramina. Las lineas celulares con el
potencial de formar tumores, en contraste con lineas celulares relacionadas no oncogénicas, no
requieren de grandes concentraciones del ién Ca?* para proliferar. Las células tumorales tienen
una ligera hiperpolarizacién en la fase G1 del ciclo celular, incluso antes que las lineas celulares
relacionadas no oncogénicas, pero su potencial de membrana permanece sin cambios a lo largo del
resto del ciclo celular lo que sugiere la expresidon de un mecanismo que permite la hiperpolarizacién
inicial aun en bajas concentraciones de Ca?™. Asi, en un medio abundante en Ca?*, las corrientes
ocasionadas por hEAG1 son expresadas principalmente en la fase G1 del ciclo celular, lo que resulta
en una ligera hiperpolarizacion de las membranas celulares necesaria para avanzar en el ciclo
celular. Debido al eflujo del ion K+ aumenta el flujo de Ca?* hacia adentro, luego el incremento de
la concentracién intracelular de Ca?* inhibe hEAG1 y activa los canales de potasio activados por
calcio (K.,) lo que permite hiperpolarizar mas la membrana celular para avanzar en el ciclo celular
(Gavrilova-Ruch et al. 2002).

En contraparte, el tratamiento con el inhibidor no especifico astemizol en modelos de ratén
SCID disminuyé el crecimiento de tumores inducidos por injertos de células que expresaban EAG1:
CHO transfectadas con EAG1 y células de cancer de mama MDA-MB435S (que no expresan hERG) a
una escala comparable con el fadrmaco citotéxico ciclofosfamida que interfiere con la replicacién del
ADN por entrecruzamiento de las bases guanina y alquilacién de las bases nitrogenadas (Downie et
al. 2008). Para identificar si la permeacién de iones es necesaria para la proliferacidon de tumores,
se modificé la secuencia firma TSVGFGN de la region del poro a TSVGFSN (EAG-G440S) para impedir
el paso de iones. Los injertos de células NIH3T3 y CHO que expresaron EAG-G440S generaron
tumores de menor tamano comparados los injertos que expresaron EAG1 silvestre, lo que indica
gue un mecanismo que explique la proliferacién celular solo en funcidn de la permeacién de iones,
como el propuesto por Gavrilova-Ruch et al., 2002 es solo un mecanismo secundario de la
oncogénesis. Puesto que el injerto de células NIH3T3 silvestres no genera tumores se concluye que
la proliferacion celular asociada a la expresidon de EAG1 se debe a cambios conformacionales que
influyen en la sefializacion celular, ya que el astemizol ademas de impedir el paso de iones fija el
canal en la conformacion abierta (Downie et al. 2008).
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Se ha identificado que EAG1 proporciona ventajas selectivas a células de cancer y tumores, lo
gue se ha correlacionado con una mala prognosis; incrementa la vascularizacion de tumores y
migracion celular, promueve la progresién a través de las fases G1, G2 y M del ciclo celular, modula
el desensamble del cilio primario necesario para la senalizacion morfogénica y por factores de
crecimiento (Cazares-Ordonez y Pardo 2017); lo que podria explicar el dismorfismo asociado al
sindrome Zimmermann-Laband (Bauer y Schwarz 2018). La incertidumbre asociada a las multiples
rutas metabdlicas en las que puede participar EAG1 resalta la complejidad de las redes de
interaccion proteina-proteina.

1.4. Cancer, la diversificacidon progresiva a partir de un linaje celular

Las células que constituyen a un organismo pluricelular como el ser humano necesariamente
estan coordinadas por mecanismos dependientes del genoma de cada célula. El hecho de que mds
de 10*3 células constituyan el cuerpo humano (Sender, Fuchs, y Milo 2016) es una muestra de la
capacidad regulatoria alcanzada tras millones de afos de evolucidn, tal convivencia es la envidia de
cualquier estructura social. Sin embargo, el genoma de toda célula es a su vez susceptible a
mutaciones o alteraciones genéticas que perturban los mecanismos de regulacion celular.

La mayoria de los casos de cdncer tienen sus origenes a partir de una sola célula aberrante
(Nowell 1976). Dicha célula tiene su origen con al menos una mutacidn de un conjunto de “genes
criticos” cuya alteraciéon contribuye a la causa o evolucidn del cancer. Los genes criticos se agrupan
en dos clases: los proto-oncogenes y los genes supresores de tumores (Alberts 2015). Los proto-
oncogenes son genes relacionados a cancer que como resultado de una mutacién pueden adquirir
0 mejorar su actividad, la variante mas activa del gen se conoce como oncogen y su producto puede
contribuir al desarrollo del cdncer directamente por un incremento en la proliferacién; se ha
propuesto que los oncogenes inducen la inestabilidad genética en cdnceres esporadicos debido a
que alteran los procesos de replicacién del ADN (Negrini, Gorgoulis, y Halazonetis 2010). Por otra
parte, los genes supresores de tumores son aquellos cuyas mutaciones que llevan a la pérdida de la
funcién del gen permiten el desarrollo del céncer, generalmente se asocian a mecanismos
moleculares de reparacidn del ADN, asi como la deteccidn y eliminacién de la proliferacidon de
células anormales; se ha correlacionado la inactividad de estos genes con la inestabilidad genética
en canceres hereditarios (Negrini, Gorgoulis, y Halazonetis 2010). Se estima que el nimero de
mutaciones en los genes criticos que conducen a un caso individual de cancer es en el orden de 10,
el efecto aditivo de tales mutaciones conlleva a una enorme inestabilidad genética y epigenética de
las células afectadas (Alberts 2015).
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Desde el punto de vista evolutivo, la consecuencia principal de una inestabilidad genética es una
enorme diversidad genética aunada a un intenso proceso selectivo que puede resultar en
poblaciones celulares exitosas y diversas en una misma persona (ver Figura 5), tal diversidad supone
un enorme reto en el desarrollo de fdrmacos de amplia distribucién que eliminen la mayor cantidad
de poblaciones anormales de células y la menor cantidad de células sanas(Nowell 1976). Aunque no
se encuentran completamente determinadas las rutas de sefializacién en las cuales estd involucrado
el canal oncogénico EAG1 (particularmente sus dominios citoplasmaticos), su inhibicion se ha
asociado a una detencién de la proliferacién de células cancerosas (Moreels, Peigneur, Galan, et al.
2017; Gomez-Varela et al. 2007) lo que aunado a su expresion ubicua en la mayoria de los canceres

lo hace un blanco terapéutico muy prometedor.

Figura 5. Evolucion clonal. Esquema de una célula con
una mutacion espontdnea en uno de los genes criticos en
el desarrollo del cancer (naranja). En cada paso una sola
célula recibe una mutacién adicional que puede
aumentar la proliferacion celular o disminuir la muerte
celular. En el ultimo paso se muestra la invasion de las
células cancerosas, un paso inicial en la metdstasis. En
realidad las células cancerosas tienen numerosas
mutaciones y cambios epigenéticos ademds de los
necesarios para dar el fenotipo de cdncer debido a la
inestabilidad genética. La aparicion del fenotipo
aberrante puede tardar afios en aparecer. Imagen
modificada de Alberts (2015) con Biorender.com.
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2. Inhibicidn de los canales idnicos activados por voltaje

Los ligandos capaces de inhibir los canales idnicos activados por voltaje pueden ser clasificados
de acuerdo a su naturaleza quimica como iones metalicos, moléculas de bajo peso molecular y
peptidicos; los ligandos pueden ocluir el poro del canal o alterar las propiedades de gating de los
canales (Kuzmenkov et al. 2016). En las secciones posteriores se tratara Unicamente con inhibidores
peptidicos a no ser que se especifique lo contrario.

Aunque las investigaciones relacionadas a elucidar los mecanismos de inhibicién se encuentran
distribuidas entre las distintas familias y subfamilias de canales, se ha corroborado que existen
mecanismos conservados agrupados en dos grandes categorias: los inhibidores bloqueadores del
poro y los modificadores del gating.

2.1.1. Inhibidores peptidicos bloqueadores del poro

Los inhibidores peptidicos bloqueadores del poro se colocan fisicamente sobre el vestibulo
extracelular de los canales y posicionan un residuo cargado (como lisina) en el primer sitio de unién
a ion en el filtro de selectividad o SF; (el mas cercano al espacio extracelular) en el poro del canal,
tal inhibicién suele ser desestabilizada por la presencia de iones intracelulares puesto que los iones
compiten por el sitio de unién, tal fendmeno observado en electrofisiologia se conoce como trans-
enhanced dissociation effect (Banerjee et al. 2013; Miller 1995). La arquitectura de tales inhibidores
peptidicos de canales K, encontrados en venenos de alacrdn, la familia a (familia de la
caribdotoxina), estd conformada por dos o tres a-hélices-giro unidas por puentes disulfuro a una -
[dmina compuesta por tres hebras; lo que confiere rigidez y permite mantener una forma globular
(Miller 1995); ver Figura 6.
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Figura 6. Estructura de la caribdotoxina (CTX) unida a canal quimera Ky 1.2-asas Ky, 2.1 determinada por difraccion de
rayos X. Arriba se utiliza la representacion de lazos para el esqueleto peptidico, abajo se visualiza la superficie. Cada cadena
polipeptidica tiene un color distinto. La caribdotoxina (naranja) se une al vestibulo extracelular y dirige el residuo K27
(arriba en esferas) hacia el poro del canal impidiendo el flujo de iones; la posicion tetraedral de los hidrogenos del nitrogeno
terminal de K27 maximiza el nimero de contactos con los dtomos de oxigeno de los carbonilos en el sitio SF; del canal. La
union de la caribdotoxina no altera de manera significativa la estructura del canal; lo que es consistente con el modelo de
union llave-cerradura. Esta fue la primera estructura resuelta de una toxina unida a un canal de potasio PDB:4JTA (Banerjee
etal. 2013).
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2.1.2. Inhibidores peptidicos modificadores del gating

Los inhibidores peptidicos modificadores del gating alteran la cinética y la dependencia de
voltaje de la activacidon o inactivacion (Catterall et al. 2007). Se ha propuesto un mecanismo
conservado entre toxinas polipeptidicas provenientes de escorpién, anémona de mar y arana
llamado el atrapamiento del sensor de voltaje (con el sitio de unién en el lado extracelular) (Catterall
et al. 2007); dicho mecanismo ha sido especialmente estudiado en los canales de sodio activados
por voltaje o Nay . A diferencia de los canales Ky, los canales Nay, eucariontes se caracterizan por
incluir en una sola cadena polipeptidica (llamada subunidad a) cuatro dominios homélogos (I-IV) de
seis segmentos transmembranales (hélices S1-S6) lo que es suficiente para formar un poro sensible
a cambios de voltaje (Catterall et al. 2007; Clairfeuille et al. 2019). En general, las asas que conectan
los segmentos transmembranales en los canales Nay son distintas entre los dominios, por ejemplo:
el asa extracelular entre S1-S2 del dominio | es distinta en longitud o secuencia del asa entre S1-S2
del dominio Il, lll o IV. De esta forma se ha identificado que el sitio de unién de las toxinas
modificadoras del gating esta constituido por distintas asas extracelulares de los canales Nay (Shen
et al. 2018; Xu et al. 2019; Catterall et al. 2007). Debido a que suele existir una buena correlacién
entre la dependencia del voltaje del canal iénico y la afinidad de unidn de las toxinas modificadoras
del gating, se ha establecido que la unidn de las toxinas es dependiente de la conformacidn del canal
a un voltaje dado (Catterall et al. 2007) esta aseveracidn también se extiende a canales K, (Wang
et al. 2004); en otras palabras, la conformacion de las asas extracelulares puede favorecer o
desfavorecer la union de la toxina modificadora del gating. A continuacion se describirdn algunos
ejemplos de esta clase de inhibidores con el propdsito de resaltar diferencias y mecanismos
consenso.

La superfamilia de toxinas ICK (Inhibitor Cystine Knot) es representada por la hanatoxina (HaTx1)
que puede interaccionar con cuatro sitios de unidn equivalentes en los VSD de canales Ky
homotetrameros y se ha propuesto que su potencia puede ser modulada por la composicion lipidica
de la membrana (Xu et al. 2019). Dentro de esta familia, la protoxina Il aislada de la tarantula
Thrixopelma pruriens es capaz de inhibir la corriente mediada por los canales Nay, 1.7 atrapando el
VSDy; en el estado desactivado, aunque se ha determinado también un sitio de unién en el VSDyy
(Shen et al. 2019). En la Figura 7, se muestra el modo de unién resuelto de la protoxina Il en el VSDy;
del canal humano Nay 1.7; la estrategia consistio en sustituir el VSD del canal homotetramero
bacteriano NayAb por la secuencia de aminodcidos del VSDy; del canal humano Nay 1.7. El
complejo muestra cuatro moléculas de protoxina Il unidas de manera equivalente a cada VSDyj, tal
interaccion es posible puesto que el canal es un homotetramero, el sitio de unidn de una molécula
de protoxina Il esta constituido por un solo VSDy; y la unién de una molécula no induce cambios
conformacionales que se extiendan a los otros tres sitios de unién en los VSDy;. La protoxina Il se
involucra principalmente en interacciones electrostdticas selectivas con el asa S3-S4 del VSDy,
utilizando dos cadenas laterales basicas (R22, K26) para neutralizar la accién de residuos acidos
esenciales necesarios para el movimiento de S4 (E811, D816y E818 de Nay, 1.7) y se propone que
el sitio de union ademas estd compuesto de una regidn expuesta a lipidos que justifica la
importancia de la particion de la membrana para una union de alta afinidad como en el caso de la
hanatoxina (Xu et al. 2019).
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Figura 7. Estructura del canal quimérico Na,,Ab con el VSD;; del canal humano Nay 1.7 unido a protoxina Il (o ProTx2)
determinada por criomicroscopia electrdnica y cristalografia de rayos X (PDB:6N4R). Cada cadena polipeptidica del canal
homotetrdmero se muestra en un color diferente. En naranja se muestran las cuatro moléculas de ProTx2 y en una
miniatura se ilustra la superficie del complejo.

Se ha demostrado que la protoxina Il reconoce como sitios de unién, homdlogos entre si, los
dominios VSDy; y VSDyy del canal Na, 1.7 (Shen et al. 2019). La capacidad de una toxina
modificadora del gating para unirse a distintos sitios homdlogos del VSD se ha descrito en detalle
en la estructura del canal Na;, 1.7 unido a AaH2, una toxina proveniente del veneno del escorpién
Androctonus australis Hector. El sitio de union de AaH2 cubre la superficie extracelular del VSD;y vy
la region adyacente (en el subdominio 1) del dominio formador del poro (PD;), por lo que se piensa
que la toxina atrapa al VSDyy en el estado desactivado y como tal retrasa el movimiento de cargas
(~30%) de los canales Nay, 1.2y 1.7 con EC5y de 0.7240.59 nM y 51.7 + 1.5 nM respectivamente
a -100 mV (canal cerrado). Sin embargo, la estructura de un canal quimérico de la cucaracha
Periplaneta americana N ay Pas (similar al canal humano Nay, 1.4) cuyo dominio VSDyy y hélice S5,
fueron sustituidos con los respectivos segmentos del Nay, 1.7 humano mostré a AaH2 unida en dos
sitios, ver Figura 8. El primer sitio muestra a AaH2 en contacto con la regién extracelular de S5, las
asas S1-S2 y S3-54 del VSDyy, y con una glicosilacién altamente conservada en la torreta conectada
a S5;. La formacién del complejo parece estar determinada por la alta superficie de contacto
(~712 A?) y la complementariedad electrostatica (Clairfeuille et al. 2019).
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Asimismo, la Figura 8 muestra a AaH2 unida al VSDy (nativo de NayPas). Se sugiere que la
afinidad de la toxina por este sitio es menor ya que el mapa de densidad correspondiente a esta
molécula de AaH2 estd menos definido que para el sitio VSDyy. No obstante, experimentos de
electrofisiologia en mutantes del canal de la cucaracha Blatella germanica BgNay, 1 sugieren que
dicho sitio de unién puede tener una relevancia bioldgica (Clairfeuille et al. 2019).

Figura 8. Estructura obtenida por criomicroscopia electronica de las toxinas AaH2 (naranja) unidas al canal quimérico
NayPas cuyo VSDyy, ha sido sustituido por el dominio VSDy, de Nay,1.7 (PDB: 6NT4). El principal sitio de union estd
constituido por la superficie extracelular del dominio VSDyy, (derecha) y una glicosilacion del dominio sensor del poro. Por
otra parte, el segundo sitio de union se encuentra sobre la superficie del VSD; y presenta una glicosilacion en la cercania
aunque no se encuentra en contacto con la toxina. En la esquina inferior derecha se encuentra una miniatura que ilustra
la superficie de las proteinas.
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Al igual que la protoxina Il y la hanatoxina previamente descritas, la toxina Dcla proveniente de
la arafia Diguetia canities pertenece a la superfamilia de toxinas ICK. EIl modo de unidn resuelto
(PDB: 6A91) de la toxina en el canal NayPas engloba muchas caracteristicas de las toxinas
previamente descritas y afiade otras, ver Figura 9. Primero, interacciona con las asas extracelulares
del sensor VSDy;, sin embargo, la toxina inserta una horquilla 8 en el interior de una cavidad
hidrofébica del VSDy;; en la punta de la horquilla § se encuentra el residuo FA7 con su cadena lateral
dirigida hacia una fosfatidilcolina. Segundo, en la cercania del residuo Y33 de Dcla se encuentra una
glicosilacién del canal. Finalmente, una parte importante de la interfase Dcla-canal pertenece al
dominio formador del poro (Shen et al. 2018).

P

Figura 9. Estructura obtenida por criomicroscopia electrénica (PDB: 6A91) del canal Nay Pas (morado) unido a saxitoxina
y a la toxina peptidica Dcla (naranja). En la estructura se resolvid la posicion de una cadena lateral de Phe47 dirigida hacia
una molécula de lipido fosfatidilcolina (verde).
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2.2. Inhibicion de los canales EAG1

La viabilidad de un tratamiento del cdncer mediante la inhibicion de los canales EAG1 se ha
estudiado con base en la busqueda de efectos adversos en animales. En ratones deficientes de
actividad mEAG1, el gen que expresa el canal carecia de la regidn que codifica el segmento S4 del
dominio sensor de voltaje y la primera mitad del segmento S5 que forma la regidn del poro, no se
detectd letalidad de embriones o aberraciones en el crecimiento, habilidades motoras, reflejos,
ansiedad, comportamiento, aprendizaje, memoria, ni diferencias anatdmicas entre los tejidos de la
corteza cerebral, hipocampo y cerebelo (Ufartes et al. 2013). Los resultados sugieren que la
inhibicidon de la actividad del canal EAG1 no implica un peligro inminente y por lo tanto es un
potencial blanco terapéutico.

No obstante, uno de los mayores retos para el desarrollo de un tratamiento basado en la
inhibicion de hEAG1 es la busqueda de inhibidores que bloqueen selectivamente hEAG1 sobre su
paralogo hERG1 cuya inhibicidén tiene como consecuencia sindrome del QT largo, una enfermedad
cardiaca, que a su vez puede resultar en la muerte repentina (Ma et al. 2018).

2.2.1. Anticuerpo modificador del gating EAG

La busqueda de la primera molécula capaz de bloquear selectivamente el flujo del canal hEAG1
contempld la generacion de anticuerpos que tuvieran como epitopo una secuencia dentro de la
region extracelular del canal comprendida entre las hélices transmembrana S5 y S6 (residuos 374-
452), la regidon extracelular no es similar a hERG1 o hEAG2. El anticuerpo resultante mAb56 con
ICsy = 73 + 47 nM reconoce la regidn del canal con la secuencia peptidica GSGSGKWEG (residuos
407-415) y es capaz de inhibir la proliferacion de distintas lineas celulares de tumores in vitro asi
como el crecimiento de tumores en ratones SCID, en contraste el anticuerpo mAb62 que reconoce
los residuos 375-383 no impide el flujo de iones del canal hEAG1 ni disminuye el crecimiento de
tumores; la union de moléculas en ciertas regiones extracelulares distintas del poro puede inhibir al
canal hEAG1 (Gomez-Varela et al. 2007).
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2.2.2. Inhibicion de los canales EAG1 por toxinas peptidicas

Se han reportado cuatro toxinas capaces de inhibir el canal humano EAG1, todas cuentan con
puentes disulfuro y una estructura tridimensional globular. En la Tabla 1 se muestra un resumen de
las toxinas y su potencia.

Tabla 1. Toxinas reportadas con alta potencia para el canal hEAG1

Organismo Nombre toxina PDBID ICsg Referencia
Heterometrus | k-hefutoxina 1 6ATS/1HP9 26 £ 2 uM (Moreels, Peigneur,
fulvipes Yamaguchi, et al.
2017)
Anthopleura | k-actitoxina-Ael2e - 1.1 uM (Moreels, Peigneur,
elegantissima | (APETx4) Galan, et al. 2017)
Avicularia | k-theraphotoxin-Aala 5WLX 637 +59nM  (Maetal. 2018)
aurantiaca
Avicularia | u/k-theraphotoxin-Apla - 236 +21nM (Maetal. 2018)
purpurea

2.2.2.1. k-hefutoxina 1 (x-KTx 1.1)

Es la primera toxina de origen peptidico reportada capaz de inhibir la corriente del canal hEAG1
(IC5p 26 + 2uM), fue aislada del veneno de escorpion Heterometrus fulvipes. Estd compuesta de 22
residuos con un extremo C-terminal amidado. No se ha reportado actividad inhibitoria en hERG1 a
concentraciones de 40uM, mientras que en hEAGL1 se inhibe la corriente en toda la célula (whole
cell current) 57 £ 2% con ny;; 1.0 £ 0.5. La maxima inhibicién de corriente > 90% se alcanza a
una concentracion = 100uM. Se identific6 como inhibidor de canales de potasio por su diada
funcional que contiene los residuos Y5y K19 a una distancia de 6 + 1.0A. De acuerdo a los autores
se espera un mecanismo bloqueador de poro, comun en las toxinas de escorpidn, en el cual la
cadena positivamente cargada de la lisina entra al poro y se une a un residuo negativamente cargado
del canal, actuando como un catién que tapa el poro cargado negativamente (Moreels, Peigneur,
Yamaguchi, et al. 2017). En la Figura 10, se muestra el alineamiento de las k-hefutoxinas cuyo efecto
se ha estudiado en hEAG1.
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k-hefutoxina 1/1-22
k-hefutoxina 2/1-23
k-hefutoxina 3/1-23
A1-k-hefutoxina 1/1-21
A1,2-k-hefutoxina 1/1-20
Y5A-k-hefutoxina 1/1-22
K19A-k-hefutoxina 1/1-22

Figura 10. Alineamiento de secuencias homdlogas de k-hefutoxina 1 y secuencias mutantes. k-
hefutoxina 1 comparte una identidad de secuencia de 96%, 61%, 96%, 91%, 96% y 96% con k-
hefutoxina 2, k-hefutoxina 3, A1-k-hefutoxina 1, A1,2-k-hefutoxina 1, Y5A-k-hefutoxina 1 y K19A-k-
hefutoxina 1 respectivamente. El cédigo de colores corresponde al utilizado por el programa Clustal
X. Se utilizo “NH,” para indicar el extremo C-terminal amidado. Modificado de Moreels, Peigneur,
Yamaguchi, et al. (2017).

2.2.2.2. APETx4

Toxina de anemona de mar (APETx4) con tres puentes disulfuro que inhibe las corrientes de
Kv10.1 uniéndose preferencialmente al estado cerrado del canal (IC5o 1uM) vy fijdndolo en esa
conformacion. Se cree que el modo de accién es similar al de APETx1 (88% identidad) en hERG1
(IC5934nM), se une la toxina al asa extracelular del sensor de voltaje (regidn S3-S4) y desplaza la
activacion hacia potenciales mas positivos (hasta 18 mV). Se ha sugerido que la combinacién de un
parche hidrofébico y residuos cargados en la superficie de la toxina son los responsables de la unién
de los modificadores del gating y los canales iénicos. Muchos modificadores del gating cuentan con
una triada hidrofébica, en APETx4 la triada son los residuos Y32, F33 y L34, ver Figura 11 (Moreels,
Peigneur, Galan, et al. 2017).

10 2

0 30 40
APETx1/1-42 TKIECP P
APETx4/1-42 KYSCP P P

Figura 11. Alineamiento entre secuencias homologas. La identidad de secuencia entre APETx1 y APETx4 es 88%. El cddigo
de color corresponde al utilizado por el programa Clustal X. Modificado de Moreels, Peigneur, Galan, et al. (2017).
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2.2.2.3. AalayApla

Dos péptidos inhibidores de hEAG1 (k-terafotoxina-Aala y k-terafotoxina-Apla) con un motivo
nudo inhibidor de cistina o ICK (/nhibitor Cystine Knot) se identificaron como modificadores del
gating en vez de ser bloqueadores del poro. Ambos péptidos reducen significativamente la
probabilidad de que el canal esté abierto en el intervalo de potenciales de membrana fisioldgicos,
tienen 36 residuos de longitud, un extremo C terminal amidado, con seis cisteinas, son paralogos
con 81% de identidad de secuencia, ver Figura 12. Uno de los péptidos (Ap1la) es el primer inhibidor
que tiene alta potencia (IC5¢236 £+ 21 nM , ny;; = 1.32 + 0.13) y una selectividad mas de 30 veces
sobre hERG1. Se reporta hasta 72 horas de estabilidad a 37°C en fluido cerebroespinal y plasma
humano. En Aala los tres enlaces disulfuro forman un nudo de cistina; los enlaces disulfuro Cys3-
Cys18, Cys1®-Cys?3 yla seccién intermedia forman un lazo cerrado que es perforado por el enlace
disulfuro Cys'7-Cys39, con dos disulfuros formando una vuelta de horquilla 8 canénica (3-hairpin).
La secuencia de Apla difiere de Aala solo por siete residuos, sin embargo, Aala es tres veces menos
potente que Apla (IC5¢0637 £ 59 nM, ny;; = 1.03 + 0.09) pero a alta concentracién inhibe
completamente hEAG1; Aala se lava facilmente mientras que el efecto inhibitorio de Apla es menos
reversible (Ma et al. 2018).

Aala/1-36 GDC FLGWC PCC CHV GWCV | NH:
Apla/1-36 GDCHK FWGWC PCC CST GWCV F NH2

Figura 12. Alineamiento de secuencias homdlogas. La identidad de secuencia entre Aala y Apla es 81%. El cddigo de
colores corresponde al utilizado en el programa Clustal. Se utilizé “NH,” para indicar el extremo C-terminal amidado.
Modificado de Ma et al. (2018).

3. Prediccion de la estructura de una proteina

La prediccion de la estructura de una proteina con base en su estructura primaria es un tema
importante dada la diversidad de funciones (proteccidn, metabolismo, soporte estructural, etc) que
se sabe pueden desempeiiar las proteinas; aun mas atractiva es la idea de disefiar proteinas para
nuevas funciones. Sin embargo, el problema es complejo de resolver y por lo tanto coexisten tres
enfoques para abordarlo: el modelado por homologia, el modelado por hilvanado y la prediccién ab
initio (Pevsner 2015). Actualmente existen multiples programas (software) que implementan una
combinacion de enfoques para predecir la estructura de una proteina (Kihara 2014).
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3.1. Modelado por homologia

El modelado por homologia, también llamado modelado comparativo, consiste en encontrar
una estructura de proteina en una base de datos de resultados experimentales (de rayos X, NMR,
Crio-ME) que comparta tipicamente una identidad de secuencia aminoacidica mayor al 40% con la
secuencia objetivo; dicha estructura se conoce como molde. Altas identidades de secuencia entre
proteinas sugieren un mismo origen evolutivo (homologia), asi como un plegamiento similar y
disminuyen la probabilidad de tener regiones incorrectamente alineadas. Con base en la estructura
molde se construye un modelo de la proteina objetivo. Posteriormente a la construccion del modelo
es necesario evaluar la calidad del mismo, las métricas de evaluacién se basan en el conocimiento
general de la estructura de proteinas y consideran la longitud de enlaces, dngulos, la planaridad de
los enlaces peptidicos, la conformacion del esqueleto polipeptidico (grafico de Ramachandran),
regiones hidrofilicas e hidrofébicas, entre otras caracteristicas.

Los errores mdas comunes durante el modelado por homologia (Pevsner 2015) son:

e Errores en regiones del modelo que carecian de una regién del molde

e Seleccién de un molde incorrecto (estructura incorrecta o sin relacién evolutiva)
e Errores en el alineamiento de secuencias

e Empaquetamiento incorrecto de cadenas laterales

e Distorsiones en regiones correctamente alineadas

3.2. Modelado por hilvanado

El modelado por hilvanado, o también llamado modelado por reconocimiento de un
plegamiento, se utiliza cuando en la busqueda de un molde se encuentran identidades de secuencia
menores al 30 % con las secuencias que tienen asociada una estructura reportada y no obstante se
reconoce un plegamiento comun (Pevsner 2015). Esto puede ocurrir porque la proteina objetivo se
pliega de manera similar a alguna estructura reportada por evolucidn convergente (por alguna
presion selectiva se adquieren caracteristicas similares pero no tienen un origen en comun) o
porque la secuencia objetivo es homdloga pero divergié hace mucho tiempo. La secuencia objetivo
se divide en fragmentos que se hilvanan sobre plegamientos conocidos, posteriormente se evalla
gue tan coherente es el modelo construido con respecto a una funcién de puntaje que refleja el
conocimiento general de la estructura de proteinas.
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3.3. Modelado ab initio

El modelado ab initio es el método predictivo mas ambicioso y complicado. Se basa en dos
supuestos: 1) toda la informacién de la estructura de una proteina esta codificada en la secuencia
de aminodcidos y 2) una proteina globular se pliega formando la estructura con la menor energia
libre (Pevsner 2015). Asi, el modelado ab initio depende en principio de la implementacion de leyes
fisicas en el software, generalmente en forma de campos de fuerza (ver capitulo 4), y de su éxito
para describir el estado nativo de una proteina (Farhadi 2018).

4. Dinamica molecular

La dindmica molecular es una herramienta computacional que permite estudiar el cambio a
través del tiempo de un sistema de coordenadas y el estado de un sistema macromolecular dado;
la evolucidn del sistema se conoce como trayectoria (Paquet y Viktor 2015). Una trayectoria se
obtiene resolviendo las ecuaciones de Newton de la mecanica cldsica; a través de la trayectoria las
interacciones no favorables tienden a desaparecer, esto es una ventaja utilizada para evaluar
interacciones entre moléculas.

La relacion entre estructura y energia ha motivado el desarrollo de técnicas computacionales
qgue describan modelos atdmicos partiendo de conceptos de la mecdnica clasica. Una funcién de
energia potencial (lamada campo de fuerza) es utilizada para calcular la energia potencial de un
sistema y sus derivadas a partir de las coordenadas que representan la estructura o conformacién
del sistema. Los campos de fuerza son aproximaciones a la energia potencial exacta y como tal estan
sujetos a mejoras (Brooks et al. 2009).

4.1. CHARMM36 un campo de fuerza tipo todos los atomos

CHARMMS36, su funcidon de energia potencial U(ﬁ) es una suma de los términos individuales
qgue representan contribuciones enlazantes y no enlazantes como funcién de sus coordenadas
atémicas, ademas de un término correctivo. Sus contribuciones enlazantes incluyen el enlace (b),
angulo de valencia 6, Urey-Bradley (UB,S), angulos diedros (¢), angulos impropios (w), y
contribuciones de correccién torsional en el esqueleto (CMAP, ¢, ) (Brooks et al. 2009). De
manera similar las contribuciones no enlazantes quedan definidas por el término de Lennard-Jones
(interacciones 6-12) y las coulombicas representadas por cargas puntuales g;q;, como se muestra
en la siguiente ecuacion:
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U(R) = Z Ky (b — bo)? + Z Ko (6 — 65)% + Z Kys (S — Sp)?

enlaces angulos Urey—
Bradley
+ Z Ky (1 + cos(ng — &) + Z K, (0w — w,)?
diedros impropios
Rmin 12 R'.‘.lin 6 qiq;
b fee] () (M 9L S @,
{ ij I Iy 4T[€06Ti- / CMAP(¢) 1/})
pares de ) J J residuos

no—enlace

Donde los parametros Ky, Ky, Kyg, Ko, ¥ K, son las respectivas constantes de fuerza y las
variables con el subindice 0 son los valores respectivos en el equilibrio. Los términos de enlace son
harmdnicos con excepcion de los diedros que estan expresados por una sinusoidal donde n es la
multiplicidad o periodicidad del angulo diedro y & el desplazamiento de fase. Con respecto a los
pares no enlazados €;; corresponde a la profundidad del pozo en el potencial de Lennard-Jones,
mientras que €3 y € corresponden a la permitividad del vacio y la constante dieléctrica relativa
respectivamente.

CHARMM es consistente con otros campos de fuerza derivados del mismo lo que permite
utilizarlos para el modelado de sistemas biomoleculares heterogéneos que incluyan tanto proteinas,
acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos y moléculas pequefias similares a farmacos (Mallajosyula et
al. 2015).

4.2. Campos de fuerza de grano grueso

Los campos de fuerza que incluyen todos los dtomos como CHARMM, AMBER, GROMOS etc...
son inadecuados para simular sistemas con gran nimero de atomos y largas escalas temporales,
incluso si el desarrollo de la electrénica obedece la ley de Moore se estima que existird una
aplicacion para modelos “computacionalmente baratos” durante los préximos 30 afios (Ingélfsson
et al. 2014). Los modelos de grano grueso (CG) prescinden de algunos grados de libertad atomisticos
agrupando varios atomos dentro de entidades de mayor tamafio (llamadas cuentas), en
consecuencia disminuye el nUmero de interacciones que deben ser calculadas, ademas suaviza la
superficie de energia potencial del espacio conformacional por lo cual es posible incrementar el
tamafio de paso (time step) de integracion lo que incrementa su uso espacio temporal sobre los
modelos de todos los d&tomos, ver Figura 13.

Existen dos enfoques principales en cuanto a la parametrizacidon en campos de fuerza de grano
grueso: de arriba-hacia-abajo (top-down) y de abajo-hacia-arriba (bottom-up). El primero basa sus
pardmetros en valores termodinamicos obtenidos experimentalmente, lo que en principio significa
que el campo de fuerza podria ser utilizado con moléculas para los cuales no ha sido explicitamente
parametrizado. Por otra parte, los parametros obtenidos con el enfoque bottom-up se derivan de
calculos cuanticos y campos de fuerza atomisticos lo que los restringe mas para usarse con ciertas
moléculas (Goossens y De Winter 2018).
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4.2.1. SIRAH un campo de fuerza de grano grueso

SIRAH (Southamerican Inititative for a Rapid y Accurate Hamiltonian) es un campo de fuerza que
mediante el enfoque top-down se hace de parametros para proteinas, lipidos, nucleétidos y
disolvente acuoso (Machado et al. 2019). Los desarrolladores de SIRAH tuvieron el cuidado de que
las cuentas de grano grueso (CG-beads) conservaran la posicion de dtomos reales esto facilita la
interpretacion y conversion entre estructuras de grano grueso y estructuras de resolucién atémica
(aqui llamadas de grano fino FG) (Darre et al. 2015), ver Figura 13. La equivalencia entre cuentas y
grupos de dtomos se decidié con base en la intuicién fisicoquimica para cada caso en particular (no
hay una relaciéon 1 a 4 como en el popular campo de fuerza CG MARTINI); en general las regiones
polares son representadas con mayor detalle que las regiones hidrofdbicas y voluminosas (Machado
et al. 2019). Todas las interacciones son calculadas dentro del hamiltoniano clasico de la dindmica
molecular (Darre et al. 2015).

SIRAH utiliza un modelo de agua llamado WatFour (o0 WT4) que esta representado por cuatro
cuentas interconectadas para formar un tetraedro equivalente a 11 moléculas de agua. Las cuentas
tienen cargas parciales que proporcionan en conjunto una permitividad dieléctrica, lo que permite
modular la fuerza idnica (Darre et al. 2015). Si a temperatura ambiente un modelo atomistico de
agua como SPC, TIP3P o SPC/E se mezcla con el modelo CG WT4 ambos modelos se separan en fases,
esto debido a una diferencia en las energias libres de solvatacién respectiva de cada modelo de
agua, sin embargo, tal separacion (=1 nm) es suave y pocas moléculas de agua se mezclan en ambas
regiones (Gonzalez, Darre, y Pantano 2013). Tal propiedad se ha utilizado con éxito para simular
sistemas de resolucién dual o multiescala entre estructuras adicionales descritas por campos de
fuerza de grano grueso (WT4) y grano fino (proteina y lipido), una comparacidn entre la simulacién
multiescala y la de grano fino del complejo transmembranal SNARE no mostré diferencias
significativas en la regidén de grano fino de ambas simulaciones y por consiguiente se concluyé que
WT4 no perturba las estructuras (lipidicas o proteicas) de la regién de grano fino (Darre et al. 2012).

Figura 13. Estructuras de un lipido POPC en representacion de esferas de
Van der Waals. La estructura de la izquierda es una molécula
parametrizada por un campo de fuerza FG, mientras que la estructura a
la derecha corresponde a la misma molécula transformada al campo de
fuerza CG “SIRAH”. La comparacion de ambas estructuras hace evidente
la reduccion del numero de dtomos y enlaces o grados de libertad a
considerar durante el cdlculo de la dindmica molecular.
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4.3. Modelado multiescala

Debido a las ventajas y desventajas inherentes a los modelos de grano fino y los modelos de
grano grueso, se han intentado multiples formas de combinar ambos para obtener modelos
mecanisticos de alta resolucidn y dentro de escalas de tiempo mas grandes. Se distinguen dos
enfoques: modelado multiescala en paralelo y modelado multiescala en serie. En el primero, ciertas
partes del sistema son descritas por el modelo de grano grueso mientras otras son descritas por el
modelo de grano fino; el problema asociado a este enfoque estd relacionado con la delimitacion y
estabilidad de la interfase CG-FG. Por otro lado, en el modelado multiescala en serie primero se
evalua el sistema bajo la resolucion CG y subsecuentemente se convierte el sistema a resolucion
atomistica y luego se evalua nuevamente, lo que elimina el problema de la interfase CG-FG; sin
embargo el costo computacional es alto ya que el sistema se tiene que convertir a resolucidn atémica
en el intervalo de tiempo donde se desee estudiar alguna interaccion (Goossens y De Winter 2018).

4.3.1. Modelado multiescala para estudiar interacciones ligando-receptor

Para las proteinas de membrana los diferentes enfoques multiescala CG/FG difieren en: 1) la
manera de definir la separacidon del sistema entre las regiones FG y CG; 2) los campos de fuerza FG
y CG que utilizan; y 3) el esquema de acoplamiento utilizado para combinar las partes FG y CG
(Schneider et al. 2018).

Una estrategia multiescala hecha a la medida para el estudio de la unién de un ligando a una
proteina de membrana involucrd una representacion implicita de la membrana, mientras el sitio de
unidén y las moléculas de agua alrededor del mismo se trataron atomisticamente (GROMOS FG), el
resto de la proteina fue descrito por un campo de fuerza CG. Tal enfoque depende de barreras de
potencial hemisféricas para delimitar el volumen ocupado por el agua atdmica en el espacio
extracelular y otra para el espacio intracelular (Schneider et al. 2018). Los sistemas modelados con
el receptor adrenérgico humano 2 (hf2AR) y los ligandos modelados (S-Carazolol y R-Isoprenalina)
por mencionar algunos ejemplos reprodujeron los resultados experimentales y ademas se reporta
que dicho enfoque permitid en otros sistemas de proteinas transmembrana refinar acoplamientos
moleculares previos y predecir nuevos sitios de union (lo que se confirmd experimentalmente por
mutagénesis) (Schneider et al. 2018). Sin embargo, los autores mencionan que su propuesta por el
momento se encuentra limitada a proteinas de membrana monoméricas; es probable que dicha
limitacién esté relacionada a dificultades para definir barreras de potencial adecuadas para cada
mondmero.
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Hipotesis

Con la informacién estructural de las toxinas peptidicas que inhiben el canal Kv10.1 (hEAG1) y
técnicas de simulaciéon computacional como son el acoplamiento molecular y la dindmica molecular
se elucidaran las interacciones moleculares que dan origen a la inhibicidn del canal.
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Objetivos

Obtener y validar modelos moleculares consistentes con los datos experimentales del canal de
potasio hEAG1 y los péptidos inhibidores modificadores del gating: Apla, Aala, APETx1, APETx4 asi
como de la k-hefutoxina 1 y sus mutantes reportadas.

Identificar los posibles sitios de unién del canal hEAG1 con los inhibidores peptidicos modificadores
del gating con base en técnicas de acoplamiento molecular.

Validar un modelo de inhibicion mediante dinamica molecular utilizando el sitio de uniéon mas
representativo de los acoplamientos.
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Metodologia

1. Construccion del modelo molecular del canal de potasio hEAG1

1.2.Se identific6 como molde para el modelado por homologia la estructura del canal de rata
rEAG1 (PDB:5K7L) determinada por criomicroscopia electronica (Whicher y MacKinnon 2016).

1.3.Se utilizé6 SCWRL4 (Krivov, Shapovalov, y Dunbrack 2009) para adicionar dtomos faltantes, asi
como para optimizar la posicién de las cadenas laterales.

1.4.Se realizé el modelado por homologia utilizando automodel del programa MODELLER (Sali y
Blundell 1993) versién 9.21, se construyeron 10,008 modelos.

1.5.Seleccién de los mejores cinco modelos basado en el puntaje SOAP para proteinas (Dong et
al. 2013) y la raiz de la desviacién cuadratica media o RMSD de los dtomos C,N,0,CA con
respecto a la estructura 5K7L refinada por SCWRL4 en las zonas correspondientes a los
residuos 10-406, 412-696 y 704-722.

1.6.Se verificaron las estructuras de los modelos con ERRAT (Colovos y Yeates 1993) vy
posteriormente se refinaron las asas peor evaluadas, se construyeron 101 modelos refinados
de cada uno de los cinco modelos, se obtuvo un total de 505 modelos. En el protocolo de
refinamiento se puso la restriccion de que los residuos 391-394 y 419-435 deben formar
hélices alfa.

1.7.A partir de los 505 modelos se seleccioné aquel que tuviera un menor valor de RMSD (en los
atomos C, CA) en la regidn del asa del poro (residuos 420-455) con respecto al molde refinado
por SCWRLA.

1.8.Se evalud el RMSD (C, N, O, CA) de los 101 modelos refinados de la estructura 91475 en los
residuos 10-406,412-696, 704-722 con respecto al molde refinado por SCWRLA4.

1.9.Se modifico el rotdmero de la cadena lateral del residuo de asparagina 388 con el sistema
PyMOL Molecular Graphics, Versién 4.5.0, Schrodinger, LLC. Posteriormente se utilizd
CHARMM-GUI (Jo et al. 2008) para generar un archivo extension “.pdb” con las coordenadas
del tetramero explicito.

1.10. Se utilizo PROPKA (Olsson et al. 2011) en el servidor PDB2PQR (2.1.1) (Dolinsky et al. 2004;
Dolinsky et al. 2007) para calcular el estado de protonacién de los residuos a pH 7.4 (el usado
para las mediciones de electrofisiologia). El archivo .pgr resultante se introdujo a CHARMM-
GUI “Glycan-Reader & Modeler” (Jo et al. 2011; Park et al. 2017; Park et al. 2019) para
adicionar la f-N-acetil-D-glucosaminacién al residuo N388. Se utilizé el archivo con extensién
.pdb para construir el tetrdmero explicito con Chimera (Pettersen et al. 2004) y nuevamente
se utilizé CHARMM-GUI para obtener los archivos con extensién .pdb, .psfy .crd (Brooks et al.
2009; Lee et al. 2016).
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1.11. Se realizé la conversion del archivo de topologia de CHARMM (.psf) al formato GROMACS
(.top) utilizando el plug-in TopoTools (Axel Kohlmeyer 2016. TopoTools: Release 1.7
http://doi.org/10.5281/zeno0do.50249) de VMD en conjunto con los archivos de lista de
topologia y parametros de CHARMM36 (descargables de http://mackerell.umaryland.edu
“toppar_c36_jull18.tgz”) se utilizaron los archivos “par_all36_carb.prm”,
“par_all36m_prot.prm” y “toppar_all36_carb_glycopeptide.str” (Mallajosyula et al. 2015).

2. Construccion de los modelos moleculares de los péptidos inhibidores:

2.1 Se identificaron las estructuras depositadas en la base de datos del Protein Data Bank que
correspondian a la secuencia de los péptidos inhibidores de hEAG1: Aala (PDB:5WLX) y k-
hefutoxina 1 (PDB:6ATS). Asimismo, APETx1 (PDB:1WQK) que inhibe al canal hERG1.

2.2.De las estructuras obtenidas por NMR (Aala y APETx1) se identific6 el modelo mas
representativo, con base en los RMSD (N, CA, C, O) de cada uno de los modelos, ver Figuras
Suplementarias 4 y 5. Para APETx1 se eligié el modelo 7 y para Aala el modelo 2.

2.3.Todas las estructuras se introdujeron al programa SCWRL4.

2.4.Se generaron los modelos moleculares de Apla, APETx4, k-hefutoxina 2, k-hefutoxina 3, N1-
hefutoxina 1, N2-hefutoxina 1, Y5A-hefutoxina 1 y K19A-hefutoxina 1; se especificd en
MODELLER la localizaciéon de los puentes disulfuro y en general se identificé la estructura que
contara con el RMSD y puntaje DOPE mas bajo (DOPE es la funcidn de puntaje predeterminada
de MODELLER). No se utilizé el puntaje SOAP debido a que dicha funcién de puntaje requiere
especificar si la estructura a evaluar es una proteina o un péptido. Posteriormente, se
revisaron los RMSD (N, CA, C, O) de las estructuras seleccionadas.

2.5.Todas las estructuras se introdujeron a PROPKA para obtener el estado de protonacién a pH
7.4, posteriormente se utilizé CHARMM-GUI para amidar el extremo C terminal en las
estructuras pertinentes y para preparar el archivo de topologia para la minimizacién en
GROMACS; se tuvo el cuidado de especificar los puentes disulfuro.

2.6.Al igual que con el modelo de hEAG1 se utilizd TopoTools para convertir el archivo de
topologia de CHARMM al formato de GROMACS.
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3. Preparacion de los modelos seleccionados

3.1.Se realizaron protocolos de minimizacién en agua TIP3P de las estructuras del canal hEAG1, las
toxinas k-hefutoxina 1, k-hefutoxina 2, k-hefutoxina 3, Al-k-hefutoxina 1, A1,2-hefutoxina 1,
Y5A-hefutoxina 1, K19A-hefutoxina 1, Apla, Aala y APETx4 empleando el programa GROMACS
(Abraham et al. 2015) versién 2018.1 bajo el campo de fuerza CHARMM36. Se convirtio el
archivo de coordenadas resultante de hEAG1 (.gro) a formato .pqr para visualizar el potencial
electrostatico en PyMOL Molecular Graphics, Version 4.5.0, Schrodinger, LLC.

3.2.Se evaluaron por MolProbity (Chen et al. 2010) los modelos minimizados; previamente se
eliminaron todas las lineas del archivo de coordenadas (.pdb) de hEAG1 que contenian atomos
de la glucosaminacion. Ademas, se incluyé la evaluacidn del molde 5K7L sin refinar por SCWRLA4.

3.3.Se obtuvo el potencial lipofilico del modelo del canal hEAG1 para tener una aproximacion de la
posicion de la membrana, para lo cual se utilizd el software incluido en el paquete VASCo
(Steinkellner et al. 2009) y por compatibilidad se visualizd en PyMOL Molecular Graphics,
Version 2.0.4, Schrodinger, LLC.
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4. Acoplamientos moleculares hEAG1 y toxinas:

4.1. Acoplamientos globales (ab initio)

4.1.1. Acoplamiento en ClusPro

ClusPro (Kozakov et al. 2017) es un servidor que realiza acoplamiento rigido, después agrupa
1,000 estructuras generadas de menor energia con base en su RMSD. Se supone que las
agrupaciones mas grandes se asemejan mas a los modelos mas probables, representando el ancho
de un pozo de energia en el espacio conformacional. ClusPro utiliza el algoritmo de busqueda por
transformada rapida de Fourier de PIPER para realizar el acoplamiento rigido, posteriormente
evalta con una funcién de puntaje de la forma:

Einteracci('m = WlErepulsién + W2Eatraccién + W3 Eelectrostética + W4EDARS

Los coeficientes wy,...,w, sirven para darle un peso a cada termino y se han optimizado
empiricamente para distintos problemas de acoplamiento (Kozakov et al. 2017).

De acuerdo al potencial lipofilico se selecciond una zona del canal para buscar posibles sitios
de unidn de los péptidos. La zona abarca los residuos 232-250, 311-329, 359-454 como se muestra
en la Figura 14; ClusPro asocia un término repulsivo a los residuos fuera de la zona de busqueda.

Figura 14. A) Representacion del potencial lipofilico en la superficie de hEAG1,
vista lateral; el amarillo denota una mayor afinidad por lipidos. B) En rojo se
representa la superficie de los residuos en los cuales se realizé el acoplamiento
global, la superficie verde representa los residuos que se propone estdn en la
membrana o en la parte citosdlica de la célula.
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4.1.2. Acoplamiento en PyDockWEB

PyDockWEB (Jimenez-Garcia, Pons, y Fernandez-Recio 2013) es un servidor que permite
realizar acoplamientos rigidos asi como utilizar datos experimentales en forma de restricciones
espaciales, es decir se especifican residuos que deben estar o ser cercanos a la interfaz y a mayor
numero de restricciones satisfechas se obtiene un mejor puntaje en la evaluaciéon de un modo de
union. Las restricciones pueden especificarse en ambas estructuras: canal y toxina; sin embargo,
puesto que el objetivo es comparar los resultados de ClusPro y PyDockWEB solo se pusieron
restricciones en el canal de tal forma que los residuos abarcados por ClusPro sean los mismos en
PyDockWEB, es decir los modos de unién que involucren la mayor cantidad de residuos
comprendidos en los segmentos 232-250, 311-329, 359-454 del canal serdn mas favorables, ver
Figura 14 (derecha).

4.2. Evaluacion de los modos de unién por nimero de contactos de la interfaz
canal-toxina con PRODIGY

La afinidad de unién (o energia libre de union) define si la formacién de un complejo ocurre
bajo unas condiciones dadas; se ha demostrado que el nimero de contactos en la interfaz de un
complejo proteina-proteina se correlaciona con la afinidad de unién experimental (Xue et al. 2016).
PRODIGY (Xue et al. 2016) es uno de los predictores con mejor desempefio a la fecha, en las pruebas
de desempeno ha mostrado un coeficiente de correlacién de Pearson de 0.73 entre las afinidades
de unién medidas y predichas con un valor P < 0.0001, y una raiz del cuadrado del error medio o
RMSE (Root Mean Square Error) de 1.89 kcal/mol (Vangone y Bonvin 2015). Los mejores modos
de uniodn se introdujeron al servidor de PRODIGY con el objetivo de obtener energias libres de unién
asi como identificar residuos que podrian estar involucrados en la formacion del complejo toxina-
canal.

Para facilitar la visualizacién de las energias se realizd un grafico tridimensional del centro
de masa de todos los modos de unidn de las toxinas. Para el caso de pyDockWEB se descartaron los
modos de unidn con la regién transmembranal por inspeccién visual. Se identificaron los modos de
union con las energias mas favorables y se agruparon por toxina (sin importar el programa que los
generd) y se graficé la informacidon de los contactos proteina-proteina. Aunque este enfoque es muy
sensible a las orientaciones similares en los modos de unién no se empled un algoritmo adicional
para descartar orientaciones similares ya que el nimero de modos de unién similares puede ser
interpretado como una medida de la amplitud del pozo de energia del espacio conformacional de
acuerdo a la teoria de ClusPro (Kozakov et al. 2017). Posteriormente, con un analisis de frecuencia
de contactos entre la toxina-canal se identificaron los residuos del canal que consistentemente
estabilizan los modos de unién mas favorables de las toxinas globulares; la informacion
experimental de la literatura y del analisis de contactos se utilizé posteriormente para realizar
acoplamientos dirigidos.
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4.3. Acoplamiento dirigido en HADDOCK

Este enfoque es distinto al acoplamiento basado en transformadas rapidas de Fourier
(ClusPro y pyDockWEB) y se utiliza cuando se tiene alguna informacién de interacciones
intermoleculares de las proteinas que forman el complejo. En vez de una busqueda global (Ab initio)
se delimitan “superficies de busqueda” en el receptor y ligando. Para construir las superficies de
busqueda, residuos expuestos al disolvente tanto del ligando como del receptor que se supone son
muy relevantes para la formacidn del complejo se definen como “residuos activos” y aquellos no
tan relevantes o en la cercania como “residuos pasivos” (Dominguez, Boelens, y Bonvin 2003). La
informacidn sobre los residuos que interaccionan se introduce en forma de restricciones de
interaccidon ambigua o AIRs (por sus siglas en inglés Ambiguous Interaction Restraints) definida como
una distancia intermolecular (d;45) con un valor méaximo de 3A entre cualquier 4tomo m de un
residuo activo i de la proteina A (m;4) y cualquier atomo n de los residuos activos o pasivos k (N

en total) de la proteina B (nyg) (e inversamente para la proteina B). La distancia efectiva di{g para
cada restriccidn es calculada utilizando la ecuacién:

Natom Nres Natom 6

1
ff _
A DIDII

mia=1k=1ngp=1 MiANkB

Donde Ny, indica todos los atomos de un residuo dado y N,..s la suma de los residuos
activos y pasivos para una proteina dada. De esta forma, los residuos pasivos no tienen AlRs directos
a la otra proteina pero pueden satisfacer las restricciones activas de la otra proteina. El uso de AIRs
permite buscar a través de todas las posibles configuraciones alrededor del sitio de interaccion
definido por los datos bioquimicos y/o biofisicos (Dominguez, Boelens, y Bonvin 2003). Un potencial
de restriccion es definido para minimizar todas las distancias efectivas hasta un maximo valor de 2A.
Este potencial es harmdnico hasta una violacién de 1A de distancia y luego cambia dentro de una
ventana de 1A a modo lineal: lo que hace que las fuerzas AIR sean constantes para violaciones
mayores a 2A.

El protocolo de acoplamiento consiste de tres pasos. Acoplamiento rigido dirigido por
minimizacién de energia de las restricciones de interaccién (it0), refinamiento semiflexible en el
espacio de angulos de torsidn en el cual se permite el movimiento de las cadenas laterales y los
atomos del esqueleto de los residuos de la interfase (it1), y finalmente, el refinamiento de dinamica
Cartesiana en disolvente explicito, tipicamente agua. Los ultimos dos pasos son referidos como la
etapa de refinamiento.
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Durante las etapas del protocolo del acoplamiento se utilizan las siguientes funciones de
puntaje:

1t0: 0.01E, gy + 1.0E, 00 + 0.01E,;5 — 0.01BSA + 1.0E 10501
It1: 1.OE, gy + 1.0Eype + 0.1E4 g — 0.01BSA + 1.0E 40010
Agua:l.OEvdW + O'ZEIEC + 0'1EA1R + 1-0Edesolv

E,r es la energia de restriccidon de interacciones ambiguas, BSA es el area de superficie
enterrada (no expuesta) y E es01 €S |3 energia de desolvatacion (Dominguez, Boelens, y Bonvin
2003).

4.3.1. k-hefutoxina 1 (HADDOCK)

De la informacion disponible de la k-hefutoxina 1 y sus mutantes se sabe que la sustitucion,
o modificacién de los residuos 5, 19 y 22 elimina la capacidad de inhibicién de corriente (0%). Se
intuye que dichos residuos son necesarios para la unidn canal-toxina y por lo tanto se definieron
como residuos activos. Por otra parte, los residuos H2, A3, N7, R10, E11, N13, E20 y R21 se
propusieron como residuos pasivos puesto que su eliminacion o sustitucidon disminuye la capacidad
de inhibir la corriente (Moreels, Peigneur, Yamaguchi, et al. 2017).

4.3.2. APETx4 (HADDOCK)

Para la toxina APETx4 no hay informacién disponible de mutantes. Sin embargo, se sabe que
la toxina APETx1, con la cual APETx4 comparte 88% de identidad no es capaz de inhibir el canal EAG1
(Moreels, Peigneur, Galan, et al. 2017). Asi, se supone que los 5 residuos en los cuales difiere APETx4
de APETx1 (K17T, Y18K, S19T, T22S, P31G) son necesarios para la unidn canal-toxina y por lo tanto
se definieron como residuos activos.

4.3.3. Aplay Aala (HADDOCK)

Ambas toxinas son homodlogas y comparten una gran potencia de inhibicién por hEAG1 por lo
que para definir los residuos activos se propusieron aquellos que comparten y forman la escalera
de aminoacidos hidrofébicos: F6, L7/W7, W9, W29, y W32. Esto parte de la suposicidn de que el
modo de unidén energéticamente mas favorable situaria dichos aminoacidos hidrofébicos en la
interfase proteina-proteina en vez de situarlos expuestos al disolvente; tal nociéon ha sido
sustentada experimentalmente (Ma y Nussinov 2007).
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5.

Modelado multiescala en paralelo (dinamica molecular)

5.1 Del resultado del acoplamiento en HADDOCK se tomd el mejor modo de unién de las toxinas
y se introdujo a PROPKA para optimizar el estado de protonacién de los residuos
aminodcidos. Se eliminaron los residuos de aminodacidos del canal que corresponden a los
dominios citoplasmaticos PAS y cNBHD.

5.2 Para construir los sistemas con glicosilaciones en el residuo N388 fue necesario alejar la
toxina del canal 0.55 nm en el eje Z (es el eje que atraviesa el poro del canal).

5.3 El modelo protonado se introdujo a CHARMM-GUI para ser insertado en una doble
membrana lipidica de 706 moléculas de POPC (area de la monocapa de lipidos = 5.7 X area
transversal de hEAG1 en la membrana) con el método de remplazo y ser solvatado con agua
y iones Na*Cl" con fuerza idénica 0.15 M. El archivo de topologia con extension (.psf) se
convirtié al formato de GROMACS con TopoTools de VMD vy los archivos de pardmetros de
CHARMM36: “par_all36_carb.prm”, “par_all36_lipid.prm” y “par_all36_prot.prm”.

5.4 En el archivo de topologia (.gro) se elimind la topologia correspondiente a las moléculas de
POPC atdmico y se sustituyd con la topologia de POPC de grano grueso.

5.5 Se calculd el centro de masa de la toxina, se eliminaron todas las moléculas de agua y iones
Na*Cl"a mas de 6 nm de distancia.

5.6 Con la paqueteria de SIRAH tools (Machado y Pantano 2016) se sustituyeron las coordenadas
de los lipidos POPC atdmicos (FG) por lipidos de grano grueso POPC del campo de fuerza
SIRAH.

5.7 En GROMACS se solvaté el sistema con el modelo de agua y iones CG de SIRAH para alcanzar
una fuerza idnica de 0.15 My la electroneutralidad del sistema. Para construir el campo de
fuerza hibrido solo se afiadieron los parametros de SIRAH v2.0 al campo de fuerza
CHARMM36m vMar-2019 y se utilizé un tamafio de paso de 2 fs.

5.8 En el archivo de topologia se comentaron todas las lineas con el tipo de atomos de
CHARMM36 y se referencidé directamente el campo de fuerza modificado CHARMM36m-
SIRAH.

5.9 Se realizé un paso de minimizacién energética del sistema utilizando cinco pasos del
algoritmo “descenso empinado” (steepest descent) por cada paso con el algoritmo
“gradiente conjugado” (conjugate gradient).

5.10 Se construyeron archivos de restriccién para todos los atomos del esqueleto peptidico de
las proteinas del canal, para todos los atomos del esqueleto peptidico de la toxina, para las
cuentas BCO (CG) que representan la cabeza polar del POPC (—NH%), para el segmento
transmembranal S1 (extremo N-terminal) compuesto por los residuos 210-240.
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5.11 Se realizé un paso de 30 ns de equilibracidn del sistema, se procurdé un ensamble NPT con
un bardstato Berendsen (1 bar) y un termostato (298 K) por re-escalamiento de velocidades.
Se utilizaron todas las restricciones generadas en el paso 5.9; lo que permitié el movimiento
de las cadenas laterales de los residuos aminoacidos, las colas hidrofébicas de los lipidos y el
disolvente. Ademas, se definieron grupos para el acoplamiento de temperatura: proteina FG,

lipido CG, disolvente FG, disolvente CG.

5.12 En un segundo paso de equilibrio de 30 ns se volvié a utilizar Berendsen como bardstato (1
bar) y el re-escalamiento de velocidades como termostato (298 K) para asemejar un
ensamble NPT. Sin embargo, se quitaron todas las restricciones en las cabezas polares del

POPC.

5.13 Finalmente, en el paso de produccién (200 ns) se utilizdé un verdadero ensamble NPT con un
bardstato Parrinello-Rahman (1 bar) y un termostato (298 K) por re-escalamiento de
velocidades. Se quitaron las restricciones que abarcaban todo el esqueleto de la toxina y del

canal para mantener solo aquellas que restringian el esqueleto de la primera estructura

secundaria del extremo N terminal del canal.

(1)

(2)

(3)

(4)

Figura 15. Esquema de la preparacion del
sistema para la dindmica molecular.

Modelo obtenido del acoplamiento
dirigido. Cada cadena polipeptidica
tiene un color. En naranja se
muestra la toxina.

Se adiciona a (1) la bicapa lipidica
de POPC (amarillo), agua TIP3P
con iones (cian y plata) y, de ser
necesario, modificaciones
postraduccionales (sistema FG). Se
incluye una vista transversal.

Se elimina el disolvente a mds de
60 A del centro de masa de la
toxina. Después, se convirtio la
membrana atomica de (2) a CG.
Sistema multiescala completo. Se
solvatd el sistema (3) con agua CG
y iones CG. Se incluye una vista
transversal.
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6. Analisis de trayectorias (dindmica molecular)

6.1. Para realizar un aseguramiento de la calidad de las dindmicas se inspeccionaron los
términos energéticos del sistema y la estructura de las proteinas a lo largo del tiempo de la corrida
de produccion (200 ns). Siendo estos la energia potencial, temperatura, presion, radio de giro total
y la desviacidn cuadratica media o RMSD.

6.2. Para posteriores analisis solo se consideraron los ultimos 50 ns de la corrida de produccion.
Aunque el archivo de trayectoria original tenia intervalos de 2ps entre cuadros, para el andlisis se
redujo el nimero de cuadros al considerar intervalos de 16 ps, para un total de 3126 cuadros
analizados por réplica (3125 cuadros mas la configuracién en t=150 ns).

6.3. Se utilizd PRODIGY para calcular el numero de contactos residuo-residuo a lo largo de las
3126 conformaciones, fue necesario cambiar el umbral para definir un contacto de 0.55 nm a 0.39
nm puesto que la flexibilidad del sitio de unién ya esta considerada por la dindmica molecular. Para
calcular los contactos de las glicosilaciones con las toxinas se utilizd la paqueteria GetContacts
(https://getcontacts.github.io/).

6.4. Se utilizo la paqueteria de R Circlize (Gu et al. 2014) para ilustrar las regiones del canal que
interaccionan con la toxina para cada réplica, por claridad se utilizdé una transparencia del 95% para
las lineas que conectan los residuos, de tal forma que los contactos menos frecuentes son mas
claros.

6.5. Para ilustrar el nimero de contactos que tiene un determinado residuo de la toxina a lo
largo de los ultimos 50 ns de la corrida de produccién se construyé una grafica de caja y bigotes.
Ademas, en dicha gréfica se incluyd el porcentaje de cuadros en el cual el residuo aparece haciendo
contactos, esta propiedad se llamard a lo largo del texto como permanencia. Posteriormente, se
utilizé dicho porcentaje para calcular el coeficiente de correlacién de Pearson entre réplicas.

6.6. Se utilizé la herramienta de GROMACS gmx cluster con valores predeterminados es decir
algoritmo de enlace uUnico y un RMSD de corte de 0.1nm para identificar una estructura
representativa de los ultimos 50 nm, dicha estructura es aquella que se localiza en el centro del
cldster mas poblado.

7. Calculo de la energia libre de unién de sistemas no glicosilados

8.1.Después de 200 ns de simulacién multiescala, se convirtid la ultima configuracion de las
trayectorias de hEAG1 no glicosilado unido a Apla y Aala (no se muestran los datos) a
representacién totalmente CG. Representando los extremos N- y C-terminal de las toxinas con
cargas parciales (zwitterion), a excepcién del sistema hEAG1 Aala md2 Neutral. En la realizacién de
todas las simulaciones posteriores a este paso se utilizé una copia inalterada del campo de fuerza
SIRAH v2.0, con un tamafio de paso de 20 fs.

8.2.Se minimizé el sistema, se equilibr6 en NPT durante 10 ns con termostato de re-
escalamiento de velocidades a una temperatura de referencia de 300 K para los grupos: lipidos,
proteina y disolvente. Se utilizé el bardstato Parinello-Rahman para mantener la presion en
promedio a 1 bar.
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8.3.A partir de la configuracion inicial CG se realizé una dindmica molecular dirigida (Steered
Molecular Dynamics) con el ensamble NPT, se aplicd una constante de fuerza del resorte de 1500
kJ/mol nm? normal al plano de la membrana sobre las cuentas que representan los dtomos del
esqueleto peptidico de las toxinas. La tasa de elongacion del resorte fue de 0.001 nm/ps. Ademas
se utilizaron restricciones de posicidn con una constante de 25 kl/mol nm? en los tres ejes de
coordenadas en las cuentas que representan los atomos del esqueleto peptidico de hEAG1.

8.4.La distancia entre las toxinas y hEAG1 se determind a partir de la distancia entre los centros
de masa de los atdmos del esqueleto peptidico. De las configuraciones obtenidas del paso 7.3, se
utilizaron 35-40 configuraciones a lo largo del eje Z (coordenada de reaccién); en donde la distancia
entre la toxina y hEAG1 difiere =0.05nm entre cada configuracion. En total se cubriéo mas de 1.7 nm
de distancia entre la toxina y el canal hEAG1, partiendo de una configuracién unida y terminando
en una configuracién no unida.

8.5.Cada configuracién se equilibré con el ensamble NPT durante 4 ns reiniciando las
velocidades iniciales.

8.6.Después de equilibrar los sistemas se realizé un muestreo sombrilla (umbrella sampling) de
35-40 ventanas de 10 ns.

8.7.Se utilizd el algoritmo WHAM (Weighted Histogram Analysis Method) incorporado en
GROMACS (Hub, de Groot, y van der Spoel 2010) para obtener los potenciales de fuerza media (PMF)
a lo largo de la coordenada de reaccidn a partir de las 35-40 ventanas del muestreo sombrilla.
Ademas se incluyd un intervalo de confianza del 95% (suponiendo una distribucién normal) a partir
del calculo del error estandar estimado de acuerdo a 100 remuestreos bootstraps. Los resultados
se desplazaron tomando la minima distancia entre la toxina y el canal como cero. De igual manera
se desplazo el segundo valor maximo de energia libre (PMF) a cero.

8.8.Como control se siguid el protocolo de Patel y Ytreberg (2018) para utilizar el muestreo
sombrilla con el campo de fuerza SIRAH para calcular las energias libres de unién de las mutantes
W,98F y Dy101K para un sistema antigeno-anticuerpo (PDBID:3HFM).

8.9.Ademas, como control positivo se calculd la energia libre de unién de la toxina peptidica
bloqueadora del poro “caribdotoxina” con una quimera del canal Kv(1.2-2.1). Partiendo de la
estructura del complejo resuelta por criomiscroscopia electrénica (PDBID:4JTA).
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1. Construccion del modelo molecular del canal hEAG1:

1.1. Seleccion del modelo del canal hEAG1

El resumen estadistico de los modelos generados se muestra en la Tabla 2. La distribucidn
de los modelos evaluados por RMSD y puntaje SOAP se muestra en la Figura 16. Bajo el supuesto de
que el molde depositado en el PDB es la estructura nativa, se supone que, si los atomos de un
modelo generado tienen coordenadas similares al molde ese modelo tenderd a ser de minima
energia. Por otra parte, el puntaje SOAP se utiliza como aproximacidn para obtener la energia de la
estructura generada y es independiente de la estructura utilizada como molde. Los modelos
seleccionados, que cumplen con una buena relacién entre RMSD y puntaje SOAP, tienen la
numeracién 90500, 91475, 91604, 96277 y 99006 que corresponden a los modelos generados 500,
1475, 1604, 6277 y 6 respectivamente. A partir de la evaluacidon de dichos modelos en ERRAT se
eligieron las asas a refinar. Las regiones refinadas fueron: 90500 (asa S5-a-hélice’379-409), 91475
(asa S5-a-hélice’379-390), 91604 (asa S5-a-hélice-asa S5'379-418, SF’'436-447), 96277 (asa S3-
S4’313-318, asa S5-a-hélice-asa S5'379-418) y 99006 (asa S1-S2'242-247, a-hélice-asa S5'400-418,
SF’436-446). En general todos los 101 modelos refinados de 91475 tienen el menor RMSD (0.121 A
en atomos C y CA) en la regién del asa del poro. El modelo seleccionado para una posterior
minimizacion fue el 91475_001, por su RMSD con el molde refinado con SCWRL4 (1.426 A en 4tomos
C, N, O, CA).

Tabla 2. Resumen estadistico de los modelos de hEAG1 generados por MODELLER

Modelos hEAG1 Media SD Minimo | Mediana | Maximo
N =10,008

Puntaje SOAP -245,214 | 4,327 -263,397 | -245,248 | -227,954
RMSD (A) 3.64 0.72 1.41 3.62 6.89
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RMSD (A)
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Figura 16. Distribucion de los 10,008 modelos generados para hEAG1. En rojo se resalta la posicion
en la grdfica de los 5 modelos seleccionados para refinamiento de asas.

2. Construccion de los modelos moleculares de los péptidos inhibidores

Para elegir la estructura a minimizar a partir de las toxinas modeladas se buscé una buena
relaciéon entre el puntaje DOPE mas bajo y el RMSD (N,CA,C,0) mas bajo con respecto a las
estructuras moldes refinadas por SCWRL4. Los modelos seleccionados y su RMSD fueron los
siguientes: Apla 93852 (0.251 A), APETx4 96248 (0.361 A), k-hefutoxina 2 99181 (0.265 A), k-
hefutoxina 3 98892 (0.310 A), A1-k-hefutoxina 1 93936 (0.223 A), A1,2-k-hefutoxina 1 97983 (0.345
A), Y5A-k-hefutoxina 1 90784 (0.236 A), K19A-k-hefutoxina 1 93196 (0.301 A).
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3. Preparacion de los modelos seleccionados

3.1. Minimizacidon

Para todos los modelos se obtuvo una energia potencial negativa en el orden de 10°k/ /mol
lo que sugiere que la construccidn del sistema no presenta sobreposiciones severas entre dtomos,
de tal forma que la fuerza maxima que experimentan dos atomos en el sistema es del orden de
magnitud de 102kJ/(mol - nm), por lo tanto todos los sistemas son lo suficientemente coherentes
para una posterior simulacién por dindmica molecular, ver Tabla 3.

Tabla 3. Resumen de los resultados de la minimizacion

Nombre de la Energia potencial Fuerza mdaxima Norma de la fuerza
estructura kJ/mol (k] /(mol - nm))
hEAG1 —9.39 x 10° 4,47 x 102 3.31
Aala —2.33x 10° 1.45 x 102 2.88
Apla —2.58 x 10° 3.67 x 102 4.63
APETx1 —2.29 x 10° 1.42 x 102 2.76
APETx4 —2.22x 10° 2.18 x 102 3.48
k-hefutoxina 1 —1.40 x 10° 2.07 x 102 3.94
k-hefutoxina 2 —1.44 x 10° 2.56 x 102 431
k-hefutoxina 3 —1.41 x 10° 2.00 x 102 3.82
A1-k-hefutoxina 1 —1.43 x 10° 1.92 x 102 3.63
A1,2-k-hefutoxina 2 —1.40 x 10° 1.85 x 102 3.56
Y5A-k-hefutoxina 1 —1.44 x 10° 1.97 x 102 3.76
K19A-k-hefutoxina 1 —1.33 x 10° 2.31 x 102 4727

En la Figura 17 se muestra la grafica de energia potencial para hEAG1, que es el sistema mas
grande y con menor energia potencial, en ella se puede observar que la curva tiene un
comportamiento suave y aparentemente converge hacia un equilibrio. Curvas con comportamiento
similar se obtuvieron para todas las estructuras, esto indica que las estructuras bien podrian
pertenecer a un minimo local del espacio conformacional de la proteina.
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Figura 17. Grdfica de la energia potencial del canal hEAG1
3.2. Evaluacion de la calidad de los modelos y molde por MolProbity

El andlisis de la estructura del modelo minimizado de hEAG1 en MolProbity, ver Tabla 4, resalté
un incremento en el nimero de residuos con posiciones poco favorecidas en el grafico de
Ramachandran, ver Figura S14; 58 en todo el tetrdmero y 27 residuos en zonas que se suponen en
contacto con el liquido extracelular. Cabe destacar que los residuos con angulos ¢ y ¥ atipicos no
se encuentran distribuidos de igual manera en todas las cadenas. Esto sugiere que formado el
tetramero, previo al paso de la minimizacidn, dichos residuos se encontraban en posiciones de muy
alta energia; de tal forma, que la relocalizacién de atomos a pesar de no estar favorecida por las
energias de los angulos ¢ y Y fue favorecida por energias no enlazantes. Asimismo, el tetrdmero
utilizado como molde tuvo mas choques estéricos que el mondmero molde (mayor clashscore), lo
que podria ser un reflejo de la baja resolucién (3.78A) a la cual se obtuvo dicha estructura
particularmente en la interfase entre mondémeros.

El puntaje de MolProbity representa, en un nimero, la estadistica de calidad de una proteina;
se basa en el nimero de colisiones, el porcentaje de residuos Ramachandran no favorecidos, el
porcentaje de rotdmeros no favorecidos y porcentaje de rotdmeros de cadena lateral no
favorecidos. Asi, una estructura con un puntaje de MolProbity menor que la resolucion
cristalografica a la que se obtuvo es de mejor calidad que una estructura promedio a esa resolucién
(Chen et al. 2010). Entonces, como se puede observar en la Tabla 4, con base en el puntaje de
MolProbity se han obtenido estructuras de calidad aceptable.
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Figura 18. Superposicion del molde utilizado canal rEAG1 (PDB: 5K7L) en café y el modelo construido
y minimizado del canal hEAG1 en verde.

Tabla 4. Calidad de las estructuras generadas y el molde rEAG1

Nombre de la Clashscoret | Valores atipicos de Ramachandran | Puntaje de
estructura MolProbity
rEAG1 cadena A 3.25 1(0.14%) 1.58
(PDB:5K7L)

rEAG1 tetrdmero 42.18 4 (0.14%) 2.78
(PDB:5K7L)

hEAG1 tetramero 1.15 58 (2.04%) 1.76

Aala 0 0(0%) 1.49

Apla 0 0(0%) 1.15
APETx1 0 1(2.50%) 1.44
APETX4 0 1(2.50%) 1.42
k-hefutoxina 1 0 0(0%) 1.05
k-hefutoxina 2 0 0(0%) 1.05
k-hefutoxina 3 0 0(0%) 1.04
Al-hefutoxina 1 0 0(0%) 1.41
A1,2-hefutoxina 1 0 0(0%) 0.50
Y5A-k-hefutoxinal | O 0(0%) 0.50
K19A-k-hefutoxinal | O 1(5.00%) 1.77

tEl clashscore se define como el nimero de choques estéricos desfavorables entre Gtomos, mayores o iguales a 0.4 A, por cada 1000

dtomos
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4. Acoplamientos moleculares hEAG1 y toxinas

Puesto que el canal hEAG1 es un homotetramero y suponiendo que las toxinas tienen un solo
sitio de unién con el canal hEAG1, como sugieren los coeficientes de Hill con valor ny;; =1 (con
excepcion de APETx4), es de esperar que el sitio de uniéon de la toxina, si aparece en los
acoplamientos, no cumpla con una simetria rotacional de orden 2, 3, 4 o mayor (repeticidon cada
180°, 120° y 90°) sin que ocurra una superposicién. Sin embargo, puesto que el acoplamiento no
considera cambios conformacionales del canal asociados a la unién de una sola toxina, que
ocurririan si hubiera un mecanismo alostérico, se propone que la probabilidad de que un modo de
unién sea correcto decrece con el producto del orden de su simetria rotacional y el radio con
respecto al origen o centro del canal. Esta restriccion conceptual se satisface en la interfaz entre
mas de 2 mondmeros del canal, Figura 19. Los resultados generales todos los acoplamientos
globales se muestran en las Figuras suplementarias 12 y 13 en el apéndice.

Toxina globular

Figura 19. Esquema de la probabilidad de un modo de unién de un péptido (naranja)
en un canal homotetrdmero; cuando ny;; = 1. La probabilidad de que el modo de
unidn sea correcto P(X) crece con el numero de interfaces involucradas, asi como
con la cercania al poro de tal forma que: P(A) < P(B) < P(C) < P(D) < P(E).

Es necesario aclarar que los programas de acoplamiento global utilizados no tienen soporte para
extremos C-terminales amidados, lo que podria influir significativamente en la exactitud de los
modos de unidn de Aala, Aplay algunas k-hefutoxinas.

53| 117



Resultados y discusién

En la Figura 20 se muestra como se realizé el andlisis de modos de unién de las toxinas y las
energias libres de unién asociadas. El color rojizo representa una energia de unién mas favorable
que uno amarillo. En la columna izquierda de la Figura 20 es evidente que pyDockWEB propone
muchos modos de unién en una regidn no accesible a la toxina (a la mitad del poro del canal) y en
la region transmembranal; no obstante, aunque son pocos existen modos de unién rojizos (de
energia comparable) en la regidn del vestibulo extracelular lo que podria ser un indicativo de un
bajo muestreo en la zona.

Acoplamiento global (b yDOCKWEB) Acoplamiento dirigido (HADDOCK)

Figura 20. Diferencia entre el acoplamiento global con pyDockWEB y el acoplamiento dirigido con HADDOCK. Se muestra
el centro de masa de las toxinas en los modos de union propuestos. En azul se muestra el esqueleto del canal hEAG1, en
colores rojizos se ilustran los modos de union mejor evaluados por PRODIGY mientras que en amarillo los peor evaluados.
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El programa HADDOCK tiene un protocolo riguroso para dirigir el acoplamiento con base en
informacidn experimental y ademas refina los modos de unién implementando movilidad en las
cadenas laterales y acepta extremos C-terminales amidados. Sin embargo, debido a la falta de
informacidn experimental sobre el sitio de unidn en el canal hEAG1 se hizo un analisis de los mejores
modos de unién propuestos en el acoplamiento global basandonos en tres suposiciones iniciales: 1)
un solo sitio de unidn, 2) el sitio de unidn debe estar en el espacio extracelular y 3) no existen
grandes cambios de conformacién en la estructura de las proteinas para que se lleve a cabo la unién
(tal suposicidon es mandatoria en la teoria del acoplamiento). Con base en la tercera suposicidn, se
propuso que existen residuos del canal que preferencialmente y por complementariedad con la
geometria globular de la toxina son claves en la interaccidn proteina-proteina. Para obtener una
medida de si la geometria globular favorece la interaccién de algun residuo del canal se dividié el
numero de contactos de cada residuo entre la suma del nimero de contactos total que tiene el
canal en un modo de unién y asi normalizar la contribucidon de todos los residuos del canal en un
modo de unién a 1 (frecuencia relativa). Para todos los mejores modos de unidn extracelulares
(rojizos pyDockWEB y ClusPro) de una toxina se obtuvo la frecuencia relativa de cada residuo del
canal y se agrupé en una grafica de barras (un acumulado de frecuencias relativas); los resultados
del andlisis se muestran en la Figura 21.

De la Figura 21 se muestra que existe una tendencia de los residuos M397 y D398 por
participar en los modos de unidn mas rojizos independientemente de la toxina globular evaluada;
mientras que la regién comprendida por los residuos 390-396 parece reflejar una baja accesibilidad
a la geometria de las toxinas globulares. Por otra parte, para las k-hefutoxinas (las toxinas de menor
tamanio en el presente estudio) la interaccidn con el residuo R244 parece estar muy favorecida por
su geometria, mientras que en las terafotoxinas Apla y Aala es el residuo G400. Finalmente, la
disposicion espacial de N388 le permite al residuo tener una contribucién muy modesta pero
consistente en la mayoria de las toxinas, sin embargo, ninguno de los programas de acoplamiento
utilizados permite evaluar la contribucidn de la glicosilacion en N388 en la energia de unién.
Sustentados en el andlisis de frecuencias se definieron los residuos M397, D398 y R244 como
pertenecientes al sitio de union en el programa HADDOCK.
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... continua Figura 21.

Los residuos de las toxinas definidos como activos se identificaron por un analisis
comparativo de las secuencias de proteinas en las mutantes reportadas de k-hefutoxina 1 (G1, H2,
Y5, K19, C22) (Moreels, Peigneur, Yamaguchi, et al. 2017) y entre la toxina APETx4 y su homoéloga
inactiva APETx1 (K17, Y18, S19, T22, P31) (ver capitulo 2.2.2.). Para el caso de las toxinas homélogas
Aalay Aplaambas comparten la propiedad de inhibicion del canal hEAG1, del analisis de secuencia
(ver capitulo 2.2.3.) se ve que existe una “escalera hidrofébica” (Ma et al. 2018) entre ambas toxinas
compuesta por los residuos F6, L7 o W7, W9, W29 y W32; tales residuos se definieron como activos
ya que se supuso que el modo de unidon mas favorable energéticamente tendria dichos residuos
hidrofébicos en contacto con la interfase del complejo en vez de exponerlos al disolvente acuoso
(May Nussinov 2007).

El posterior acoplamiento dirigido en HADDOCK (Figura 20) sugiere que se realizd un
muestreo mas exhaustivo en la regidn del vestibulo extracelular; los modos de unién mas favorables
de HADDOCK resultaron muy similares a al menos uno de los mejores modos de unién de
pyDockWEB y en algunos casos a los mejores modos de unidn de ClusPro. Los modos de unién del
acoplamiento dirigido consistentes con los del global se analizaron exhaustivamente con LigPlot+ lo
gue permitié elegir un solo modo de unidn para cada toxina que a su vez era altamente consistente
con la informacién disponible, tales relaciones se pueden ver en la Figura 22.
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Modelos de unién propuestos Aalay Apla

Para las toxinas Aalay Apla (Figura 22 I-1l) todos los residuos definidos como activos estan
involucrados en el modelo, sin embargo, el residuo del canal R244 que previamente se propuso
como activo no aparece, esto podria ser consecuencia de una incompatibilidad geométrica para
cumplir con las otras restricciones; HADDOCK tiene la capacidad de descartar hasta la mitad de los
residuos activos si estos son incompatibles con un modo de unién de baja energia.

De acuerdo al modelo propuesto, el residuo K5, presente en ambas toxinas estd involucrado
en un puente salino con el residuo D398 del canal, mientras la R11 de la toxina estabiliza el complejo
con puentes de hidrdogeno, ver Figura 22 I-Il. Aunque ambas toxinas comparten 81% de identidad
de secuencia parece que la unidn de Aala es mas dependiente de la estabilizacién hidrofébica por
los residuos del canal, mientras que Apla depende en mayor medida de los puentes de hidréogeno.

Un comportamiento interesante de estas toxinas fue reportado previamente (Ma et al.
2018), mientras que Apla es mas potente que Aala, con un ICsq de 236 + 21 nM contra 637 + 59
nM respectivamente, se enfatizd que Apla no inhibe completamente la corriente eléctrica de
hEAG1 como si sucede con la unidon de Aala. El modelo de unién propuesto sugiere la siguiente
explicacion basado en los residuos del canal involucrados en contactos.

Aala depende de tres de los cuatro residuos N388 de la estructura tetramérica, tales
residuos contribuyen con interacciones hidrofdbicas y uno esta disponible para formar dos puentes
de hidrégeno con la cadena lateral de R11; mientras que Apla solo tiene una interacciéon: un puente
de hidrégeno con N388. Esto sugiere que la unién con Apla es muy dependiente del estado de
glicosilaciéon de N388 y debido a que EAG1 es expresado como una poblacién heterogénea de
canales N-glicosilados (Napp et al. 2005) la toxina no puede inhibir toda la sefal de corriente en los
experimentos de electrofisiologia en célula completa (whole-cell patch-clamp). De acuerdo con esto,
los residuos N388 contribuyen principalmente con contactos hidrofébicos en Aala y, como tales,
estos contactos seran menos afectados por el estado de glicosilacion en la cadena lateral. Debido a
qgue la N-acetil glicosilacion varia con el sistema de expresién y porque no es considerada en el
protocolo de acoplamiento no se puede especular si la glicosilacién de N388 favoreceria la unidn
con Apla. Un analisis comparativo entre las energias libres de unién de la dindmica molecular del
canal hEAG1 glicosilado y no glicosilado sugeriria cual estado del canal favorece la unidén o si la
propuesta es incorrecta.
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Modelo de unién propuesto para APETx4

El modelo obtenido contiene todos los residuos definidos como activos para la toxina (K17,
Y18, 519, T22, P31) pero no el residuo del canal R244 definido como activo (Figura 22 1ll). De acuerdo
al modelo, el residuo de K17 podria estar involucrado en un puente de hidrégeno o una interaccion
de puente salino con D398, mientras que el residuo L34 de la toxina esta involucrado en un puente
de hidrégeno con D398 de otro mondmero del canal. Todos los residuos aromaticos de la toxina
estdn estabilizados por interacciones hidrofébicas con varios residuos del canal, particularmente los
residuos de la toxina F33, Y18 y Y32. Una comparacion previa entre la secuencia de APETx4 con
varias toxinas modificadoras del gating (gating modifiers) predijo que los residuos hidrofébicos Y32,
F33 y L34 eran esenciales para la unién con EAG1 (Moreels, Peigneur, Galan, et al. 2017) y en el
mismo estudio se propuso que la toxina homdloga (APETx1) se unia por una interaccion
electrostatica con el residuo E518 del canal homélogo hERG1 y diversas interacciones hidrofdbicas.
Asi concluimos que el modelo de acoplamiento es consistente con la informacion disponible
correspondiente a las secuencias peptidicas y su geometria globular y sugiere a su vez que el residuo
de la toxina K17 es necesario para que toxina distinga entre hEAG1 y hERG1.

El modelo de unién de APETx4 se descarta para el analisis de dindmica molecular posterior.
APETx4 es una toxina promiscua que inhibe tanto canales de sodio como canales de potasio, es
probable que su mecanismo de inhibicion no sea muy conservado. Esto también se refleja en un
analisis comparativo con su homdlogo APETx1 y el canal homologo hERG1, mientras que APETx4
tiene un IC5q =1uM con el canal hEAG1; APETx1 con 88% de identidad tiene un IC5y=34 nM en el
canal hERG1 y no inhibe significativamente a hEAG1 a concentraciones de 10uM (Moreels, Peigneur,
Galan, et al. 2017). Los resultados de acoplamiento global no sugieren un modo de unién sobre las
asas extracelulares del VSD, en principio, el sitio de unién de APETx4 podria estar constituido de la
region transmembranal del canal y por lipidos de la membrana celular, ver Figuras suplementarias
12 y 13. Finalmente, es necesario enfatizar que la dindmica molecular y los andlisis computacionales
son siempre complementarios a la informacién de laboratorio humedo, por consiguiente, es
improductivo validar un modelo de acoplamiento de un solo sitio de unién cuando APETx4 tiene
reportado un ny;; = 4.
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Modelo de unién propuesto para k-hefutoxina 1

Todos los residuos de la toxina definidos como activos se muestran involucrados en las
interacciones intermoleculares del diagrama de LigPlot+ (Figura 22 1V). Incluso en el modo de unidn
de la k-hefutoxina 1, el residuo del canal R244 no esta involucrado en una interaccion intermolecular
y probablemente su presencia en los histogramas (Figura 21) es un indicador de un alto umbral de
PRODIGY para definir un contacto intermolecular (al menos en el comportamiento
predeterminado), no obstante, el modelo es altamente consistente con las observaciones
experimentales del trabajo de Moreels, Peigneur, Yamaguchi, et al. (2017). Las variantes mutadas
de k-hefutoxina 1: K19A k-hefutoxina 1 y Y5A k-hefutoxina 1 mostraron una pérdida total de la
potencia de inhibicién y de acuerdo con esto, nuestro modelo muestra al residuo K19 en un puente
de hidrégeno con M397 mientras Y5 de la toxina forma un puente de hidrégeno con D398 que a su
vez dirige D398 hacia el residuo H2 de la toxina para formar un puente de hidrégeno.

La importancia del residuo C22 se explica por su interaccion hidrofébica con M397 y D398.
Una inspeccidn visual de la estructura de k-hefutoxina 1 reveld que su extremo C-terminal amidado
tiene un puente de hidrégeno (3.10 A) con el residuo D398 del canal, esta interaccién no fue
detectada por LigPlot+ (ya que no reconoce extremos amidados) todas estas interacciones
explicarian por qué k-hefutoxina 2 (ver Figura 10, capitulo 2.2.2.1.) con 96% de identidad de
secuencia es incapaz de inhibir Kv10.1.

Aparentemente, k-hefutoxina 1 no dirige uno de sus residuos cargados hacia el poro del
canal, como se ha descrito para otras toxinas de escorpién (Olamendi-Portugal et al. 2016); sin
embargo, un mecanismo eficiente conservado de inhibiciéon no es esperado ya que hEAG1 no es el
verdadero blanco de la toxina como puede inferirse de su ICs en el intervalo micromolar (Moreels,
Peigneur, Yamaguchi, et al. 2017) y por una falta de fenotipo letal o incapacitante en los ratones
deficientes de actividad mEAG1 (Ufartes et al. 2013). Es posible refinar el modo de unidn con
dindmica molecular para evaluar si K19 se dirige preferencialmente al poro o a M397 considerando
la flexibilidad de las proteinas.
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Comparacion de modelos propuestos con modelos actuales de inhibicion

En relacién a los resultados obtenidos en los acoplamientos globales, resulta interesante
proponer como sitio de unidn al centro del canal o regién del vestibulo extracelular para aquellas
toxinas con ny;;=1. Primero, la familia de canales EAG (que incluye a EAG, ERG y ELK) no tiene un
conector helicoidal S4-S5 que entrelace sus unidades monoméricas, por lo que un mecanismo de
gating basado en el conector helicoidal S4-S5 impulsado por los dominios sensores de voltaje es
descartado (Wang y MacKinnon 2017). El actual modelo propuesto de gating contempla una
“compresién” de S4 sobre S5 y S6 que cierra el canal (Wang y MacKinnon 2017), dicho cambio
conformacional dependeria en menor medida de la movilidad de las asas cortas extracelulares
E1(S1-S2) y E2(S3-S4) que forman parte del dominio sensor de voltaje; lo que dificultaria la inhibicién
por la unidn de un solo péptido globular a una asa extracelular E1 o E2. Siguiendo el principio de la
navaja de Ockham se prefirié estudiar la viabilidad del mecanismo mas simple: un solo sitio de unién
a proteina globular. Por otra parte, del analisis de los contactos de la interface entre el canal-toxina,
resalta que a mayor nimero de contactos en la regidn de la hélice a anfipatica (comprendida entre
los residuos 388-400) se obtiene una energia de unién menor. En este aspecto, se resalta que el
residuo M397 en hEAG1 es sustituido por el residuo L397 en rEAG], lo que enfatiza la importancia
de realizar un modelado por homologia de una proteina blanco.
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Segundo, aunque se ha propuesto que los modificadores del gating se unen en regiones o
asas extracelulares del VSD puesto que no inhiben totalmente la corriente y desplazan el voltaje de
activacion (Hill et al. 2007), las energias de afinidad de unién obtenidas para hEAG1 en general
sugieren que el sitio de unién de las toxinas no se encuentra sobre un dominio VSD. En un estudio
realizado por Pardo-Lopez, Zhang, et al. (2002), en el canal homdlogo hERG1 y la toxina globular
ErgTx (CnErgl) de 42 residuos, se identificé el sitio de unidn de la toxina en residuos en la “torreta”
extracelular en la a-hélice anfipatica de la regidn del asa S5-P del vestibulo externo, ver Figura 23.
Se ha propuesto que existen cambios conformacionales en el asa S5-P durante despolarizaciones de
la membrana que desestabilizan la unién de CnErgl, ademads se ha demostrado que la a-hélice
anfipatica, localizada en el vestibulo extracelular es una regién dindmica (Jiang et al. 2005) y cuyos
residuos estan involucrados en la unién con CnErgl (Pardo-Lopez, Zhang, et al. 2002), una estructura
a-hélice similar se encuentra en EAG1 (388-400) y la identidad de secuencia no estd altamente
conservada. Lo que a su vez sugiere que la especificidad de la unién toxina-canal podria estar
relacionada a los residuos M397 y D398 que en hERG1 se sustituyen por los residuos D591 y Q592,
ver Figura 23. Una sorpresa fue que la toxina CnErgl no tapa completamente el poro de hERG1, solo
llega a inhibir aproximadamente el 90% de la corriente control y ademads desplaza el voltaje de
activacion Vy 5 de —15.1 + 1.6 mV a —1.6 + 2.9 mV (Hill et al. 2007).

Figura 23. Alineamiento estructural entre monomeros del
canal hEAG1 (verde) construido por modelado por homologia
y el canal hERG PDB:5VA1 (café). Se presenta la a-hélice
anfipdtica que contiene los residuos M397 y D398 en hEAG1
mientras que en hERG contiene los residuos D591 y Q592.
Ademds se muestran los aminodcidos N388 y N598 que son
sitio de glicosilacion y se encuentran en asas opuestas de la
a-hélice. El aminodcido N598 se adiciond manualmente con
fines ilustrativos. En el asa equivalente a la que contiene
N598 en hERG se encuentra el aminodcido N406 en hEAG1
que es sitio de una glicosilacion compleja.
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Oculto entre lineas de la literatura se tiene un ejemplo de un modelo de inhibicién
dependiente del estado de glicosilacion. Primero, en el estudio de Pardo-Lopez, Garcia-Valdes, et al.
(2002) se estudid la union de CnErgl a una mutante de hERG1 N598Q que tenia un 60% de inhibicidn
de corriente por CnErgl en comparacion con la silvestre con 80% de inhibicién, de tal forma se
concluyé en dicho estudio que N598 era parte del sitio de unidon. Sin embargo, un estudio posterior
determind que el residuo N598 en hERG1 estd glicosilado (Gong et al. 2002), lo que sugiere que la
glicosilacién estabiliza la unién de la toxina CnErgl (al menos en mayor medida que una glutamina)
en el vestibulo extracelular, ver Figura 23.

La informacidn de CnErgl sugiere un Unico sitio de unidn con el canal. Con base en ajustes
de curvas a partir de datos cinéticos, para obtener constantes de velocidad, se propuso un modelo
de inhibicion que explica por qué no es posible alcanzar el 100% de inhibicidon de la corriente
eléctrica. Dicho modelo contempla la formacidn de al menos un intermediario no productivo del
complejo canal-toxina (ver Figura 24); no se descarta la posibilidad de que el mecanismo sea comun
para inhibidores de hERG1 que no alcanzan el 100% de inhibicion en condiciones saturantes (Hill et
al. 2007). Finalmente, nuestro modelo de inhibicién con Apla y Aala podria ser consistente con un
estado intermediario no productivo dependiente de las interacciones entre la glicosilacion de N388
y la toxina. Con el fin de refinar el modelo de inhibicidn se realizaron dindmicas moleculares con
diferentes estados de glicosilacidn del residuo N388 con la toxina Apla y otra con N388 glicosilado
y Aala. Se eligié la toxina Apla puesto que es la mas potente de las toxinas consideradas en este
estudio y Aala por ser su homdloga.

2 o
NT-VF-\

Toxina + canal Complejo Canal blogueado

toxina-canal por la toxina

Figura 24. Esquema del modelo de inhibicion de hERG por union de CnErgl. Con
lineas rojas paralelas se ilustra CnErg1, con un relleno sdlido rojo el sitio de union
(hélice anfipdtica S5P). Imagen modificada de Hill et al. (2007).
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5. Dinamica molecular del sistema con hEAG1 no glicosilado

5.1. Toxina Apla (md1-md2)

La visualizacién de las trayectorias de dindmica molecular cuadro, de 16 ps cada uno,
muestra que en general la regidn atomistica (FG) queda correctamente excluida de la regién CG, la
membrana CG cumple con su funcién de barrera fisica al impedir la penetracién de disolvente FG y
CG. Sin embargo, la region de agua CG se ve invadida o equilibrada por moléculas de agua FG.
También fue evidente que el canal tiende a hidratarse solo con agua FG (TIP3P), y la misma se
deposita en dos cavidades de cada dominio sensor de voltaje asi como en una parte del poro del
canal. Tal comportamiento no habria sido observado con una membrana implicita puesto que la
cavidad llega hasta la region media de la membrana, lo que podria suponer una ventaja en la
implementacién multiescala con SIRAH.

A pesar del corto tiempo de simulacion (200 ns) se evidencié una enorme flexibilidad de las
asas extracelulares del canal que a su vez movian la toxina en la regidn del vestibulo extracelular; la
cual se mantuvo unida al canal. Las graficas del aseguramiento de la calidad sustentan que el sistema
convergio en ambas réplicas, al menos en los términos energéticos y estructurales, dichas graficas
se muestran en la Figura S15.

66 | 117



Resultados y discusién

Md1 hEAG1 no glicosilado-Ap1a Md2 hEAG1 no glicosilado-Ap1a
220 e

Figura 26. Grdfica circular de los contactos entre residuos del canal hEAG1 no glicosilado y la toxina Apla de los ultimos
50ns de produccion. Con las letras A, B, C, D se especifican los distintos monémeros (cadenas) del canal hEAG1.
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Figura 25. Grdfica de caja y bigotes del nimero de contactos de cada residuo de la toxina Apla con hEAG1 no glicosilado a través
de los ultimos 50 ns de la corrida de produccion. La caja representa el primer, segundo y tercer cuartil de los contactos. El nimero
arriba de cada caja corresponde al porcentaje de cuadros analizados en el cual dicho residuo mantiene contactos con el canal
hEAG1 (permanencia). A partir de las permanencias de las réplicas se obtiene un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.74.
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Figura 27. Estructuras representativas del canal hEAG1 y la toxina Apla de los ultimos 50ns de produccion. Se observa que
las principales diferencias entre la réplica 1 (izquierda) y la réplica 2 (derecha) estdn en las cadenas laterales y en los
extremos Ny C terminal de la toxina asi como en las asas extracelulares de las cadenas Ay D del canal hEAG1. El RMSD de
todos los dtomos entre ambas estructuras es de 4.5 A.

A partir del analisis de las Figuras 25-27 se infiere que el sitio de unién es consistente con lo
propuesto por el acoplamiento en particular la regiéon de la a-hélice anfipatica de los cuatro
mondmeros del canal estabiliza la unién a la toxina Apla. Con excepcion de los extremos Ny C
terminal el esqueleto peptidico de la Apla mantiene la orientacién a lo largo de ambas simulaciones
y eso también se refleja en las tres regiones (residuos: 14-17, 22-25, 30-31) que no tienen contactos
con lainterfase (ver Figura 25) y que estan expuestas al disolvente. Sin embargo, existen diferencias
considerables en cuanto a que residuos del canal se ven involucrados en contactos, esto se atribuye
a la flexibilidad de las asas extracelulares de las cadenas A, C, y D. En la réplica 1 las cadenas Cy D
contribuyen con un mayor nimero de residuos para estabilizar la unién de la toxina, mientras que
en la réplica 2 la cadena A tiene un mayor nimero de residuos estabilizando la unién comparado
con la réplica 1. De acuerdo con las permanencias de los residuos (ver Figura 26) se proponen los
residuos 3-6,9,19-20,27,32,35-36 como residuos que estabilizan la unidn de la toxina Ap1la al canal
no glicosilado.
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6. Dinamica molecular de los sistemas con hEAG1 glicosilado

Inicialmente se construyeron dos sistemas con hEAG1 glicosilado y las toxinas Apla y Aala
como se describe en la metodologia y se realizaron dos réplicas. Las réplicas en los sistemas
glicosilados tienden a divergir, esto como consecuencia de una configuracidn inicial no optimizada
por acoplamiento debido a que ningln programa de acoplamiento utilizado es capaz de tratar con
proteinas con modificaciones postraduccionales. En teoria (hipdtesis de ergodicidad) las dinamicas
moleculares deben converger independientemente del punto de inicio siempre y cuando se utilicen
tiempos de simulacidon que tiendan al infinito. En la practica eso es técnicamente imposible, a
continuacién se describen la estrategia utilizada.

Tabla 5. Resumen de las configuraciones y resultados de las trayectorias de dindmica molecular

Localizacién .,
final de toxina | Correlacion LI
Toxina hEAG1 Réplica Inicio , Pearson
y mondémeros Pearson
. GIcNAc
involucrados
Md1 Acoplamiento Centrada, 4
desplazado mondmeros
0.55nm 0.83 0.55
Md2 Extraido de Centrada, 4
Glicosilado trayectoria md1 mondmeros
Md1* Acoplamiento No centrada, 3
desplazado mondmeros
Apla 0.55nm 0.64 0.48
Extraido de Centrada, 4
Md2* . 2
trayectoria md1* mondmeros
Md1 Acoplamiento Centrada, 4
No mondmeros 0.74 3
glicosilado Md2 Acoplamiento Centrada, 4 '
mondmeros
Md1 Acoplamiento Centrada, 4
desplazado mondmeros
0.55nm 0.97 0.64
Md2 Extraido de Centrada 4,
L trayectoria md1 mondmeros
Aala | Glicosilado Md1* Acoplamiento No centrada, 1
desplazado mondémero
0.55nm 0.51 0.47
Md2* Extraido de No centrada,3
trayectoria md1* mondmeros
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En las réplicas que divergen (especificadas con un asterisco *) del comportamiento esperado,
la toxina se desplaza ligeramente del sitio de unidn inicial; el desplazamiento ligero podria ser
representativo de un estado intermediario (metaestable) no productivo. Para evaluar esta
suposicidon se propuso tomar la configuracidn del sistema glicosilado representativa de los Ultimos
50 ns y utilizarla como punto de inicio (configuracién optimizada) para nuevas réplicas, ver Tabla 5.
De esta forma, para los sistemas glicosilados: md1 da origen al punto inicial de la réplica md2, y de
igual forma md1* da la configuracion inicial de md2*.

Si md1* no representa un estado intermediario con 200 ns de simulacién adicionales y el
reinicio de velocidades de la trayectoria md2* la toxina probablemente se disociaria; se observo el
caso contrario. Al final de md2* las toxinas se mantienen unidas o incrementan el nimero de
mondmeros a los cuales estdn unidas para asemejarse a md1, lo que sugiere que las configuraciones
de md1* representan un estado intermediario de mayor energia que el alcanzado por md1.

El aseguramiento de calidad mostrado en las Figuras suplementarias 16-19 garantiza que el
calculo efectuado en los sistemas con el canal hEAG1 glicosilado fue consistente en términos
energéticos (temperatura, presion y energia potencial) y de la estructura de proteinas. En todos los
sistemas el radio de giro fue aproximadamente constante lo cual es indicativo de que las proteinas
no se estan desplegando y el RMSD en los ultimos 50 ns de simulacidon es aproximadamente
constante, lo que sugiere que las configuraciones estudiadas son relativamente estables.
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6.1. Toxina Apla (md1l-md2)

Md1 hEAG1 glicosilado-Ap1a Md2 hEAG1 glicosilado-Ap1a
D D

Figura 28. Grdfica circular de los contactos entre residuos del canal hEAG1 glicosilado y la toxina Apla de los ultimos 50 ns
de produccion. Con las letras A, B, C, D se especifican los distintos monomeros (cadenas) del canal hEAG1.
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Figura 29. Grdfica de caja y bigotes del numero de contactos de cada residuo de la toxina Apla con hEAG1 glicosilado a través de
los ultimos 50 ns de la corrida de produccion. La caja representa el primer, segundo y tercer cuartil de los contactos. El nimero
arriba de cada caja corresponde al porcentaje de cuadros analizados en el cual dicho residuo mantiene contactos con el canal
hEAG1 (permanencia). A partir de las permanencias de las réplicas se obtiene un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.82.
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Figura 30. Grdfica circular de los contactos entre las glicosilaciones del canal hEAG1 y la toxina Apla. A la izquierda se

muestra la réplica md1 y a la derecha la réplica md?2.
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Figura 32. Estructuras representativas del canal hEAG1 glicosilado y la toxina Apla de los ultimos 50ns de produccion. Se
observa que las principales diferencias entre la réplica 2 (izquierda) y la réplica 4 (derecha) estdn en las cadenas laterales
de la toxina. Las glicosilaciones se muestran en representacion de esferas de Van der Waals. El RMSD de todos los dtomos
entre ambas estructuras es de 2.9 A.

A partir de los resultados mostrados en la Figura 28, es posible concluir que el modo de
unién es de la toxina es similar al del sistema no glicosilado. La cadena A estabiliza principalmente
el extremo C terminal, la cadena B estabiliza dos pequefias regiones entre los residuos 9-11y 26-27
de la toxina, la cadena C dos segmentos cortos cercanos al N terminal, y la cadena D interacciona
con el extremo N terminal y la regién compuesta por los residuos 18-21. En general, el patréon de
interaccidn entre réplicas parece mas consistente que para el sistema no glicosilado; ademas la
permanencia de los residuos de la toxina muestra una mejor correlacién, ver Figura 29. Esto puede
deberse a dos causas: la primera, las glicosilaciones estabilizan las asas ya sea por impedimento
estérico que limita la movilidad de las asas o por interacciones intramoleculares con la asa, segunda,
debido a que el sistema de la réplica 2 parte de la estructura representativa obtenida de la réplica
1. Sin embargo, como se explicd anteriormente pequefas variaciones (como las velocidades
iniciales) tienden a hacer divergir las trayectorias en la dindmica molecular por lo cual si durante los
200 ns de la réplica no divergid la trayectoria estamos hablando de una conformacién muy estable
del sistema.
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De acuerdo con ambas réplicas los residuos que consistentemente tiene una permanencia
superior al 50% son 3-7, 9, 11, 19-20, 26-27 y 36. Si se considera al residuo W32 (con 43% de
permanencia en la segunda réplica) se tiene un resultado que sugiere que la escalera hidrofdbica de
Apla forma parte de la interfase canal-toxina. Los residuos W32 y F36 se caracterizaron por tener
una permanencia del 100% en la primera de réplica y una menor permanencia en la segunda, esto
se debe a que las cadenas laterales de estos residuos cumplen con la distancia para interaccionar
con el monémero A o con el mondmero D (ver Figura 28); una de las configuraciones de las cadenas
laterales ofrece un mayor nimero de contactos lo que influyd en la permanencia. Al analizar los
contactos residuo-residuo y las permanencias de todos los sistemas (sin incluir glicosilaciones), se
concluye que suele haber una correlacidn positiva entre el nimero de contactos y una mayor
permanencia entre réplicas. Sin embargo, eso no necesariamente se cumple y hay residuos que
tienen el comportamiento opuesto entre réplicas como E19.

Un andlisis de los contactos de la toxina con las glicosilaciones muestra que no hay una clara
tendencia entre interaccionar con residuos hidrofébicos como triptéfano, fenilalanina o residuos
cargados como aspartato, lisina o arginina, ver Figura 30. El bajo coeficiente de correlacién de
Pearson en los contactos con glicosilaciones sugiere que las interacciones con la glicosilacidon no son
especificas y no influyen en el modo de unidn mds que la movilidad de las asas extracelulares.
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6.2.

Toxina Apla unida en un estado intermediario (md1*-md2%*)

Md1* hEAGg glicosilado-Ap1a

—
HESOaY

Md2* hEAG1 glicosilado-Ap1a
D

Figura 34. Grdfica circular de los contactos entre residuos del canal hEAG1 glicosilado y la toxina Apla de los tltimos 50 ns
de produccion. Con las letras A, B, C, D se especifican los distintos mondmeros (cadenas) del canal hEAG1.
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Figura 33. Grdfica de caja y bigotes del numero de contactos de cada residuo de la toxina Apla a través de los ultimos 50 ns de
la corrida de produccion. La caja representa el primer, segundo y tercer cuartil de los contactos. El nimero arriba de cada caja
corresponde al porcentaje de cuadros analizados en el cual dicho residuo mantiene contactos con el canal hEAG1 (permanencia).
A partir de las permanencias de las réplicas se obtiene un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.64.
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Figura 35. Grdfica circular de los contactos entre las glicosilaciones del canal hEAG1 y la toxina Apla. La réplica md1* se
muestra a la izquierda y a la derecha la réplica md2*.
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Figura 36. Grdfica de caja y bigotes del numero de contactos con glicosilacion de cada residuo de la toxina Apla a través de
los ultimos 50 ns de la corrida de produccion. La caja representa el primer, segundo y tercer cuartil de los contactos. El nimero
arriba de cada caja corresponde al porcentaje de cuadros analizados en el cual dicho residuo mantiene contactos con el canal
hEAG1 (permanencia). A partir de las permanencias de las réplicas se obtiene un coeficiente de correlacién de Pearson de 0.48.
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Figura 37. Estructuras representativas del canal hEAG1 glicosilado y la toxina Apla de los ultimos 50ns de produccion. Se
observa que la principal diferencia entre la réplica md1* (izquierda) y la réplica md2* (derecha) es la separacion entre la
toxina y la cadena C. Ademds, se observa flexibilidad del extremo C terminal puesto que en md1* la fenilalanina 36
interacciona con el asa de la cadena Ay en md2* se encuentra dirigida hacia el disolvente. Las glicosilaciones se muestran en
representacion de esferas de Van der Waals. E RMSD de todos los dtomos entre ambas estructuras es de 3.2 A.

La réplica md1* del sistema Apla con hEAG1 glicosilado se propone como modelo de un
estado intermedio caracterizado por la poca interaccidon con uno de los mondmeros del canal (en
este caso la cadena C). A pesar de que la réplica md2* es similar a la réplica md1* es evidente que
se acerca a la conformacion de las réplicas mdl y md2. En consecuencia, el coeficiente de
correlacién de Pearson basado en permanencia de residuos es de 0.64. El modelo propone que la
falta de contactos de la cadena C con el extremo N de la toxina es compensada por contactos con la
glicosilacién de la cadena D con el extremo N de la toxina, en especial los residuos 3-6 tienen una
alta permanencia en md1 con la glicosilacion; esto puede observarse al comparar la Figura 36 con
la Figura 30 y la Figura 33 con la Figura 28. De igual forma la glicosilacién y el asa extracelular de la
cadena A interaccionan significativamente con la toxina. Las contribuciones de ambas glicosilaciones
podrian facilitar la conformacién del estado intermedio comparado con un sistema no glicosilado.
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6.3. Toxina Aala (md1-md2)

Md1 hEAG1 gsocosﬂado-Aa1a
820

Md2 hEAG1 glicosilado-Aala
435 440

Figura 38. Grdfica circular de los contactos entre residuos del canal hEAG1 glicosilado y la toxina Aala de los ultimos 50ns de
produccion. Con las letras A, B, C, D se especifican los distintos monomeros (cadenas) del canal hEAGI1. Los sectores
correspondientes a cada mondmero se ordenaron de manera equivalente por simetria a los mondomeros de las grdficas
circulares de Ap1la.
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Figura 39. Grdfica de caja y bigotes del numero de contactos de cada residuo de la toxina Aala a través de los ultimos 50 ns
de la corrida de produccion. La caja representa el primer, segundo y tercer cuartil de los contactos. El nimero arriba de cada
caja corresponde al porcentaje de cuadros analizados en el cual dicho residuo mantiene contactos con el canal hEAG1
(permanencia). A partir de las permanencias de las réplicas se obtiene un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.97.
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Figura 40. Grdfica circular de los contactos entre las glicosilaciones del canal hEAG1 y la toxina Aala. A la izquierda se
muestra la réplica md1 y a la derecha la réplica md?2.
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Figura 41. Grdfica de caja y bigotes del numero de contactos con glicosilacion de cada residuo de la toxina Aala a través
de los ultimos 50 ns de la corrida de produccion. La caja representa el primer, segundo y tercer cuartil de los contactos. EI
numero arriba de cada caja corresponde al porcentaje de cuadros analizados en el cual dicho residuo mantiene contactos
con el canal hEAG1 (permanencia). A partir de las permanencias de las réplicas se obtiene un coeficiente de correlacion de
Pearson de 0.64.
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Figura 42. Estructuras representativas del canal hEAG1 glicosilado y la toxina Aala de los ultimos 50ns de produccion. Se
observa que la principal diferencia entre la réplica md1 (izquierda) y la réplica md2 (derecha) son las posiciones de las
cadenas laterales de la toxina y del asa de la cadena C con respecto al asa de la cadena D. Las glicosilaciones se muestran
en representacion de esferas de Van der Waals. El RMSD de todos los Gtomos entre ambas estructuras es de 2.9 A.

Al considerar solo el esqueleto peptidico del sistema se concluye que el modo de unién de
Aala es muy similar al de Apla; es decir, la regidn de la a-hélice anfipatica de cada mondmero del
canal contacta la misma regidn de la toxina. Esto si se considera que por simetria las cadenas A, B,
Cy D del modo de unién de Aala equivalen a las cadenas A, B, Cy D respectivamente del modo de
unién de Apla. En general se observa que el grado de empaquetamiento del esqueleto peptidico de
Aala es mayor que para la toxina Apla, esto se refleja ligeramente en el radio de giro total de Aala
que es ligeramente menor que en Apla, ver Figuras suplementarias 15-18.

El alto coeficiente de correlacion de Pearson entre ambas réplicas de Aala (0.97) asi como el
bajo RMSD entre las estructuras representativas (2.9 A) sugiere que el modo de unién de la toxina
Aala es menos dinamico que el modo de unién de la toxina Apla con el canal glicosilado. Esto
apoyaria el hecho de que a pesar de que Aala es una toxina menos potente es capaz de inhibir por
completo la corriente del canal hEAG1. De acuerdo con ambas réplicas, los residuos que participan
en contactos de manera consistente (permanencia mayor a 50%) son 1-3, 6-9, 19-20, 29, 31-34.
Nuevamente se observa la escalera hidrofdbica (F6, L7, W9, W29 y W32) sosteniendo contactos con
el canal de manera consistente a lo largo de la dindmica; ademas, destaca la alta permanencia de
los residuos G1 y D2 en comparacion con los modos de union de Apla, incluso siendo conservados
en ambas toxinas. El sistema Aala ejemplifica que para los complejos menos dinamicos podria ser
mas sencillo proponer mutaciones a partir de experimentos in silico, mientras los sistemas mas
dindmicos como Apla podrian requerir un mayor numero de réplicas.
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6.4. Toxina Aala unida en un estado intermediario (md1*-md2%*)

Md1* hEAG1 glicosilado-Aa1a Md2* hEAG1 glicgsilado-Aa1a
207 S

Figura 43. Grdfica circular de los contactos entre residuos del canal hEAG1 glicosilado y la toxina Aala de los tltimos
50ns de produccion. Con las letras A, B, C, D se especifican las distintas cadenas del canal hEAG1. La cadena C no tuvo
contacto con la toxina Aala. Los sectores correspondientes a cada mondmero se ordenaron de manera equivalente por
simetria a los monomeros de las grdficas circulares de Apla.
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Figura 44. Grdfica de caja y bigotes del nimero de contactos de cada residuo de la toxina Aala a través de los
ultimos 50 ns de la corrida de produccion. La caja representa el primer, segundo y tercer cuartil de los
contactos. El numero arriba de cada caja corresponde al porcentaje de cuadros analizados en el cual dicho
residuo mantiene contactos con el canal hEAG1 (permanencia). A partir de las permanencias de las réplicas se
obtiene un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.51.
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Figura 45. Grdfica circular de los contactos entre las glicosilaciones del canal hEAG1 y la toxina Aala. A la izquierda se
muestra la réplica md1* y a la derecha la réplica md2*.

3} o 8 SR
< = = < D X © m
= =z < ™~ — ©
=] 3 = % O 5- [ . L)
(_';)4- . . . (_?
=] =) ¥ S X8
> =] <
k=l S 2 i 8 3
2 g § 9__14-' LN L L] L B
o n ¥ 0
_83- . . . . =l =
8 s g 8 & §
g 3 3
EZ- [ [ [ [ ] . ) §§ § §
[} @ 2- . L] L]
£ £
Z z
E imsi S s

1n ———— — — _— 1- —_ - —_———

' ' ' ' ' G " ' ! T R ' Lr. m "o

e & g #§ §8 § ¢ B 8 388zeEngEasiigEagEs

Residuos Aala Residuos Aala

Figura 46. . Grdfica de caja y bigotes del nimero de contactos con glicosilacion de cada residuo de la toxina
Aala a través de los ultimos 50 ns de la corrida de produccion. La caja representa el primer, segundo y tercer
cuartil de los contactos. El numero arriba de cada caja corresponde al porcentaje de cuadros analizados en el
cual dicho residuo mantiene contactos con el canal hEAG1 (permanencia). A partir de las permanencias de
las réplicas se obtiene un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.47.
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Figura 47. Estructuras representativas del canal hEAG1 glicosilado y la toxina Aala de los ultimos 50ns de
produccidn. El nimero de mondmeros de hEAG1 que interacciona con hEAG1 Se observa que la principal diferencia
entre la réplica md1* (izquierda) y la réplica md2* (derecha) es que en md1* la interfase toxina-canal estd
compuesta principalmente por contactos con el monémero A (morado). Las glicosilaciones se muestran en
representacion de esferas de Van der Waals. E RMSD de todos los dtomos entre ambas estructuras es de 3.6 A.

La réplicamd1* como puede observarse en la Figura 43 y 47 muestra una configuracion canal-toxina
altamente dependiente del mondmero A, la K26 se inserta entre las dos asaspp del monémero C
mientras los residuos W29 y H27 son principalmente estabilizados por contactos con la a-hélice
anfipatica y por lo tanto tiene una alta permanencia. De manera similar en ambas réplicas de la
toxina Apla se encuentra una alta permanencia de los residuos K26, W29 y H27. Durante la réplica
md2* de Aala, la K26 sale de la cavidad formada por las dos asaspp y eso permite que se
incremente el nimero de contactos con los monédmeros B y D. Después de realizar el andlisis por
agrupamiento (cluster) de conformaciones de los ultimos 50 ns se obtuvieron 9 grupos para Aala-
md1*y 3 grupos para Aala-md2* esto aunado al bajo coeficiente de correlacién de Pearson sugiere
qgue Aala se podria unir a hEAG1 en un estado intermediario mas dinamico (inestable) que el
analizado para Apla. Previamente en el acoplamiento se sugirié que la unién de Apla era mas
dependiente del estado de glicosilacion de N388 que Aala, esto es evidente al menos al analizar los
estados intermediarios de ambas toxinas. Para Apla la Figura 35y 36 revelan que en ambas réplicas
las glicosilaciones contactan con mayor permanencia un mayor niumero de residuos de la toxina
Apla comparado con la toxina Aala (Figura 45 y 46). El comportamiento de Aala y Apla medido
experimentalmente in vitro podria ser explicado molecularmente por dos mecanismos que
involucran la glicosilacion: el primero supone que la glicosilacidn favorece el modo de unién
productivo (aquel que mantiene cerrado al canal) de Aalay el segundo supone que la glicosilacién
favorece o estabiliza el modo de unidn no productivo (aquel que permite la apertura del canal) de
Apla. El andlisis de las trayectorias de los estados intermediarios de Aala y Apla sugiere el segundo
mecanismo.
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7. Calculo de la energia libre de unién de sistemas no glicosilados

Del trabajo de Patel y Ytreberg (2018) se reporta que el calculo de la energia libre de unién de un
complejo proteina-proteina a partir de un muestreo sombrilla con dindmica molecular CG (SIRAH)
resulta en una buena aproximacion a los valores reportados experimentalmente. Dicho enfoque
tiene el potencial de distinguir si algunas mutaciones puntuales favorecen o decrecen la interaccion
de distintos complejos proteina-proteina. Sin embargo, para los propésitos de este trabajo se usé
dicho enfoque para validar que los complejos propuestos son energéticamente favorables de
acuerdo a un solo campo de fuerza; es decir que la interaccion observada en las dindmicas
multiescala no es el resultado de un artilugio de la configuracién multiescala. Primero, se reprodujo
el protocolo de Patel e Ytreberg (2018) para calcular el PMF de las mutantes W, 98F y Dy101K para
un sistema antigeno-anticuerpo (PDBID:3HFM), ver Figura 48.
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Figura 48. Potencial de fuerza media para las mutantes W98F (cadena H) y D101K
(cadena Y) del complejo 3HFM. La diferencia de energia libre promedio entre las
configuraciones unida y no-unida es =-11 kcal/mol para Wy 98F y =-19 kcal/mol
para Dy101K.

Patel e Ytreberg (2018) reportaron una diferencia de energia libre de =-7.5 kcal/mol para el complejo
con la mutante Wy98F y =-17.4 kcal/mol con la mutante Dy101K. Entonces, los resultados reportados
por Patel e Ytreberg (2018) se encuentran dentro del intervalo de confianza (95%) estimado en este
trabajo.
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Del célculo del PMF para los sistemas canal-toxina, ver Figura 49, se concluyé que la formacién de
los complejos propuestos es favorable energéticamente. Sin embargo, el protocolo usado para
calcular la energia libre de unidon es muy sensible a los cambios conformacionales que puedan
ocurrir en una de las proteinas del complejo. La diferencias en el PMF entre las réplicas md1 y md2
para los sistemas con la toxina Aala sugiere que los complejos estudiados con el canal hEAG1
podrian tener multiples conformaciones con mayor o menor afinidad por las toxinas mientras el
canal estd cerrado. Esto es consistente con la nocién de uno o varios estados intermediarios del
complejo canal-toxina.

Mientras que el protocolo utilizado garantiza un calculo preciso de las energias libres de los
complejos canal-toxina, la exactitud puede diferir significativamente de los resultados
experimentales debido a que el analisis de energia libre de unién no considera los parametros de el
acido piroglutamico del extremo N-terminal de la caribdotoxina, el extremo C-terminal amidado en
Aala o Apla, asi como los pardmetros de las glicosilaciones en los residuos Asn388 y Asn406 de
hEAG1. En particular, la falta de parametros estructurales representa la modificacién azarosa de una
macromolécula activa que se sabe resulta con mayor probabilidad en una pérdida de la funcion
(menor afinidad) que en una ganancia de funcidén (mayor afinidad). De manera alternativa, es
posible sobreestimar la afinidad de una toxina debido a cambios conformacionales (inducidos por
rotacion) del ligando a lo largo de la trayectoria. Por ejemplo, previamente se reportd que la energia
libre de unién de la caribdotoxina-KcsA considerando el 4cido piroglutamico es de alrededor de -17
kcal/mol utilizando el muestreo sombrilla y el campo de fuerza CHARMM?22 (Chen y Kuyucak 2009).
Sin embargo, el valor experimental era de -8.2 kcal/mol, mientras el costo energético de la rotacién
fue de 9.11 kcal, cantidad que al sumar a la prediccidn inicial arroja un valor de -7.9 kcal. De manera
similar, en este estudio hay tres sistemas que muestran una energia libre de unién bastante baja
(favorable) que podria ser consecuencia de cambios conformacionales de la toxina durante la
trayectoria.
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Figura 49. Potencial de fuerza media para distintos complejos canal-toxina. Todas las
configuraciones muestreadas tienen una energia libre de union negativa, lo que sugiere
que todos los complejos canal-toxina son energéticamente favorables.
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8. Unificacion del modelo de inhibicién con el mecanismo de gating

Las toxinas Aala y Apla se han reportado como modificadoras del gating y no como
bloqueadoras del poro. De acuerdo con los calculos de la dindmica molecular las asas del vestibulo
extracelular (incluyendo la a-hélice anfipatica) interaccionan con las toxinas inhibidoras formando
el sitio de unién. Asimismo, los resultados de las dindmicas sugieren que ambas toxinas son
modificadoras del gating puesto que los residuos de las toxinas cargados positivamente no se
dirigen preferencialmente hacia el filtro de selectividad (o el poro).

Durante las dinamicas moleculares de las toxinas Aala y Apla fue evidente la flexibilidad de las
dos asas del dominio formador del poro que flanquean a la a-hélice anfipatica de cada monémero
(asaspp); esta flexibilidad también se ha confirmado en el canal hERG1 (Jiang et al. 2005). Sin
embargo, también fue notable que cuando una de las dos asaspp tenia una regién extensa
formando contactos con la toxina se reducia la movilidad de las asaspp. De esta forma se observé
que un asapp libre tenia la tendencia a acercarse al VSD para formar contactos intramoleculares,
ver Figura 50. Este movimiento se asemeja en cierta forma al realizado por un percutor de una
pistola; en realidad, las asaspp pueden rotar un poco o incluso separarse una de otra en forma no
coordinada.

Figura 50. Dos mondmeros de hEAG1 glicosilado extraidos de la dindmica molecular de Apla-md2.
A la izquierda se divide el canal en el VSD (amarillo) y el dominio formador de poro (verde). Ala
derecha se muestra el potencial electrostdtico de superficie calculado por DelPhi (Smith et al. 2012;
Sarkar et al. 2013). En la region punteada se delimita el contacto entre las asas del VSD y del dominio
formador de poro.
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Debido a que el efecto general de ambas toxinas estudiadas es reducir la movilidad de las
asaspp se propone que el mecanismo de gating es dependiente de la movilidad de las asaspp, ver
Figura 51. El canal cambia a su conformacion abierta cuando las asaspp de varios monédmeros
contactan el dominio sensor de voltaje y en consecuencia las toxinas estudiadas desplazan el
equilibrio hacia la conformacién cerrada del canal al atrapar las asaspp.

La configuracidn utilizada en las dindmicas moleculares tenia la misma concentracidn de iones
en ambos lados de la membrana lo que implica que el sistema utilizado era representativo de una
membrana despolarizada, lo que explica la tendencia de las asaspp libres a hacer contacto con el
dominio sensor de voltaje. El canal se mantuvo cerrado probablemente por las restricciones en la
hélice S1, la falta de la glicosilacion en N406 y que estudiar el fenédmeno de gating requiere de
tiempos de simulacion de al menos decenas de microsegundos (sin la implementacion de otros
algoritmos de muestreo conformacional).

Figura 51. Esquema del modelo propuesto para el gating de hEAG1 y hERG. A la izquierda la
membrana se encuentra hiperpolarizada y por lo tanto se acumulan iones cargados positivamente
en la region extracelular y en consecuencia el canal se mantiene cerrado. En el escenario de la
derecha la membrana se encuentra despolarizada y el canal abierto, puesto que disminuye la
densidad de cargas positivas en el lado extracelular de la membrana se incrementa la probabilidad
de interaccion entre las asas del VSD y del dominio formador del poro.
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Existen dos principales antecedentes del laboratorio himedo que sostienen el mecanismo de
gating dependiente de las asaspp. La primera molécula reportada capaz de inhibir al canal hEAG1
es un anticuerpo (mAb56) que reconoce los residuos que forman una de las asaspp, (Gomez-Varela
et al. 2007), es razonable suponer que al unirse al asapp el anticuerpo es un impedimento estérico
que previene el acercamiento del asapp con el dominio sensor del voltaje, ver Figura 52. El segundo
antecedente es la disminucién de la amplitud de corriente e incremento en el tiempo de activacién
del canal hEAG1 al escindir enzimaticamente (PNGase F) la glicosilacion compleja del residuo N406
en canales situados en la membrana de ovocitos de Xenopus laevis (Napp et al. 2005). El residuo
N406 se encuentra en una de las asaspp (ver Figura 52) y probablemente la glicosilacién compleja
también forma contactos con el sensor de voltaje para estabilizar el estado abierto; la glicosilacién
N406 tiene su equivalente en hERG1 con el residuo N598.

Figura 52. Esquema del mecanismo de inhibicion de hEAG1 por el anticuerpo
mAb56. En rojo se muestra la region reconocida por el anticuerpo y en azul el
residuo N406 que lleva una glicosilacion compleja. Es evidente que el
impedimento estérico impide la interaccion entre las asas del dominio formador
del poro y el VSD. Ademds, se ha confirmado que la glicosilacion N406 influye
significativamente en la cinética del canal.
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Antes de continuar discutiendo la propuesta del modelo de gating procederemos a describir el
fenomeno Cole-Moore shift o desplazamiento Cole-Moore. En 1960, Cole y Moore publicaron los
resultados de su investigacidn en las corrientes de potasio activadas por voltaje (Ix) en el axdn del
calamar gigante (Cole y Moore 1960). Cole y Moore variaron el potencial de la membrana antes del
pulso (potencial del prepulso) y mantuvieron el potencial de prueba constante e igual al potencial
de equilibrio del idn Na+ (~67 mV). Se observd que I se desplazaba positivamente en el tiempo con
prepulsos mas hiperpolarizantes; sin embargo, la amplitud de corriente permanecié
mayoritariamente sin cambios. Esto es, la activacidn se retrasaba con la hiperpolarizacion antes de
el pulso de prueba pero la forma de la curva Iy vs tiempo era insensible a los voltajes de los
prepulsos (Cole y Moore 1960). De manera similar, el canal hEAG1 se caracteriza por tener una
activacion retardada después de prepulsos hiperpolarizantes y por eso algunos autores le han
llamado erréneamente efecto Cole-Moore shift (Bauer y Schwarz 2018; Hoshi y Armstrong 2015).
Sin embargo, el fendmeno parece ser distinto ya que la forma de la curva “Ij,g4¢1 Vs tiempo” cambia
significativamente en funcién de un componente rapido y un componente lento (Hoshi y Armstrong
2015). Ademas, se ha reportado que el desplazamiento de ;451 €n el tiempo es dependiente de
la concentracién extracelular de cationes divalentes tales como Ni?*, Co?*, Mg?*, Mn?* y varias
especies de cationes monovalentes y protones (Terlau et al. 1996).

De acuerdo con el modelo de gating aqui propuesto, cuando la membrana se polariza la
acumulacidn local de iones genera una repulsidn que hara que las asaspp se separen del domino
sensor de voltaje y el canal pase a la conformacién cerrada. Se infiere que si en un protocolo de
pulsos se hiperpolariza la membrana, las asaspp experimentardn mayor repulsién y se encontraran
mas cercanas a la normal del plano de la membrana, lo que retardaria la activacion del canal cuando
se despolarice la membrana. En concordancia con esta propuesta, se ha interpretado previamente
que el desplazamiento de I,5461 €n el tiempo es el resultado de la existencia de multiples estados
“profundamente cerrados” (deep-closed states) que debe transicionar el canal hEAG1 para permitir
el flujo de iones (Hoshi y Armstrong 2015; Terlau et al. 1996).

Entonces, aqui se propone que cuando la membrana esta hiperpolarizada o polarizada las asas
se acercan una a la otra formando el sitio de unidn a toxina. Experimentos del laboratorio humedo
ha confirmado que las toxinas Apla, Aala aumentan significativamente el fendmeno similar al Cole-
More shift (Ma et al. 2018) y que APETx4 se une al canal en la conformacion cerrada (Moreels,
Peigneur, Galan, et al. 2017). Probablemente Aala es capaz de inhibir al canal completamente a
diferencia de Apla puesto que su modo de unién inmoviliza exitosamente las asaspp (el andlisis de
contactos entre réplicas sugiere que es menos dinamico).

89 | 117



Resultados y discusién

Figura 53. La conformacion del canal cerrado
(asaspp arriba) construye el sitio de unién de las
toxinas globulares modificadoras del gating.

Es pertinente recordar que el gating de un canal es algo concertado entre varios monémeros
o dominios y aln entre miembros de la familia EAG la cinética es distinta. Lo que implica que cada
canal tiene otros sitios de unidn a moléculas (como el dominio PAS) que contribuyen a modular la
cinética que se observa en los experimentos de electrofisiologia. El modelo propuesto no demerita
la importancia de otras regiones del canal como las regiones transmembranales o citoplasmaticas.
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Conclusiones y perspectivas

A partir del modelado por homologia se construyé un modelo de un canal que es un
potencial blanco para el desarrollo de un tratamiento antineoplasico. Con técnicas de acoplamiento
molecular basadas principalmente en la geometria se propuso un sitio de unién para los inhibidores
reportados. Dado que el acoplamiento molecular prescinde en gran medida de la flexibilidad de las
proteinas asi como del comportamiento fuera del sitio de unidn se utilizé dinamica molecular para
validar y optimizar la prediccién del acoplamiento. Debido a que la dindmica molecular es una
técnica costosa computacionalmente se desarrollé un protocolo multiescala que permite estudiar
con dindmica molecular un sistema de mds de 1,300 residuos aminodacidos con cuatro cadenas
transmembranales y una membrana explicita. Ademas, dicho protocolo cuenta con la
implementacion de TopoTools lo que facilita utilizar la amplia gama de modificaciones disponibles
en CHARMM-GUI como son fosforilacion, glicosilacién, unién covalente a lipidos y a etiquetas de
marcadores luminiscentes o fluorescentes. El sistema multiescala en su forma actual con 128
nucleos de 2.60 GHz tarda 24 horas de reloj en simular 55-64 ns, los resultados con el sistema
glicosilado sugieren que hay posibilidades de mejorar el rendimiento actual ya que existe 35-50%
de imbalance de carga entre los nucleos. Una estrategia a probar seria desplazar el uso de CPU con
GPU, que de ser exitosa permitird realizar el protocolo en computadoras de escritorio a un costo
moderado.

La validacién de los modos de unidn propuestos por acoplamiento molecular de las toxinas
Apla y Aala permitid proponer un modelo consistente de inhibicidon y de gating para los canales
hEAG1 y hERG1. Dicho modelo estd sustentado en informacién previamente reportada por
experimentos de laboratorio himedo, aunque se desconoce su relevancia para otros miembros de
la familia EAG. Con los modelos propuestos se espera sentar antecedentes que permitan optimizar
o disefiar moléculas para el tratamiento de canalopatias o incluso facilitar el descubrimiento y
caracterizacién de nuevos canales.

El andlisis de contactos de proteina con glicosilaciones revela que dichas interacciones son
mas dindmicas e inespecificas que aquellas entre proteina-proteina y por lo tanto es un desafio
predecir su efecto. En general, se propone que las glicosilaciones de hEAG1 contribuyen a la
estabilizacion de las asas, en particular N388 estabilizaria la interaccidn entre ambas asaspp de un
mondmero y N406 la interaccidn de asaspp con el dominio sensor de voltaje. Ademas, se sugiere
que la glicosilacién N388 estabiliza el modo de unién no productivo de Apla en mayor medida que
para Aala lo que podria explicar su incapacidad para inhibir el 100% de la corriente de hEAGL1.

En futuros estudios se planteardn nuevas metodologias para analizar exclusivamente los
residuos con menor nimero de contactos durante toda la interaccidén puesto que los estudios de
ingenieria de proteinas podrian utilizarlos como blanco para la optimizacién de la actividad
inhibitoria de la toxina; serd necesario tomar en cuenta la vecindad del residuo a modificar.
Finalmente, se recomienda estudiar la inhibicién de hEAG1 por toxinas peptidicas in vitro, realizando
mutagénesis dirigida a los residuos N388, M397, D398, N406 y escindiendo las glicosilaciones.
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Graficos de Ramachandran de rEAG1
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Figura S1. Grdfico de Ramachandran de rEAG1 generado por PROCHECK. 2556 residuos
diferentes de glicina y prolina. De los cuales 88.9% estdn en regiones favorecidas [A,B,L], 10.5%
en regiones permitidas [a,b,l,p], 0.5% en regiones generosamente permitidas [~a,~b,~l,~p] y 0.2%
en regiones no permitidas.
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Graficos de Ramachandran de hEAG1
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Figura S2. Grdfico de Ramachandran de hEAG1 generado por PROCHECK. 2604 residuos
diferentes de glicina y prolina. De los cuales 89.8% estdn en regiones favorecidas [A,B,L], 8.1% en
regiones permitidas [a,b,l,p], 1.5% en regiones generosamente permitidas [~a,~b,~I,~p] y 0.6%

en regiones no permitidas
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Potencial electrostatico hEAG1

Figura S3. Potencial electrostdtico del canal hEAG1 minimizado.

RMSD todos los modelos contra todos los modelos obtenidos por NMR
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Figura S4. Grdfica de todos los modelos contenidos en el PDB:1WQK 'y su RMSD entre ellos. Se eligié el modelo 7 para ser
el mds representativo.
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Figura S5. Grdfica de todos los modelos contenidos en el PDB:5WLX y su RMSD entre ellos. Se eligié el modelo 2 para
ser el mds representativo.
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Programa: ERRATZ2
Factor de calidad (residuos 14-402 )**: 82.044

©
©
ES

95% {

Valor de error®

100 120 140 160 =~ 180 200 220 240 260 280
# Residuo (centro de ventana)

Factor de calidad (residuos 416-692)**: 92.963

99%

95%

Valor de error*

360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560

# Residuo (centro de ventana)

Factor de calidad (residuos 708-718 )**: 100.000

*Sobre el eje de error, dos lineas se dibujan para indicar la certeza con
la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error.

99%
**Expresado como el porcentaje de la proteina para la cual el valor de
error calculado cae debajo del limite del 95% de rechazo. Buenas
estructuras de alta resolucién generalmente producen valores alrededor
del 95% o mayores. Para menores resoluciones (2.5 a 3A) el factor de
calidad total promedio es alrededor de 91%.

95%

Valor de error*

620 640 660 680
# Residuo (centro de ventana)

710

Figura S6. Evaluacion ERRAT del monémero de rEAG1 (PDB:5K7L), se tienen distintos factores de calidad puesto que hay
residuos faltantes en la estructura.

96 | 117




Apéndice

Programa: ERRAT2

Factor de calidad total (cadena A)**: 91.739

Valor de error*

100

120

140 160 180 200
# Residuo (centro de ventana)

220 240 260 280

[{e]
©
S

95%

Valor de error*

400

©
©
B

Valor de error*
w
a
=

620
# Residuo (centro de ventana)

Figura S7. Evaluacion ERRAT de la cadena A del modelo final hEAG1 minimizado.

640 660 680 700

420

440 460 480 500
# Residuo (centro de ventana)

520 540 560 580 600

*Sobre el eje de error, dos lineas se dibujan para indicar la certeza con
la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error.

**Expresado como el porcentaje de la proteina para la cual el valor de
error calculado cae debajo del limite del 95% de rechazo. Buenas
estructuras de alta resolucién generalmente producen valores alrededor
del 95% o mayores. Para menores resoluciones (2.5 a 3A) el factor de
calidad total promedio es alrededor de 91%.
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Programa: ERRAT2
Factor de calidad total (cadena B)**: 92.444

©

<

=
b,

Valor de error®
[{e)
<
=

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Residuo # (centro de ventana)

99%

95%

Valor de error*

420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Residuo # (centro de ventana)

*Sobre el eje de error, dos lineas se dibujan para indicar la certeza con
la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error.

99% **Expresado como el porcentaje de la proteina para la cual el valor de
error calculado cae debajo del limite del 95% de rechazo. Buenas
estructuras de alta resolucion generalmente producen valores alrededor
del 95% o mayores. Para menores resoluciones (2.5 a 3A) el factor de
calidad total promedio es alrededor de 91%.

Valor de error®

620 640 660 680 700
Residuo # (centro de ventana)

Figura S8. Evaluacion ERRAT de la cadena B del modelo final hEAG1 minimizado.
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Programa: ERRAT2
Factor de calidad total (cadena C)**: 88.148

*I_
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*Sobre el eje de error, dos lineas se dibujan para indicar la certeza con
la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error.

99% **Expresado como el porcentaje de la proteina para la cual el valor de
error calculado cae debajo del limite del 95% de rechazo. Buenas
estructuras de alta resolucion generalmente producen valores alrededor
del 95% o mayores. Para menores resoluciones (2.5 a 3A) el factor de

calidad total promedio es alrededor de 91%.

95%

Valor de error*

620 640 660 680 700
Residuo # (centro de ventana)

Figura S9. Evaluacion ERRAT de la cadena C del modelo final hEAG1 minimizado.
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Programa: ERRAT2
Factor de calidad total (cadena D)**: 87.701
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2
EN
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Valor de error*
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Residuo # (centro de ventana)

©
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e
o

Valor de error*

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Residuo # (centro de ventana)

*Sobre el eje de error, dos lineas se dibujan para indicar la certeza con
la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error.

©
2
=

**Expresado como el porcentaje de la proteina para la cual el valor de
error calculado cae debajo del limite del 95% de rechazo. Buenas
estructuras de alta resolucién generalmente producen valores alrededor
del 95% o mayores. Para menores resoluciones (2.5 a 3A) el factor de
calidad total promedio es alrededor de 91%.
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Valor de error*
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Figura S10. Evaluacion ERRAT de la cadena D del modelo final hEAG1 minimizado.
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Figura S11. Alineamiento de la secuencia completa de rEAG1 y hEAG1. Naranja representa el dominio PAS, rojo las hélices transmembranales
S1-S6, cian el dominio cNHBD, verde sitios de glicosilacion y en amarillo secuencia firma de la region del poro.
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Todos los modos de uniéon generados por ClusPro
B) Ap1a L

D) APETx4

Figura S12. Esquema de los modos de union generados por CLUSPRO. Se muestra la vista superior (desde el espacio
extracelular) y la vista lateral de la membrana.
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Todos los modos de unién generados por PyDockWEB

D) APETx4

Figura S13. Esquema de todos los modos de union generados por PyDockWEB. Se muestra la vista superior (desde el espacio
extracelular) y la vista lateral de la membrana.
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Gréficos de Ramachandran obtenidos de MolProbity para hEAG1
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Aseguramiento de calidad en los sistemas: hEAG1 no glicosilado-Ap1a
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Figura S15. Convergencia de términos energéticos y estructurales de la dindmica molecular del sistema hEAG1 no
glicosilado-toxina Apla. La réplica 1y réplica 2 se denotan como md1 y md2 respectivamente.

105 | 117



Apéndice

Aseguramiento de calidad en los sistemas: hEAG1 glicosilado-Ap1a
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Figura S16. Convergencia de términos energéticos y estructurales de la dindmica molecular del sistema hEAG1 glicosilado-
toxina Apla. La réplica 1y réplica 2 se denotan como md1 y md2 respectivamente.
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Presion (bar) Energia potencial (kJ/mol)

RMSD (nm)

Aseguramiento de calidad en los sistemas: hEAG1 glicosilado-Ap1a
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Figura S17. Convergencia de términos energéticos y estructurales de la dindmica molecular del sistema hEAG1 glicosilado-
toxina Apla en un estado intermediario. La réplica 1y réplica 2 se denotan como md1* y md2* respectivamente.
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Aseguramiento de calidad en los sistemas: hEAG1 glicosilado-Aa1a
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Figura S18. Convergencia de términos energéticos y estructurales de la dindmica molecular del sistema hEAG1 glicosilado-
toxina Aala. La réplica 1y réplica 2 se denotan como md1 y md2 respectivamente.
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Aseguramiento de calidad en los sistemas: hEAG1 glicosilado-Aala
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Figura S19. Convergencia de términos energéticos y estructurales de la dindmica molecular del sistema hEAG1 glicosilado-
toxina Aala en un estado intermediario. La réplica 1y réplica 2 se denotan como md1* y md2* respectivamente.
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Figura S20. Radio del poro a través de los ultimos 50 ns de simulacion calculado con el programa HOLE (Smart et al. 1996).
Las lineas punteadas azules delimitan el filtro de selectividad; la linea negra representa la media geométrica (x*), y el
contorno rojo representa la desviacion estandar geométrica (s*). El intervalo se puede denotar como P /s*de acuerdo a

Limpert y Stahel (2011). El panel debajo del titulo “control” muestra las estructuras del molde rEAG1 (PDB:5K7L), el modelo
minimizado construido hEAG1, y el canal abierto hERG1 (PDB:5VA1).
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Figura S21. Radio del poro a través de los ultimos 50 ns de simulacion calculado con el programa HOLE (Smart et al. 1996).
Las lineas punteadas azules delimitan el filtro de selectividad; la linea negra representa la media geométrica (x*), y el
contorno rojo representa la desviacion estdndar geométrica (s*). El intervalo se puede denotar como ¥ /s*de acuerdo a
Limpert y Stahel (2011). GIcNAc denota que el canal hEAG1 estaba glicosilado en la posicion Asn388 durante la trayectoria.
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