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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia del estudio de las interacciones proteina-proteina

Las proteinas son las macromoléculas biolégicas mas abundantes, encontrandose en todas
las células y representando mas de la mitad del peso seco de las mismas. Participan en
practicamente todos los procesos celulares' y en la mayoria de los casos no actdan solas y si
, . ; )
con otras protefnas para formar complejos y asi poder llevar a cabo su funciéon”. Esta
capacidad de interaccién esta mediada principalmente por su estructura terciaria y por las
propiedades fisicoquimicas de sus aminoacidos. Es decir, la capacidad de unirse entre ellas
depende primordialmente de dos factores: la complementariedad en la zona de interaccién

(interface) y la afinidad entre los aminoacidos involucrados en dicha interaccion.

Las interacciones proteina-proteina son esenciales en la mayoria de los procesos celulares y
estan involucrados en practicamente todos ellos, desde la comunicacién celular, la traduccion
de senales, la formacién de estructuras de soporte en las células, hasta incluso en fenémenos
de intoxicacion. Cualquier desregulacion en las redes proteicas de interaccion, o defecto en
proteinas estructurales puede conducir al desatrollo de diversas enfermedades™. Novedosas
técnicas experimentales como la de “Dos Hibridos” (Y2H) estan ahora disponibles para
investigar las redes de interaccion en los sistemas celulares y han permitido obtener un
panorama més amplio sobre las mismas’. La importancia de estas redes queda en evidencia
en un estudio donde se revela que de ~2,000 proteinas de levadura al menos el 80% de ellas
interacciona con otra proteina’. Sin embargo, para una comprension completa del fenémeno
de interaccién, informacion estructural de los complejos resulta esencial. Esta informacion,
ademas de permitirnos entender los mecanismos de afinidad y especificidad, proporciona
herramientas indispensables para el desarrollo y disefio racional de proteinas con fines

biomédicos.




1.2 Métodos experimentales para el estudio estructural de interacciones

proteina-proteina

Los métodos experimentales mas utilizados para resolver y estudiar estructuras de proteina
son la cristalografia de rayos X y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN). La cristalografia
de rayos X consiste en el bombardeo de rayos X a un cristal de proteina que va a producir
un patron de difraccion determinado. Esta difraccion se da porque los rayos X tienen una
longitud de onda del tamafio del radio atémico, y son los angulos y las intensidades de los
puntos difractados los que ayudan a generar la densidad electronica de la molécula. Esta

densidad electrénica, a su vez, se utiliza para determinar la posicién de los atomos.

En la RMN se aprovecha el momento magnético de los atomos que poseen un nimero impar
de protones o neutrones. Estos atomos, al introducirse en un campo magnético externo se
otientan a favor dicho campo, y al relajar el sentido de la orientacion el sistema entra en
resonancia. Esto produce, con una radiofrecuencia adecuada, una irradiacién del sistema la
cual se detecta con una sefal de absorcién que sera utilizada para calcular las posiciones y

vecindades de dichos atomos.

Estos métodos, aunque son los mas precisos, tienen algunas desventajas: Ambos requieren
una cantidad significativa de proteina, ademas, la complejidad para resolver su estructura
aumenta cuando se trabaja con complejos conformados por 2 o mas cadenas polipeptidicas
dentro del sistema, lo que se ve reflejado en la base de datos del “Protein Data Bank” (PDB),
donde solo el 1.5% de las estructuras depositadas pertenecen a este grupo’. En este sentido,
uno de los objetivos de la bioquimica actual es desarrollar herramientas que nos permitan

abordar la interaccion proteina-proteina mediante técnicas y metodologias alternativas.

1.3 Métodos Computacionales

En los afios recientes, las técnicas de modelado molecular han tenido grandes avances, lo que
se refleja en el surgimiento de revistas especializadas como “PloS Computational Biology” y
“The Journal of Molecular Modeling”, entre otras. Las principales razones de esta son el gran
aumento de datos estructurales de proteinas disponibles en las bases de datos, las cuales
sirven de modelo para generar estructuras z silico, asi como también a los avances en las

ciencias computacionales, con equipos cada vez mas poderosos que permiten abordar
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problemas cada vez mas complejos. Estos dos sucesos van de la mano debido a que los
algoritmos desarrollados para la predicciéon de estructuras estan basados en la informacion
que arrojan los datos experimentales, por lo que una mejor calidad y un mayor nimero de

estructuras repercuten en algoritmos mas robustos y a su vez en mejores modelos®.

Las principales y mas utilizadas técnicas para el modelamiento molecular son el Modelado
por Homologfa y el “Docking Molecular”, el primero enfocado a predecir el plegamiento de
una determinada proteina basandose en un homoélogo con estructura resuelta, y el segundo

en predecir la interaccién entre proteinas.

El modelado por homologia se basa en 3 principios fundamentales: 1) Que durante su

evolucion bioldgica las proteinas tienden a preservar su estructura’; 2) Diferentes proteinas,

incluso cuando no se puede detectar ninguna relacién evolutiva a partir de secuencias
10,11,

homologas, pueden tener una estructura similar ™' '; y3) Las proteinas estin compuestas

generalmente por sub-estructuras locales similares'.

Por otro lado, el “Docking Molecular” (literalmente “acoplamiento molecular”) tiene como
propésito principal predecir la orientaciéon preferente de una molécula respecto a otra
mediante funciones matematicas que evalian la fuerza de interaccién. Estas fuerzas se
calculan con base en el numero de interacciones intermoleculatres favorables, tales como
enlaces de hidrégeno, interacciones van der Waals y electrostaticas o Coulombianas, entre

otras '°.

Estas dos técnicas cobran mayor relevancia con proteinas que son dificiles de abordar de
manera iz vitro, como las proteinas de membrana. En un articulo del 2010 se predijo que
alrededor del 26% de los genes codificadores de proteinas de humano pertenecen a proteinas
de membrana, por lo que se calcula que al menos deben de existir 5539 genes de estas
proteinas'. A pesar de este nimero, actualmente solo se tienen resueltas 533 estructuras

tnicas, lo que representa menos del 1% del total depositado en el Protein Data Bank (PDB)".

1.4 Canales i6nicos y toxinas

Entre las proteinas de membrana se encuentran las que conforman los canales i6nicos. Estos
forman poros en la membrana que permiten el paso selectivo de iones inorganicos, y estan
principalmente involucrados en la excitabilidad de células nerviosas y de corazoén, aunque

también estin presentes en células no excitables e incluso en bactetias, levaduras y plantas'.
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Estos canales i6nicos son de gran importancia médica, debido a que defectos o mutaciones
en ellos conduce a diversos desérdenes fisiologicos, tales como renales, cardiacos,
neurologicos, entre otros. Por ello, conocer la estructura y el funcionamiento de estos canales

es esencial para un posterior desarrollo de farmacos que actien sobre ellos.

Uno de los fenémenos en los que se encuentran relacionados los canales i6nicos, y que es el
que nos compete en este trabajo, es el de intoxicaciéon por moléculas peptidicas. El veneno
de algunos animales, generalmente, contiene una gran variedad de proteinas llamadas toxinas
que actian modulando o bloqueando las corrientes de diferentes canales iénicos. En
particular, el veneno de los alacranes tiene una gran diversidad de péptidos especificos para
canales de potasio (K") dependientes de voltaje, por lo que han servido como hetramientas
para el estudio y caracterizacién de los mismos'”"™.

En este trabajo, se esta interesado en el estudio de una toxina de alacran que actia como
bloqueadora de varios canales de potasio dependientes de voltaje (Kv). Una mejor
comprension del proceso de reconocimiento ayudara al desarrollo de péptidos con mayor
afinidad y especificidad, los que a su vez podran ser utilizados para tener una mejor
comprension del funcionamiento de los canales i6nicos y como potenciales farmacos de

patologias relacionadas a sus canales blanco.

1.4.1 Canales de Potasio Dependientes de Voltaje (Kv).

Los Kv conforman la familia mas grande dentro del grupo de los canales de potasio, el cual
también incluye los activados por Ca** (KCa), los rectificadores de entrada rapida (Kir) y los
de dos poros (K2P)". Son altamente selectivos y desempefian un papel vital en la regulacién
de la excitabilidad celular en neuronas y musculo durante los potenciales de accion,
encargandose principalmente de regresar a la célula al estado de reposo™. El tipico Kv es una
estructura de 4 subunidades proteicas idénticas rodeando a un poro central. Cada subunidad
tiene 6 hélices transmembranales (§1-S6), con el C- y N- terminal en el lado intracelular y
cada subunidad se divide en dos dominios: El dominio sensor de voltaje (§1-S4), donde la
hélice S4 posee multiples cargas positivas, tentativamente responsables de detectar los
cambios de voltaje; y el dominio del poro, que comprende las hélices S5-P-S6, donde el filtro

de selectividad se forma con el asa que une ambas hélices (Fig. 1).

12




Selectivity filter

x4

Outer helix

Bundle (85)

crossing
Inner helix
(S6)

Figura 1. Estructura general de la unidad transmembranal de los Kv (tomada de Yellen, 2002)20. El
esquema de la izquierda muestra la topologia general de una subunidad. Los rectangulos S1 a S6 representan a
las hélices transmembranales, dividiéndose en azul el dominio sensor de voltaje y en verde el dominio del
poro. La patte de artiba de ese esquema es la zona extracelular, ya la de abajo, donde se encuentran el amino-
y carboxilo terminal, la intracelular. A lado del esquema se muestra una estructura tridimensional del Kv en
representacion de caricatura.

La primera estructura de un canal de potasio fue resuelta en 1998 por el grupo de
MacKinnon®. A pesar de ser un canal de bacteria y no ser voltaje dependiente, postetiores
estructuras del Kv1.2 de mamifero confirmaron el alto grado de conservacién estructural
entre estos canales™?.

Los Kv estan divididos en familias segun su similitud en secuencia, pero también pueden ser
clasificados segun la cinética de la corriente registrada. Mediante el tipo de corriente los

canales Kv se dividen principalmente en 4 tipos:

e Rectificadores tardios (De inactivacion lenta o nunca inactivados)
e Corrientes tipo-A (De inactivacion Rapida)
e Rectificadores de Salida

e Rectificadores de Entrada

Estos canales tienen algunas caracteristicas que les afiaden diversidad y complejidad como
son: 1) La Heterooligomerizaciéon de las cuatro cadenas polipeptidicas son necesarias para
un canal funcional. Estas subunidades pueden combinarse dentro de la misma familia, y les
confiere caracteristicas inicas a los mismos; 2)Interaccionan con subunidades modificadores,
por ejemplo, las familias Kv5, Kv6, Kv8 y Kv9 las cuales codifican subunidades que no
producen canales funcionales por si mismas, sino que forman heterotetrameros con la familia
Kv2, incrementando la diversidad funcional de la familia; 3) Interacciéon con proteinas
accesorias, por ejemplo, una variedad de otros péptidos han mostrado asociacion con los Kv

modificando sus propiedades. Entre estas proteinas accesorias se puede mencionar el
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KCHIP2 (Kv4), calmodulina (Kv10) y MinK (Kv11), entre otras. 4) “Splicing” alternativo
de ARNm en donde algunas familias (Kv2, Kv3, Kv6, Kv7, Kv10 y Kv11) tienen regiones
codificantes formadas por varios exones que son empalmados alternativamente, proveyendo
de otra fuente de diversidad; y 5)Modificaciones post-traduccionales, en donde algunos
canales son modificados por fosforilacién, ubiquitinacién y palmitoilacién, que modifican la

funcion del canal i6nico!?,

1.4.2 Toxinas de Alacran

Por su afinidad, diversas toxinas de alacran han sido utilizadas para estudiar la estructura y
funcién de los canales i6nicos. Entre las mejor caracterizadas del veneno de estos animales
se encuentran las toxinas especificas para canales de Sodio (NaTxs) y aquellas especificas

para canales potasio (KTxs).

Las KTxs se dividen en 3 familias: o, B y y*. Las toxinas 3 y y son el grupo minoritatio. Las
vy se diferencian de las otras dos porque son especificas para los Kv denominados ether-a-

go-go (Kvll.x) y las toxinas B por ser mas grandes, llegando hasta 64 aminoacidos de

longitud®.

Las toxinas o (0-KTX) representan el grupo mas numeroso, con péptidos de 23 a 43
aminoacidos de longitud, entre los cuales se cruzan 3 o 4 enlaces disulfuro”. En la base de
datos “Animal Toxin Database” se tienen registradas 20 subfamilias de este tipo de péptidos.
Las o-KTx han probado ser una herramienta poderosa para estudiar las caracteristicas
farmacoldgicas, biofisicas y estructurares de los canales de K. La localizacién del sitio de
unién de las o-KTx con la parte externa del poro del canal fue critica para la identificaciéon

de los amino4cidos que forman el poro y para el mapeo en la supetficie de interaccion™.

1.5 Estado del arte: Interaccion de las Toxinas de Alacran con los Kv

En una revisién de Rodriguez de la Vega et al., (2003)*, se describieron 3 tipos de interaccion
para estos péptidos. El primero y mejor documentado (“modo clasico”), consiste en la hoja
beta de la toxina bloqueando el poro del canal mientras una “K” se introduce en el filtro de
selectividad (Fig. 2, izquierda); el segundo, reportado en toxinas especificas a canales KCa,

consiste en la hélice de la toxina bloqueando el poro del canal (Fig. 2, centro); el tercer tipo,
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presente en toxinas y especificas a canales Herg, consiste en una interaccién donde la toxina

esta posicionada con la hélice de modo vertical sobre el poro (Fig. 2, derecha).
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Figura 2. Modos de interaccion (Rodriguez de la Vega et al., 2003)

La interaccion de estas moléculas ha sido estudiada mediante diversas metodologias, pero la

informacién mas detalla ha sido obtenida mediante estudios computacionales®"

. ciclos de
dobles mutantes™ y estudios de RMN*. En estos trabajos se ha obtenido informacién
valiosa sobre los residuos responsables en la afinidad por los canales. Dos residuos que se
conservan en la mayoria de las KTxs de alacran han sido reportados como importantes en
toxinas bloqueadoras de Kv. Estos residuos son una “K” y un aminoacido aromatico,
comunmente una “Y”, y a los cuales se les ha llamado como “diada funcional”. Se ha visto
que mutaciones en cualquiera de estos 2 residuos repercute drasticamente en la afinidad. Los
residuos “K” y “Y” también se encuentran conservados en toxinas de otros animales™. Otros
resultados importantes que han arrojado estudios de estructura en estos complejos es el de
la Kaliotoxina con el Kv1.3. En un estudio por RMN en estado sélido se demuestra que el
cambio conformacional del Kv1.3 mas significativo, al interaccionar con la toxina, se da en
el filtro de selectividad™ y, de manera sorprendente, no se observan cambios drésticos en las
sefiales de RMN en lo que resta de las subunidades, lo cual no es facilmente explicable dada
la naturaleza asimétrica de la toxina. Posteriormente, en un estudio mas detallado de dindmica
molecular en conjunto con estudios de RMN y electrofisiologia se demostrd, que, en efecto,
hay cambios en esa region, los que a su vez tienen una explicacion electrofisiologica. Todo
esto viene a relacién por un estudio previo, donde al mutarse un residuo “D” por “A”, el

canal ya no logra entrar al estado inactivado™, lo cual se explica por la ruptura de la
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interaccion del par “E-D” del canal. En el estudio de dinamica molecular se pudo observar
cémo, al acercarse la toxina, el “D” se voltea con direccion al exterior para interaccionar con
ella. A su vez, se demostrd que la toxina tiene mayor afinidad en el estado activado del canal,
lo que indicarfa que la interacciéon de este par de residuos acidos es una de las principales

determinantes para mantener al canal en estado inactivado™.

La tnica estructura de un complejo toxina-canal resuelta hasta el momento es el de la KcsA
con la charibdotoxina (PDB: 2A9H)*, la cual fue utilizada como punto de partida para una
evaluacién del programa FoldX, que a su vez se utilizé para generar las mutaciones Iz Silico

de este trabajo.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Discrepina

La Discrepina (a-KTx15.6) es un péptido que proviene del veneno del alacran Tityus
discrepans. Tiene 38 aminoacidos de longitud, con un grupo piroglutimico en la region N-
terminal y una masa molecular de 4,177.7 Da”. Posee el motivo estructural alfa/beta
estabilizado por cisteinas (a/B-EC), caractetistico de las toxinas de alacran, que consiste en
una hélice alfa empaquetada por medio de enlaces disulfuros con una hoja beta. Su estructura
se encuentra resuelta experimentalmente por medio de RMN y depositada en la base de datos
“Protein Data Bank” con el codigo 2AXK™. Al igual que las demas toxinas de la subfamilia
a-KTx15, bloquea corrientes Tipo-A de canales de potasio dependientes de voltaje. Se han
reportado 6 miembros de esta subfamilia de toxinas capaces de bloquear estos canales (Tipo-
A). Sin embargo, solo se encuentra resuelta la estructura de la Discrepina, y existe poca

informacién de los residuos involucrados en el reconocimiento hacia su receptor *’.

La Discrepina tiene algunas caracteristicas en su estructura primaria que la destacan de otras
toxinas de animales dentro de la subfamilia a-K'Tx15; su secuencia de aminoacidos tiene
entre 48 y 51% de identidad con respecto a las demas, mientras que el resto son relativamente
mas conservadas entre ellas, con mas de 89% de identidad. Otra caracteristica unica de
Discrepina es que posee la insercion de una “K” extra (K13) en la region del N-terminal.
También es de destacar la alta variabilidad en la zona entre “C” 3y 4, respecto a las otras

secuencias (Tabla 1).

Tabla 1. Toxinas de la subfamilia alfa-KTx15.

Péptido Secuencia de Aminoacidos Identidad

(%)
Discrepin ZIDTNVKCSGSSKCVKICIDRYNTRGAKCINGRCTCYP 100
Aal ZNETNKKCQGGS-CASVCRRVIGVAAGKCINGRCVCYP 48
BmTx3 ZVETNVKCQGGS-CASVCRKAIGVAAGKCINGRCVCYP 51
AmmTx3 ZIETNKKCQGGS-CASVCRKVIGVAAGKCINGRCVCYP 51
AaTx1 ZIETNKKCQGGS-CASVCRRVIGVAAGKCINGRCVCYP 51
AaTx2 ZVETNKKCQGGS-CASVCRRVIVVAAGKCINGRCVCYP 48

* ekk kKk Kk Kk Kk .k Kk khkkkkhkk kkk
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Z = Grupo piroglutaimico. El asterisco (*) indica que se conserva el residuo en esa posicion, los dos puntos (3)
que hay un residuo con propiedades estructurales o fisicoquimicas similares, el punto () que hay residuos
ligeramente parecidos y el espacio que son residuos con diferentes.

Se ha demostrado, en ensayos de electrofisiologia con células granulares de cerebelo de rata,
que la Discrepina bloquea de manera irreversible la corriente Tipo-A. Esto se observo
mediante un ensayo donde no se aprecia una recuperacion de la corriente después del lavado,

caracteristica que solo habia mostrado anteriormente la toxina BmTx3%.

A su vez se ha reportado que las corrientes Tipo-A son producidas por miembros de tres
familias de canales Kv: Kv1.4, Kv3.4 y la Kv4.x. En células granulares de cerebelo se
considera que esta corriente es generada principalmente por los canales Kv4 ya que existen
reportes donde se ha observado una gran abundancia de los mismos*”*”. Los canales de
Potasio, responsables de las corrientes Tipo-A, son de particular interés porque regulan la
frecuencia de disparo, la fase ascendente y la forma del potencial de accién en las células
excitables y pueden contribuir a funciones especializadas como el aprendizaje, la memoria o
el comportamiento. Por esto los canales idnicos que producen corrientes tipo A representan
un blanco interesante para controlar desordenes relacionados al SNC, como la epilepsia,

demencia, ansiedad, el dolor y la depresién *.

2.2. Estudios de Interaccién con la Discrepina

Diversos esfuerzos se han realizado con el objetivo de entender y encontrar los residuos
importantes en el efecto de bloqueo de la Discrepina en las corriente tipo A de células
granulares de cerebelo. Anteriormente, se produjeron 8 variantes de la Discrepina, las cuales
fueron sintetizadas quimicamente (VOK, I119R, D20K, T35V, 119R-D20K, I19R-D20K-
R21V, V6K-D20K vy una delecién de K13), plegadas y analizadas electrofisiologicamente™.
En la Tabla 2 se muestra que la substitucién de los residuos V6 y D20 por un aminoacido
cargado basicamente (K) incrementé la actividad bloqueadora de la Discrepina,
especificamente las mutaciones VOK y D20K en el segmento N-Terminal de la toxina. No
obstante, se obtuvo informacién de los residuos importantes para el bloqueo, pero el efecto
de la irreversibilidad no pudo ser explicado, por lo que son necesarios mas estudios de
estructura y funcién con el péptido y su receptor. Otras variantes han sido ensayadas
demostrando la importancia en la interaccién, como K13, residuo que al ser eliminado de la

secuencia reduce el bloqueo hasta un orden de magnitud.
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Tabla 2. Experimentos electrofisiologicos de la Discrepina, sus variantes y 3 homologos.

Péptido Corriente tipo A* (ICs0, nM)
WT Discrepina 190 + 30
[VOK, D20K] 22420
[K13delecion] >2000
VoK 51147
I19R 335+ 45
D20K 96 + 21
[119R, D20K] 235 £ 87
[119R, D20K, R21V] 764 + 238
T35V 261 £25
Aal 150 £ 12
BmTx3 54
AmmTx3 131

*Corriente tipo-A en células granulares del cerebelo

En este trabajo se propuso buscar blancos de la Discrepina que permitan estudiar su
interaccién mediante el uso de herramientas computacionales aprovechando las mutantes

que ya se tienen, y nuevas a proponet, para hacer estudios de correlacion entre la simulacién

molecular y los datos experimentales.
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3. JUSTIFICACION

Las herramientas de Modelado Molecular surgen como una alternativa en el estudio
estructural de los canales de potasio y sus ligandos, dada la dificultad que representa resolver
experimentalmente sus estructuras y, ademas, su conservacion estructural nos permite

modelarlos con buen grado de confiabilidad.

Una mejor comprension de los detalles de la interaccion de las toxinas con los Kv nos
permitirda conocer las determinantes moleculares de la especificidad y, con esto, se tendran

herramientas para desarrollar ligandos con mejor afinidad.

4. HIPOTESIS

La correlacién de la afinidad obtenidos de forma 7 vitro con la determinacion de propiedades
obtenidas a través de simulaciéon molecular permitira resolver detalles moleculares de la
interaccion de Discrepina con sus receptores y se podra predecir las modificaciones para

disefar variantes que mejoren la afinidad y especificidad de la toxina.
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5. OBJETIVO GENERAL

Identificar los sitios de interaccién entre la Discrepina y sus receptores mediante la

comparacion de datos experimentales con datos 2 silico.

5.1 Objetivos particulares

1. Identificar canales blanco de la Discrepina mediante ensayos electrofisiolbgicos con los

canales Shaker, Shab, de Drosophila melanogaster, y los de humano Kv1.4 y Kv4.3.

2. Construir modelos de los Kv identificados como blanco y de las variantes de la Discrepina

mediante modelado por homologfa.

4. Generar modelos de los complejos de la Discrepina y sus variantes con los Kv blanco

mediante técnicas de “Docking Molecular”.

5. Disefiar variantes mediante herramientas computacionales para el disefio de proteinas con

la finalidad de predecir los cambios de afinidad con su receptor.
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6. METODOS

6.1 Basqueda del canal blanco

Los ensayos de electrofisiologia se llevaron a cabo en colaboracién con 3 laboratorios. En el
laboratorio del Dr. Froylan Gémez Lagunas, de la Facultad de Medicina de la UNAM, se
ensayaron, en primera instancia, la Discrepina y su variante VOK-D20K (DM). El primer
canal probado, dada su naturaleza de corriente tipo-A fue el Shaker. También se ensayo el
canal Shab, ambos del insecto Drosophila melanogaster. El protocolo para el experimento fue el

siguiente:

Se ensay6 la Discrepina y su variante DM en los canales antes mencionados expresados de
manera heteréloga en la linea celular de insecto Sf9. Se infecté con una multiplicidad de
infeccién de 10 con un baculovirus recombinante conteniendo el cDNA de Shab11. Los
registros electrofisiologicos se realizaron 48 h después de la infeccion. Posteriormente, en la
electrofisiologia, se registraron corrientes macroscopicas bajo fijacion de voltaje utilizando la
configuraciéon de “whole-cell” de patch-clamp, empleando un amplificador Axopatch 1D
(Axon) y una interface Digidata 1322A (Axon). Los canales se activaron con pulsos
despolarizantes de 30 ms de -50 a +50 mV aplicados en incrementos de 10 mV desde el

potencial de mantenimiento de -80 mV, aplicindose cada 3 segundos.

En colaboracién con la Dra. Rita Restano-Cassulini de nuestro laboratorio se ensayo6 el canal

Kv4.1 de rata, expresado de manera hetérologa en células CHO de humano.

Los ensayos de los canales Kv4.3 se realizaron en el Instituto de Biofisica de Genova (Italia)
por la Dra. Cristiana Piccoy del Kv4.3 en el laboratorio de neurobiologfa estructural de la

universidad de Leuven, Bélgica, a cargo del Dr. Jan Tytgat.

De estos canales ensayados se encontré bloqueo con el canal Shab, Kv4.2 y el Kv4.3. Detalles

en la seccidn de resultados.

22




6.2 Modelado por homologia

Se realizaron modelos por homologia de los canales Shab y Kv4.3 con el programa

Modeller9v8*. El procedimiento que se sigui6 es el siguiente:

Shab y Kv4.3

1) Eleccion de plantilla. La plantilla a escoger debe de ser el de mejor resolucién y con
mayor similitud de secuencia respecto al de interés. En este caso, la estructura con mejor
resolucion es la de la quimera Kv2.1-1.2 (PDB:2R9R). En particular, se realiz6 una inspeccion
detallada de la densidad electrénica en la zona del poro, donde 2R9R mostraba mayor
coherencia entre la densidad electrénica calculada y la estructura reportada de esta region.

2) Alineamiento. El alineamiento se realizé solamente en la regién S5-P-S6, por ser donde
se encuentra la zona de interface del canal con las a-KTx. Todos los alineamientos fueron
generados con el programa ClustalX*.

3) Modelamiento. Se utilizaron restricciones de simetria -como es recomendado por los
desarrolladores del software para proteinas con multiples cadenas polipeptidicas- con la
finalidad de tener conformaciones similares en cada mondémero. También recomiendan
generar un mayor numero de modelos en lugar de crear uno con un nivel alto de
parametrizacion, por lo que se generaron 100 modelos y se escogié el de menor energfa.
Posteriormente se realizé una minimizacion energética del modelo mediante el método de
descenso rapido con las condiciones predeterminadas del programa Chimera para eliminar

posibles inconsistencias estéricas.

V6K-D20K:

1) Eleccion de plantilla. Se omite una busqueda de plantilla al ya encontrarse resuelta la
estructura de la Discrepina.

2) Alineamiento de las dos secuencias.

3) Modelamiento. Para una mayor diversidad de conformaciones se decidié usar las 10
estructuras del archivo del PDB: 2AXK para modelar la variante VOK-D20K (DM). Se
generaron 100 modelos por cada estructura de la Discrepina y se escogieron los 5 de menor

energia de cada una.
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Las estructuras se relajaron mediante una minimizacion energética con el método descensos

rapidos para eliminar repulsiones estéricas.

6.3 Docking Molecular

Dada su mejor afinidad, DM se utiliz6 para el “Docking” con los canales. Esto se realizo,
pensando que los dos residuos cambiados se encontrarian haciendo alguna interaccién, lo

que podtia servir en la seleccién de los modelos del complejo.

Shab-DM

El “Docking” para el complejo Shab-DM se realiz6 con el programa ZDOCK3.0 *. En el
primer caso se dejo rotar libremente a los modelos de DM en el poro del Shab. Para esto, lo
primero que se hizo fue restringir el “Docking” a la regiéon del poro, bloqueando la busqueda
en las regiones transmembranales, y la parte intracelular del canal. Se utiliz6 la opcion de 6°
en la rotacion del ligando y se calcularon 54,000 complejos en cada corrida de “Docking”
(54,000x9 = 486,000%) ordenados de menor a mayor energia de acuerdo a la funcién de

energfa de ZDOCK. Se eliminan atomos de hidrégeno antes de cada corrida.

Kv4.3-DM

El Docking de estas proteinas se realiz6 con ZDOCK de la misma manera en la que se
describi6é para Shab-DM. También se enviaron a los Servidores ClusPro2.0 y RosettaDock.

Para los ultimos dos se sometieron 5 corridas con 5 modelos de DM distintos.

6.4 Clasificacion de los modelos
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Shab-DM

Los 54,000 complejos de cada corrida se sometieron a un re-calculo de la energfa de
interacciéon con ZRANK, el cual ha mostrado mejorar significativamente el éxito en las
predicciones iniciales de ZDOCK™. Antes de usar ZRANK se tienen que agregar los

hidrégenos polares en las proteinas.

6.5 Refinamiento de complejos

Los programas para refinar y elegir los complejos fueron: PLOP*, FireDock* y FoldX". El
programa PLOP se usé exclusivamente para minimizaciones energéticas, mientras que
FireDock para refinar mediante librerfas de rotimeros y FoldX para elegir otro modelo con
base a una funcién de energfa distinta. Se decidi6 seguir 3 estrategias, en donde se escogeria
el mejor modelo en cada una, donde el criterio final para elegir seria la energifa de enlace
calculada por ZRANK, FireDock y FoldX, respectivamente. Las estrategias fueron las

siguientes:

Estrategia ZRANK (Modelo 1)

En esta estrategia se escogié el mejor modelo segun la funcién de energia de ZRANK.
Primero se hicieron minimizaciones energéticas con PLOP a los 10 mejor posicionados en
la lista de ZRANK. Una vez minimizados, se volvié a calcular la energifa de enlace con

ZRANK y se seleccioné el de menor energfa.

Estrategia FireDock (Modelo 2)

Los mejores mil de la lista de ZRANK se recalcularon con FireDock mediante 2 pasos:

1) Los mil modelos fueron recalculados con FireDock permitiendo flexibilidad —
mediante una librerfa de rotameros restringida en las regiones con repulsiones estéricas—
entre las moléculas y 25 ciclos de optimizacién de cuerpos rigidos (RBO por sus siglas en

inglés).

2) Los 25 con mejor energia del paso anterior se sometieron a un refinamiento

completo. Este consiste en darle flexibilidad a todas las cadenas laterales presentes en la
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interface mediante una librerfa de rotaimeros ampliada y 25 ciclos de RBO. En este paso
fueron eliminados falsos positivos de manera manual, considerandose falsos positivos

aquellos que no taparan en su totalidad el filtro de selectividad.

Los diez con la mejor energfa -después de la refinacién completa- se minimizaron con PLOP
y posteriormente se calcul6 la fuerza de enlace -utilizando la funcién de FireDock- para

elegir el de menor energfa.

Estrategia FoldX (Modelo 3)

Las energfas de interaccioén de los 10 minimizados con PLOP en la estrategia del modelo 1

se calcularon con la funcién de energfa de FoldX, eligiéndose el de menor energfa.

6.6 Simulaciones con PELE

Los 3 modelos en el refinamiento de complejos y el obtenido en RosettaDock para el
complejo Kv4.3-DM se sometieron a simulaciones con PELE"para explorar el paisaje
energético de las moléculas en interaccion y buscar complejos mas estables que nos puedan

ayudar en un analisis mas robusto de las energfas de los residuos.

Se hicieron corridas para cada uno de los modelos con el programa PELE. Los parametros
que se le dieron al programa fueron perturbaciones ligeras a la toxina en conjunto con
optimizaciones de cadenas laterales y ciclos de minimizacién en 500 pasos. PELE (Protein
Energy Landscape Exploration), combina algoritmos de prediccion de estructura con el
método de Metropolis Monte Carlo®, y utiliza un campo de fuerza de todos los dtomos. La
técnica consiste principalmente en la perturbacion del ligando seguido de muestreos de

cadenas laterales y minimizaciones energéticas de las moléculas.

6.7 Mutantes y Disefio

Para estudiar la estabilidad de los residuos de la toxina en el complejo se utilizé el programa

FoldX. En busca de una variante que incremente la afinidad por el canal se muté cada uno
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de los residuos de la toxina (con excepcion de Z y C’s) por los 18 aminoacidos restantes en

los 4 modelos.

Se seleccionaron aquellos cambios que coincidieran en los 3 modelos con energfas de
estabilizacion favorables, o que pudieran ayudarnos a discernir entre los multiples modelos

obtenidos en los procesos de “Docking Molecular”.

6.8 Purificacion y plegamiento de variantes

Se sinterizaron las mutantes seleccionadas en la secciéon de “Mutantes y Disefio” con la
empresa GenScript. El péptido crudo se purificé mediante cromatografia liquida de alta
presion en fase reversa (HPLC), utilizando como disolvente de elucién TFA al 0.12% en
agua (A) y TFA al 0.1% en acetonitrilo (B), en una columna Cis. Las fracciones con los pesos

moleculares esperados se aislaron para su analisis.

Posteriormente se hicieron ensayos de plegamiento de la toxina. El proceso de oxidacién de
las cisteinas de las variantes de Discrepina se realizaron en una soluciéon acuosa de Tris-base
0.2 M, con 1mM/0.1mM de glutatién reducido y oxidado, respectivamente. Todo esto se

realiz6 a un pH de 8, dejandose a temperatura ambiente durante 12 h.
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7. RESULTADOS

Basados en la descripcion de los antecedentes se conoce de antemano que Discrepina afecta
los receptores que generan las corrientes de potasio tipo A, por lo tanto, se seleccionaron
aquellos canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) disponibles en nuestro laboratorio
y en laboratorios de colaboradores que investigan sobre la electrofisiologia de los Kv. De
esta manera, el Dr. Froylan Lagunas de la Facultad de Medicina de la UNAM realiz6 ensayos
en los Kv Shaker y Shab de Drosophila melanogaster. La Dra. Rita Restano del Instituto de
Biotecnologia realiz6 ensayos en hKv1.4. Finalmente, el Dr. Jan Tytgat del Laboratorio de
Toxicologia de Leuven (Bélgica) y la Dra. Cristiana Picco del Instituto de Biofisica de Genova

(Italia) realizaron ensayos en el rKv4.2 y rK4.3, respectivamente.

7.1 Basqueda del receptor blanco

La basqueda del receptor blanco mas adecuado al desarrollo de este proyecto se realizé
mediante el uso de la Discrepina y una variante de ella, la Discrepina [VOK-D20K] o DM, la
cual tiene una alta actividad inhibitoria de las corrientes tipo A en células granulares de
cerebelo de rata. Los resultados de inhibicién de estos péptidos sobre los Kv indican que
ambos péptidos fueron capaces de bloquear el canal Shab de Drosophila melanogaster, el Kv4.2
y el Kv4.3 (Tabla 3).

Tabla 3. Ensayos de electrofisiologia

ICso(uM)*
Péptido fShaker fShab hKv1.4 rKv4.2  tKv4.3

Discrepina ~ nd 0160 (b)) >2(mb)  2(b) 0270 (b)
V6K-D20K  >2(nb) 0.115(b) >2(@mb) 3 (b) 0.144 (b)

*ICsodeterminada.; nd= No ensayado; n/b = no bloquea; b = bloquea.
t = Drosophila melanogaster; h = Humano; hKv1.4, r = rata; tKv4.x
La Discrepina y la DM fueron capaces de inhibir las corrientes de los canales Shab y
Kv4.3. Aunque también pudieron bloquear el canal Kv4.2, solo se selecciond un canal para
los ensayos electrofisiolégicos, siendo éste el Kv4.3 ya que solo hay un cambio en la region
S5-P-86 (Ser por Ala) entre Kv4.2 y Kv4.3, encontrandose en una region de la hélice del poro

que no forma parte de la interface.
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7.2 Actividad de Discrepina y variantes en el canal Shab

El canal Shab es un canal de tipo “rectificador tardio” (Fig. 3A) y hasta el momento no se
tenfa reporte de ningun bloqueador de origen peptidico sobre este receptor ni de sus
homélogos en mamifero®” por lo que la Discrepina es el primero de este tipo. También es
necesario sefalar que en este canal es posible la recuperacion de la corriente, a diferencia de
los ensayos en las células granulares de cerebelo, donde el bloqueo es irreversible. La Fig. 3B
muestra que el bloqueo es independiente de voltaje, cémo es comun en esta familia de
toxinas. La afinidad calculada (ICso) para la Discrepina con el Shab fue de 160 nM (Tabla 3)
y para la variante [VOK-D20K] fue de 115 nM (Tabla 3; Fig. 3C).

A
Control Toxin Recovery
/M,,.~w-»~w.\i ,/W
/, /;
!//:;mm //‘ ////":;‘
I / 2nA
| /f//:jmf.ﬁw / ;s
y‘;«‘/ P i/ ,W ’// "1 125 m
/ ,i::::;wmmw ﬁ/i//ﬂ*””"wmw i/ s
e tdiere] g/, ,,NW’:
>
B Cc
8 1.2
<
£ Control
- & 1.0 o
6 ¥ Recovery = . ¢
¥ 2 08
4 L 2 d ~ Toxin 8 $
’ E:J ﬁ 0.6
® S
S
A 2]
83090 0000 02 {4
-60 -40 -20 20 40 60
Vm (mV) 00

0 200 400 600 800
[Toxin] (nM)

Figura 3. Inhibicién del canal Shab por la variante [V6K-D20K]. A) Corrientes control (izquierda), en
presencia de toxina (centro) y después de lavar durante 1 min (derecha); B) curva I-V de los trazos en A; C)
curva dosis-respuesta (IC50=115nM).

Una vez conocido que el canal Shab era susceptible a Discrepina, se ensayaron también
otras variantes de este péptido (VOK, D20K e I19R, Fig. 4) con el propésito de obtener
mayor y mejor informacion para evaluar los modelos que se generaran en el “Docking
Molecular”. En la Fig. 4 se muestran las curvas dosis-respuesta de Discrepina y de las

variantes VOK, D20K, VOKD20K y I19R
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Figura 4. Constantes de disociacién. A) Wildtype; B) V6K; C) D20K; D) V6K-D20K; E) 119R

En la Tabla 4 se resumen las constantes de afinidad obtenidas con su respectivo error

estandar, en las cuales las variantes D20K y V6OKD20K tuvieron la mejor afinidad sobre el

canal Shab.

Tabla 4. Constantes de afinidad de Discrepina y variantes con el Shab

Péptido Kd (nM)

Discrepina 160 = 0.4

VoK 177£0.07

D20K 121£0.07

DM (VOK-D20K) 115£15.6
I19R 250+nd

nd- no determinada
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7.3 Modelado por homologia de los canales Shab y Kv4.3, y de variantes de

Discrepina.

Los alineamientos de hKv1.2 con Shab y Kv4.3 realizados con ClustalX muestran que no
hay inserciones o deleciones en dicha secuencia (Fig. 5). Asi pues, se puede deducir que la
topologifa general de las estructuras se encuentra altamente conservada. En los alineamientos
Shab-Kv1.2 y Kv4.3-Kv1.2 hay una identidad del 58.5 y 55.8%, respectivamente. Las
regiones alineadas se muestran en las secuencias siguientes: 1-40 (Segmento 5), 41-74 (poro),

75-111(Segmento 0).
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Figura 5. Alineamiento de Shab y Kv4.3 con el Kv1.2 y de la Discrepina con la variante VOKD20K. En
el alineamiento de Discrepina-DM se sefiala con la letra en negrita donde estin los cambios. El asterisco (*)
indica que se conserva el residuo en esa posicion, los dos puntos (5) que hay un residuo con propiedades
estructurales o fisicoquimicas similares, el punto (;) que hay residuos ligeramente parecidos y el espacio que son
residuos con diferentes.

Una vez hechos los alineamientos y generados los modelos (100 en cada caso), se elige el de

menor energfa. Para la variante DM se modelaron 9 versiones, una con cada modelo de los
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contenidos en la estructura 2AXK. Esto es para tener un mayor muestreo conformacional
de la toxina al realizar el “Docking” con los canales. Las estructuras elegidas se sometieron a

una minimizacion energética antes del “Docking”.

7.4 “Docking” de la interaccion Shab y la variante V6K-D20K de la Discrepina

7.4.1 Estrategia ZRANK
Se calcularon las energfas de interaccion de los 10 mejores modelos de ZRANK después de

ser minimizados. En la Tabla 5 se muestran las energfas antes y después de minimizarse.

Tabla 5. Top 10 de ZRANK

Top 10* ZRANK ZRANKm

1.DM2 -107.241 -145.205
2.DM2 -104.797 -146.519
3.DM6 -104.069 -110.893
4.DM2 -103.467 -139.432
—_—r 5.DM2 -102.914 -166.034
6.DM2 -102.902 -170.194
7.D0M4 -102.636 -131.278
8.DMS8 -101.12 -158.342
9.DM6 -100.538 -130.387
10.DM4  -100.116  -128.865

*El nimero al inicio es el lugar en el ranking de ZRANK y el numero al final se refiere a la estructura plantilla

que se utilizo.

El complejo que se encontraba en el sexto lugar del ranking pasé a ser el primero después

de la minimizacién con PLOP (en rojo). A este complejo se le lamé Modelo 1 o (Shab-

M),

7.4.2 Estrategia FireDock

Después del refinamiento completo de los 25 mejores provenientes del refinamiento
restringido se tomaron los 10 con menor energfa. Estos 10 complejos se minimizaron con
PLOP y se recalcularon las energfas de interaccién (Tabla 6), donde el mejor modelo siguié
siendo el predicho después del refinamiento completo (letras rojas en Tabla 7). Al modelo

1.DM.fd se le lam6 Modelo 2 (o Shab-M2).
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Tabla6. Top 10 FireDock

Top 10 FireDock.m*

(FD)

L.DM.fd -107.5

2.DMLId -104.1

3.DMLId -83.2

4.DM.1d -85.9

FireDock 5.DM.fd -106
(RISCO+25RBO) 6.DM.fd -86.3
7.DM.1d -68.8

FireDock 8.DM.fd 81.2
(FISCO+25RBO) 0.DM.fd 863
10.DM.1d 772

*Energfas de interaccion después de la minimizacién energética.

7.4.3 Estrategia FoldX

Se calcul6 la energfa de interaccién con FoldX del Top10 minimizado de ZRANK y se
obtuvo al modelo 4DM2 como el complejo con la energia de enlace mas favorable (Tabla

8). Al modelo 4.DM2 se le lam6 Modelo 3 (o Shab-M3).

Tabla 7. Top 10 FoldX

Tap 10 FoldX
LDM2 -4.72
20M2 -6.00
3.DMé6 213

4.0M2 7.20
5.0M2 -3.50
6.0M2 -2.02
7.0M4 -3.23
H.DME -3.95
9.DMé6 -2.82
10.DM4 -1.27
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7.4.4 Analisis de los 3 modelos

Desde el top 10 de ZRANK ya se apreciaba una tendencia por el modo de interaccion de la
hoja beta del péptido bloqueando el poro del canal (Fig. 6), donde 8 complejos se
encontraban interaccionando de esta manera, con la K28 en el filtro de selectividad. De los
3 modelos finales seleccionados con las 3 funciones de energfa distintas también se conserva
la tendencia. El “rmsd” de todos los atomos de los 3 péptidos es menor a 2 Angstroms (Fig.

6). Estos tres modelos se utilizaron para los estudios estructurales.

En la Figura 6 también podemos observar que la diada funcional, conformada por K28 y
Y37 “K” esta en la zona de la interface, y que K0, un residuo reportado como importante
en el bloqueo de la corriente en células granulares de cerebelo de rata, se encuentra fuera de

la interface.

Figura 6. Superposicion de los 3 modelos finales. En verde el canal, en color amarillo, cian y magenta la
Discrepina VOKID20K de los tres modelos.

7.5 Analisis de residuos en los modelos con Shab

7.5.1 Escaneo de posiciones con FoldX.

Se realizaron mutaciones en cada posicion de la secuencia de Discrepina para ver que
posiciones eran las mas susceptibles a aceptar o no cambios. Se observé que las posiciones

que mas aceptaban cambios eran la 12 yla 35, permitiendo 30 y 21 cambios, respectivamente.
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Un dato a destacar, como se puede apreciar en la Figura 12, es que en los 3 modelos habia
permisividad para mutaciones en esas 2 posiciones (Fig. 7). Otras posiciones que sobresalen

port su permisividad son la 3, 5, 6, 21, 24, 25 y la 33.
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Figura 7. Permisividad de residuos de Discrepina en el modelo Shab. La figura representa el nimero de
veces en que un cambio resultaba energéticamente favorable en cada uno de los modelos de Shab. Se destacan
con asterisco las posiciones que aceptaron mas cambios.

Al analizarse la energfa ganada en dichos cambios, se logra rescatar que, ademas de Ser 12y
35 las posiciones con mayor permisividad, también son estos cambios mejores en términos
energéticos (Fig. 8). Se puede destacar que las posiciones 24 y 25, las cuales también tenfan
un alto nimero de permisividad, tienen cambios con ganancias significativas, por cual lo

cual son posiciones interesantes a analizar.
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Figura 8. Diagrama de cajas con la distribuciéon de todas las mutaciones que fueron benéficas en
cada posicion. La caja contiene el 50% de los datos mas cercanos a la mediana que, a su vez, se representa
por la linea que cruza la caja. Los bigotes son maximos y minimos, y el punto es la media. Las cajas con
asterisco son las que tienen cambios con una mejor ganancia de energfa.

Para analizar las mutaciones independientes se realizé un diagrama de dispersion, con los
datos de los 3 modelos (Fig. 9). En esta figura se muestran los datos con ganancia energética
a partir de 1 Kcal/mol. En la posicion 12, destacan 4 residuos que se encuentran por encima
de las 1.5 Kcal/mol: Leu, Gln, Met y Tyr. En la 35 los que se encuentran por encima de las
1.5 Kcal/mol son: Phe, Lys, Ile, Leu, Y, Val y Met. En ambos casos la mayoria de los

cambios son por residuos hidrofébicos.
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Figura 9. Diagrama de dispersion de mutaciones independientes. Mutaciones independientes de cada
modelo.

En otro analisis de los mismos datos, se muestra el promedio de aquellos cambios aceptados
en los 3 modelos. Los datos que se presentan en la Figura 15 son aquellos que tienen una
ganancia promedio de mas de 0.5 Kcal/mol. Se destacan aquellos que sobrepasan 1
Kcal/mol, y entre ellos podemos sefialar para la posicién 12 la Leu y la Met. Para la posicion
35, con menos Kcal/mol promedio con respecto a la posicion 12 pero con mas residuos por
encima de las 1 Kcal/mol se aprecian la Ile, Leu, Val y una Met. Otra vez es importante

sefialar que los promedios de los mejores cambios pertenecen a residuos hidrofébicos (Fig.

10).
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Figura 10. Promedio de cambios aceptados en los 3 modelos. Cada simbolo representa la media de los
cambios aceptados en los 3 modelos a partit de 0.5 Kcal/mol.

Con base en estos resultados se eligieron las posiciones 12 y 35 para ser exploradas.

7.6 Mutantes In Silico

Se generaron mutaciones “z silico” de las variantes ensayadas en electrofisiologfa para hacer

una comparacioén entre ambas y los resultados se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Cambios de las energias libres de estabilizacion e interaccion de las variantes de Discrepina
con el canal Shab

Variantes Experimental Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3*

ICso (nM)  AAG  AAG,  AAG, AAG, AAG, AAG, AAG,

Discrepina 160 - - - - - - -
VoK 177 0.06  -0.82 -0.25 -0.94 0.2 0.16 -0.04
D20K 121 -0.17  -0.66 -0.38 -1.03 -0.72 -0.22 -0.4
V6K-D20K 115 -0.2 -1.38 -0.76 -1.76 -0.51 -0.27 -0.54
I19R 250 0.26 0.68 0.25 -0.25 -1.24 0.67 0.4
AAG = RT In(IC50mu/IC50+); AAG = Cambios de la energia libre de estabilizacion; AAGp =
Cambios de la energia libre de interaccion. Datos en Kcal/mol. Los datos se

generaron con el campo de fuerza FoldX.
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Cada mutacion se repitié 5 veces con la finalidad de ver si la energia convergia y obtener una

media del calculo. Se realizaron regresiones lineales de los datos calculados para cada modelo

contra los datos experimentales (Fig. 11), y se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson

(1) y 12, para determinar cual modelo ajustaba mejor con los datos experimentales. Los datos

muestran que M1 y M3 se ajustan mejor con AAGey, con un t* de 0.87 y 0.99, respectivamente

(Fig. 11, tabla inferior derecha). Estos resultados indican que existe una correlaciéon adecuada.

Sin embargo, en M2 se obtienen resultados que indican que no existe correlacién (r* = 0.1),

ademas de mostrar discrepancias entre la energfa de estabilizacion (E) y de interaccion (I),

(cémo se calculan). Analizando la Tabla 8 se puede constatar que el cambio que estd

generando el ruidoesI19R, por lo que un andlisis mas detallado del residuo resulta esencial.
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Figura 11. Regresiones lineales de los AAG experimentales en funciéon del AAG calculado con FoldX

en los 3 Modelos. Tabla con el coeficiente r y 12. E = Estabilidad; I = Interaccién.
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7.7 Analisis estructural de las mutaciones

Para el analisis estructural se utiliz6 M1, el cual tenfa un buen coeficiente de correlacién en
ambas energfas, pero principalmente en la de interaccion (r = 0.94; r> = 0.87). En la Fig. 12
se muestran los 3 residuos en cuestién. Discrepina se muestra en rosado, mientras que los
cambios de DM (V6K-D20K) se muestran en naranja. Mediante esta figura se puede explicar
el motivo de la diferencia de afinidad. Se puede observar como la posicién 6 se encuentra
fuera de la interface, por lo que la sustitucion no resulta relevante en el cambio de afinidad.
La posicion 20K, en cambio, logra formar un puente salino con un “D” de la torreta del
canal. Por qué no se observa un cambio drastico en la afinidad cuando se cambian residuos
con cargas distintas, puede explicarse por los residuos basicos que también circundan la
torreta del canal. Al encontrarse el D20 en la toxina, bien puede existir atraccion electrostatica
con la “K” que se muestra en la figura. Al mutarse D20K, esa lisina cambia de posicién por

la repulsion electrostatica.

Figura 12. Interaccién de los residuos V6K, I19R y D20K.Los residuos VOK, I19R y D20K se muestran
como bastones. Los residuos del canal que estan a 4 A de distancia de los residuos de la toxina mencionados
también se muestran en bastones, pero con el cédigo de 3 letras. Discrepina esta representada de color rosado
y la variante DM se muestra en naranja. Los colores magenta, amarillo, verde y cian pertenecen al canal y cada
uno representa una subunidad.

En un analisis con APBS se puede observar como cambia la superficie electrostatica en el canal
al unirse la toxina, especificamente en la zona en que se encuentra D20K (Fig. 13, flecha azul).
Las cargas negativas del canal en esa posicion son desplazadas cuando se tiene el cambio K20

(lado derecho, flecha azul). Con flecha roja vemos la superficie electrostatica en la posicién 6

i Se utiliz6 M1 porque que aun no se tenfan los resultados con M3
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donde se aprecia la influencia del cambio V6K coloreandose de azul la parte superior de la
toxina e influyendo en la distribucién de cargas en las dos torretas de la parte superior de la
imagen. Haciendo un calculo de energia libre electrostatica también se puede observar

cuantitativamente la mejorfa en la interaccion (ver mas adelante Tabla 13).

Figura 13. Vista superior de supetficie electrostatica de Shab en interacciéon con Discrepina (izq) y
DM (der). La escala va de negativo (rojo) a positivo (azul), siendo las regiones blancas las menos cargadas. La
flecha roja indica la posicién 6 en la toxina y la azul la posicion 20.

Respecto a 119, se puede observar que se encuentra en una zona con ciertas restricciones
espaciales, por lo que el cambio por un residuo grande como Arginina desestabiliza la
estructura. Esto se puede sustentar si se compara la energfa de interacciéon de 119 respecto a
R19. En la tabla 8 de las mutantes puede observar que I19R pierde 0.68 Kcal/mol en la
estabilidad del complejo y 0.25 Kcal/mol en la energfa de interaccién. Si analizamos con mas
detalle que esta sucediendo, encontramos que el costo energético, segun FoldX, esta
vinculado al aumento de entropia en la cadena lateral cuando se sustituye la Ile por la Arg.

El AAG de entropia en la cadena lateral del cambio I19R es de 1.0310.09 Kcal/mol en M1.

La coherencia de los datos computacionales respecto a los experimentales y el analisis
estructural sugieren que el modelo 1 obtenido con ZDOCK es adecuado para predecir la
afinidad de este modelo de estudio, por lo tanto, se puede suponer que a partir de él se puede
proponer, con relativa confianza, las modificaciones que busquen mejorar la afinidad del

péptido por el canal.
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7.8 Simulaciéon con PELE y Barrido de Alaninas

Se realizaron 500 pasos de simulaciéon en los modelos M1 y M3 con muestreo de cadenas
laterales y perturbando la toxina 0.1 angstroms de translacién, 0.01 de rotaciéon. De esta
simulacion se obtuvieron 33 estructuras para M1 y 29 para M3 (Fig. 14). De las estructuras

obtenidas se utilizaron para el barrido de alaninas las tltimas diez y la inicial.

El barrido de alaninas se muestra en grafico de barras el promedio de energia por posicion de
los residuos interactuando con el canal (Fig. 15). En esta grafica se puede constatar que las
posiciones K28 y Y37 estan entre las posiciones mas afectadas en la energfa de interacciéon al
hacer el cambio por alanina, sobrepasando las 1.5 Kcal/mol. Esto concuerda con los
antecedentes que se tienen acerca de la importancia de estos dos residuos en la interaccién de
las toxinas con los canales i6nicos de potasio, residuos denominados como la “diada

funcional”.

También destaca con mas de 1.5 Kcal/mol la posiciéon R25 y para el caso especifico de M1 el

residuo R33.
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Figura 14. Simulacién con PELE de M1y M3. Cada punto representa una estructura.
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Figura 15. AAG de interaccion en barrido de alaninas de M1 con M3. Los asteriscos representan residuos
encontrados solo en la interface de M1. La barra de error representa un IC del 95%. Se utilizaron 11 estructuras
de cada modelo.
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7.9 Disefio de variantes

Se parti6 de M1 y de los resultados del “escaneo” de posiciones de los 3 modelos. En dicho
“escaneo” se encuentran las posiciones 12 y 35 como las mas idoneas para ser exploradas y en
el barrido de alaninas sugiere que los residuos de esas posiciones no son relevantes en la
interaccion. La Ser12, segtin dicho escaneo, se beneficia, principalmente, de los cambios Leu
y Met en los 3 modelos. Se eligié Leu, dado que Met tiene mayor proclividad a oxidarse en el
atomo de azufre, oxidacion que ha sido observada en otras toxinas en nuestro laboratorio y

que podria traer problemas posteriores.

En cuanto a la posicion 35, se tiene a la Ile y la Leu, como los cambios mas favorables. Se
realizaron repeticiones de mutaciones puntuales con cada uno de esos residuos con el
comando “BuildModel” en FoldX para ver cual era mas adecuado. Como se puede apreciar

en la grafica, no habfan diferencias significativas entre ambos residuos con los calculos de
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FoldX (Fig. 16), por lo que se recurrio al servidor PISA * para elegir el residuo segtin el area
de interface y el AG de hidrofobicidad, siendo Leu el de mejor energia (Tabla 9). Una
observacion pertinente aqui es que los datos de estabilidad e interaccién son distintos, mientras

que en las mutaciones de la Tabla 8 siempre correlacionaron en los modelos M1y M3.

O ] T 1
ilidad Eiahe
Intleraccidn
W T35L

[ T35l

Figura 16. Mutaciones T35L y T35I en M1.

Tabla 9. Resultados de PISA para T35L y T35I

Mutante  Area de Interface A2 AG (Kcal/mol)
T35L 1171.8 -6.3
T351 1165.5 -4.8

Una vez que ya se tenfan estas dos propuestas, se propuso anexar D20K ya que se sabia que
era un residuo que mejoraba un poco la afinidad, y se intuye que con los otros 2 cambios
podriamos obtener una variante con mejor afinidad. A esta variante se le llamo TMD (S12L-

D20K-T35L).

Otro cambio por el que se opt6d fue R25A. Los motivos de la eleccién son varios. El motivo
principal es que esta al mismo nivel de importancia que los residuos de la diada funcional en
la grafica del barrido de alaninas que se hizo con mdltiples estructuras (Fig. 15). Otro dato
interesante es que es un residuo que en la grafica de permisividad tiene un comportamiento
distinto entre los modelos, por lo cual podria ser util para descartar entre ellos. Y por ultimo
porque es un residuo que parece importante en el modelo Kv4.3-DM generado por ClusPro
(ver Resultados 7.12), debido a que se encuentra inmiscuido en el filtro de selectividad,

mientras que en los modelos de Rosetta se encuentra en otra zona de la interface menos

44




comprometida. Entonces, este cambio nos podria ayudar a deducir distintas cosas tanto en

Shab-Discrepina como en Kv4.3-Discrepina.

Generando la triple mutante S12L-D20K-T35L (TMD) y R25A, 7# silico, en los modelos M1 y

M3, se puede observar que la energia de interaccién mejora para el caso de TMD y empeoran

para R25A, mientras que en la energfa de estabilidad el comportamiento es ligeramente distinto

entre los modelos (Fig. 17).
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B AAG estabilidad m AAG interaccion
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.-0.76

-1.38

-3.66
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B AAG estabilidad ® AAG interaccion

DM

R25A
1.712

TMD

-3.26

Figura 17. Mutaciones en FoldX de nuevas variantes. Datos en Kcal/mol (n = 5).

7.10 Purificacién y plegamiento de nuevas variantes

Se obtuvieron las masas moleculares correspondientes a la formacién de tres enlaces

disulfuro después de la oxidacion, perdiéndose 6 unidades de masa, pertenecientes a los 6

protones de los grupos sulfidrilo (-SH) de las 6 cisteinas. Las variantes de Discrepina

plegadas/oxidadas eluyen a una concentraciéon de 23.1% (R25A) y de 28% (TMD) en

acetonitrilo. I.as masas moleculares de los péptidos plegados son de 4,091.9 Da y 4,228.06

Da, para R25A y TMD, respectivamente (Fig. 18). Ademas, se confirmé que su estructura

secundaria es similar a la estructura secundaria de Discrepina nativa y la variante VOKD20K

(DM) mediante dicroismo circular (Fig. 19).
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Figura 18. Cromatogramas de purificacién y plegamiento de las variantes de Discrepina R25A y

TMD.
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Figura 19. Dicroismo Circular de Discrepina y variantes. Todas mantienen un minimo a 210-212 de
estructura secundaria antiparalela al igual que Discrepina (nativa). La concentracién de cada péptido fue de 100,
75,75y 50 ng/mL para TMD, R25A, DM y Discrepina nativa, respectivamente.
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7.11 Actividad de Discrepina y variantes en el Kv4.3

El canal Kv4.3 es un canal generador de corriente tipo-A. A la fecha no se tienen reportes
de otras toxinas de alacran que bloqueen este canal, los unicos reportes pertenecen a toxinas
de arafa, las cuales actian principalmente como moduladoras, por lo que se hipotetiza que

interacciona con el dominio sensor y no con el dominio del poro *.

Los experimentos realizados para Discrepina en el canal Kv4.3 resultaron en una Kd de 270
nM, esto es una afinidad menor que la calculada para Shab. También se ensayo la variante
DM, la cual mostré una afinidad de 144 nM (Fig. 20). Ambas afinidades son menores que

las reportadas para células granulares de cerebelo (Tabla 2).

Estos resultados indican que este canal, probablemente, no es el que esta siendo bloqueado
en las células granulares de cerebelo y, por ende, tampoco es el responsable de la corriente

tipo-A que se observa bloqueada por la toxina en dichos experimentos.

También se ensayaron las variantes propuestas para Shab (TMD y R25A), las cuales se

discuten mas adelante.

08 Kv4.3-V6K,D20K
2 3
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Figura 20. Curva de ICsy para Kv4.3 con Discrepina y DM. Afinidades de 270 nM y 144 oM
respectivamente.
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7.12 “Docking” de la interaccion Kv4.3 y la variante V6KD20K

7.12.1 Estrategia ZDOCK-ZRANK

Se sigui6 la misma metodologfa que fue utilizada para generar el modelo Shab-DM. Se analiz6
el top 100 de ZRANK de todas las corridas y solo se encontré una toxina bloqueando el
poro en el complejo 37, donde la R25 se introduce al filtro de selectividad (Fig. 21, arriba).
Los restantes 99 modelos se encuentran fuera del poro como se puede apreciar en la misma

Fig. 21 (abajo, izquierda y derecha).

Figura 21. Modelo ZDOCK-ZRANK. Arriba, complejo 37 con la R25 hacia el filtro de selectividad; abajo-
izq., vista superior de los mejores 30 complejos; Abajo-der., vista lateral de los mejores 30 complejos. El canal
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se tepresenta en caticatura y cada color representa una subunidad. La toxina se representa en listones, cada una
con un color distinto.

7.12.2 Estrategia CLUSPRO 2.0

ClusPro arroja 4 corridas donde se eligen los mejores complejos segin cuatro funciones de
energia distintas: Balanceada, Electrostatica, Hidrofébica, VDW-Electrostatica. De estas
cuatro, la tnica que encontré modelos donde la toxina bloqueara el poro fue VdW-
Electrostatica. Esta corrida arrojé 6 estructuras, las cuales tenfan a R25 introducida en el
filtro de selectividad del canal (Fig. 22). A la de mejor energia se le realizé una simulacién

con PELE.

Figura 22. Conformaciéon mas representativa encontrada en ClusPro2.0. La R25 se encuentra apuntando
al filtro de selectividad (cuadro rojo). Los colores amarillo y verde representan el canal Kv4.3 y los azules son
las toxinas.

7.11.3 Estrategia RosettaDock

De 5 corridas sometidas al servidor 4 fueron fallidas. I.a corrida exitosa arroj6 las 10
estructuras con mejor energfa. Se calculd la energfa de enlace con FoldX y se eligieron los 2
modelos de menor energfa (Tabla 10, en rojo). Se encontr6 que las estructuras de la toxina
en estos dos modelos no presentaban enlaces disulfuro lo que podria conllevar a cambios
conformacionales espurios o irreales, por lo que se llevé a cabo un arreglo de la estructura.

El arreglo consistié en sobreponer la estructura de la toxina que se utiliz6 como archivo de
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entrada sobre la del resultado y realizar simulaciones con PELE hasta tener estructuras de

baja energfa manteniendo los 3 enlaces disulfuro.

Tabla 10. Energias de interaccién de los modelos de RosettaDock con FoldX

Modelo Energia
Kv4.3-Dis2_dm_01.pdb 6.15
Kv4.3-Dis2_dm_02.pdb 0.05
Kv4.3-Dis2_dm_03.pdb 1.70
Kv4.3-Dis2_dm_04.pdb 2.22
Kv4.3-Dis2_dm_05.pdb 3.80
Kv4.3-Dis2_dm_06.pdb 2.26
Kv4.3-Dis2_dm_07.pdb 1.35
Kv4.3-Dis2_dm_08.pdb 2.29
Kv4.3-Dis2_dm_09.pdb 2.98
Kv4.3-Dis2_dm_10.pdb 2.74

Los dos modelos mostraron el modo “clasico” de interaccion, con la K38 dentro del filtro

de selectividad (Fig. 23).

Figura 23. Superposicion de los modelos Rosetta02 (M2) en cian y Rosetta07 (M1) en naranja.

7.11.4 Eleccion del modelo Kv4.3-DM

Dada la mala energfa de interaccién que se obtenian en los resultados de Docking (Tabla 10)
se procedio a realizar simulaciones con la finalidad de mejorarla. Se realizaron simulaciones
en PELE (Fig. 24) para los complejos obtenidos del “Docking” de aquellas estructuras con
mejor energfa de interaccién obteniéndose los resultados resumidos en la Tabla 11. Aqui se
puede observar que los modelos obtenidos con RosettaDock tienen una mejor energfa de

interaccion, principalmente el M2 con -8.61 Kcal/mol (en rojo).
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Tabla 11. Energias de interaccion de tres modelos de “Docking” (Kv4.3-DM).

Modelo  Energia de interaccion (Kcal/mol)

ClusPro -3.02
Rosetta 02 -8.61
Rosetta 07 -3.71

En la simulacién con PELE de los 3 complejos Kv4.3-DM se observa la tendencia, propia
del funcionamiento del algoritmo de encontrar estructuras con energfas cada vez mas bajas.
(Fig. 24). Se puede observar que el M2 es el que mas estructuras encontrd en los 500 pasos
de simulacién y también que son los de menor energfa. Esto a su vez coincide con el hecho

de que la estructura con mejor energfa de interaccion se encontré en la corrida de este modelo

(Tabla 11).
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Figura 24. Simulaciéon con PELE (Kv4.3-DM). Cada punto representa una estructura.

7.12Escaneo de posiciones en los modelos Kv4.3

Un primer detalle que llama la atenciéon es que son residuos con carga positiva los que
permiten mas cambios en ambos modelos, y especialmente los que destacan en ambos

modelos son las posiciones K6, K13, K16, R21, R33 y el residuo polar T35 (Fig. 25).
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Figura 25. Permisividad de los modelos de Kv4.3 con DM.

Esto tiene que ver, sin duda, con que el Kv4.3 es un canal menos cargado negativamente que
el Shab por lo cual los residuos basicos de la toxina no tienen la misma relevancia que para

Shab en la interaccion (Fig.26).

Figura 26. Vista superior de superficie electrostatica de Shab (izq) y Kv4.3 (der).

El residuo R25, al igual que en Shab, tiene un comportamiento dispar en los dos modelos de
Rosetta, por lo tanto, también es una mutante que, probablemente, nos puede ayudar a

descartar entre uno u otro modelo del Rosseta y del de Cluspro.
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A diferencia de los resultados en el escaneo de posiciones en Shab, aqui se puede apreciar
que la posicion 35 esta entre los primeros 3 lugares de permisividad, mientras la 12 no
destaca, lo cual indica que éste ultimo podria ser un residuo mas comprometido en la

interaccion.

7.13 Simulacién con PELE y barrido de alaninas de Kv4.3-DM (M2)

Se realiz6 otra simulacioén sobre la estructura 66 de la primera corrida de PELE dado que
esta estructura era la de mejor energia de interaccioén (Fig. 27), y el barrido de alaninas se
realizé a partir de las estructuras de ésta segunda simulacion con PELE (Fig. 28). En ¢l
también se puede observar la importancia de la diada funcional (K28 y Y37) en la interaccion,
y del P38, todos por encima de las 1.5 Kcal/mol. Ademas, se observa a R25 también cercano
a las 1.5 Kcal/mol, lo que resulta especialmente importante porque es un residuo que se

propuso cambiar por alanina.

El barrido de alaninas también coincide con el barrido de posiciones (“PositionScan”) o
grafica de permisividad cuando se analizan los residuos basicos, en los cuales se puede
apreciar que no hay pérdida energética. Esta observacion es coherente con el modelo de
superficie electrostatica, pues nos indica que los residuos basicos no son tan importantes

como en Shab debido a la menor carga negativa que posee Kv4.3 (Fig. 26).
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Figura 27. Simulacion con PELE de la estructura 66 (Kv4.3-DM) de la primera corrida (M2).
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Figura 28. Barrido de alaninas de estructuras de la 2da corrida de Kv4.3-DM (Fig. 27). Barras de error

representan un IC del 95%.

7.13 Resultados de nuevas variantes en el canal Shab y Kv4.3

7.13.1 En Shab

Al probar las nuevas variantes en el canal Shab, se observo, al igual que con las otras variantes,

una recuperacion de la corriente, confirmando la reversibilidad de la interaccion en este canal

(Fig. 29). El cambio R25A se comporté como FoldX lo predijo en los modelos 1 y 3,

disminuyendo la energia de interaccién, mientras que con TMD ocurri6 lo contrario, ya que

se esperaba una mejorfa y en cambio se obtuvo una Kd de 2 uM (Fig.29C).
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Figura 29. Ensayos electrofisiologicos de las nuevas variantes TMD y R25A
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A diferencia de las primeras variantes comparadas, donde hubo una buena correlacion, en
estas nuevas variantes habia una clara discrepancia de datos por lo que habfa que hacer uso
de otras herramientas con la finalidad de explicar el fenémeno. Por ello, mas adelante, se
realizaron analisis con el servidor PISA y el programa APBS, el primero para analizar las
areas de interface y la energfa libre de hidrofobicidad de la interaccion y el segundo para

calcular la energfa libre electrostatica.

7.13.2 En Kv4.3
El resultado de los ensayos de electrofisiologia de las variantes TMD y R25A es de una

mejotia en la afinidad (Fig.30).
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Figura 30. Dosis-respuesta de nuevas mutantes de Discrepina. Discrepina (IC5=270 nM * 17), TM o
TMD (IC50=224 nM * 24), R25A (IC50=135 nM * 20), DM (ICs50=144 nM * 24)

Al generar las mutantes 7 sz/ico del modelo M1 y M2 no se observa una correlacion con los
datos experimentales para todos los casos (Tabla 12). En el modelo M1, solamente en DM
se ve un comportamiento semejante al experimental y en el modelo M2 en las variantes TMD
y, en menor medida, DM, ya que el AAG de interaccién queda en cero. En este complejo
(Kv4.3-Discrepina) también tenemos el problema de no contar con variantes que tengan un
cambio significativo en la afinidad, por lo que cualquier conclusién se debe manejar con

precaucion.
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Un analisis con PISA y APBS se realiz6 y se muestra mas adelante para intentar comprender

mejor el fenémeno y aportar mas datos que den mas sustento a la discusion.

Tabla 12. Energias experimentales e in silico de mutantes en Kv4.3

Variantes Experimental Modelo 1 Modelo 2
| | | |
ICsp(nM)
AAG*  AAG AAG AAG AAG
s B s B
1 1 1 1 1 1 1
Discrepina 270 - - - _ -
DM 144 -0.37 -0.63 -0.7 -0.6 0.03
R25A 135 -0.41 1.18 1.9 1.35 1.34
TMD 224 -0.11 5.25 6.2 -2.62 -1.1

*AAG = RT In(IC50mu/IC50y); AAG_ = Estabilidad; AAGp = Energia de interaccion.

Datos en Kcal/mol. Los datos se generaron con el campo de fuetrza FoldX.

7.14 Discusion y analisis del comportamiento de las nuevas variantes en el

canal Shab.

Con la finalidad de averiguar el motivo de las inconsistencias se analizaron las posiciones de
manera independiente con el comando BuildModel de FoldX. En la Figura 31 estan las
energfas de estabilizacion e interaccion para los modelos M1 y M3. En ella podemos observar
como en todos los casos la energia de estabilizacion es favorecedora para las 2 posiciones,
pero la de interaccion solamente favorece a S121.. Uno de los motivos por lo que esto sucede
es porque Leu en la posicion 35 no hace buenos contactos, incluso, deja mas area accesible
al disolvente que la Thr. El servidor PISA nos arroja que el area enterrada de la superficie del
residuo pasa de 70% a 40% con Leu, en cambio, la posiciéon 12 se mantiene en 70% cuando
se sustituye Ser por Leu, es decir, con 1.35 hay menos contactos. Debido a que el archivo de
salida en el escaneo de posiciones solo se dan valores de estabilidad y no de interaccion, lo
que obtuvimos fue un cambio que en términos energéticos podria beneficiar a la toxina, pero
no a la interaccién de ésta con el canal. En ese sentido, lo que nos esta indicando estos datos
son una menor complementariedad de interfaces en la interaccion, lo que harfa mas inestable

a la misma.
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Figura 31. Energias in silico de estabilidad e interaccion en Shab de M1y M3.

Si se hace el calculo de la energfa libre electrostatica de la interacciéon con el programa APBS
(AGinteraccion = AGdesolvatacion de la toxina + AGdesolvatacion del canal + AG

interaccion electrostatica de toxina+canal)’' obtenemos la siguiente tabla (Tabla 13):

Tabla 13. Energias APBS de Shab con variantes

Enetgia wWT DM R25A TMD
Kcal/mol

AGdesoltx 22.63 25.20 20.66 23.65

AGdesolch 16.74 21.59 19.87 20.95

AGeletx+ch -45.90 -55.63 -44.26 -51.41

AG interaccion -6.53 -8.84 -3.72 -6.81

En la Tabla 13 se observa que no hay incremento de TMD mayor a DM como se aprecia en
los datos de FoldX. Haciendo una revisién detallada del calculo de interaccién de FoldX, se
encuentran algunas inconsistencias. Primero: el AAG de energfa electrostatica de DM a TMD
es de -0.27 Kcal/mol. Esto resulta claramente contradictorio con los datos arrojados por
APBS (Fig. 13, Tabla 13), y no se explica pues en TMD hay un residuo basico menos
respecto a DM, ademas, los otros dos residuos que se estan cambiando son hidrofébicos por
polares. En el calculo de FoldX, el parametro que hace la diferencia es el de interacciones
hidrofébicas que, sumandole la ganancia en energfa electrostatica, manda a TMD a una

ganancia energética superior, incluso, que DM.
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En cambio, en el calculo de APBS se aprecia una ligera energia de enlace mayor en TMD
respecto a WT. Esto se debe, con seguridad, al residuo K20 presente en TMD, lo que le da
una energfa de interaccion electrostitica 5.51 Kcal/mol mayor (Tabla 13), pero que se
compensa, a su vez, con un mayor costo de desolvatacion. El cambio T35L, al dejar mayor
superficie accesible a disolvente y hacer menos contactos puede ser la causa en la caida a una
afinidad 2 uM como indica la electrofisiologia. Lo que se ve entonces en el calculo de
interaccion de la TMD en Shab con FoldX es la suma de las contribuciones de L12 y K20,
pero en una situacion real la disminucion en el area de interface estaria desencadenando la

caida de afinidad reportada experimentalmente.

Generando una regresion lineal entre los AAG de APBS contra los AAG experimentales, se
obtiene una r de 0.85 y una r* de 0.73 (Fig.32). Es decir, en términos cualitativos y
cuantitativos APBS describe o correlaciona mejor con los datos experimentales que FoldX
para este modelo. Esto se podtia explicar porque APBS ve las contribuciones de cargas en la
interaccion, y los datos de permisividad y barrido de alaninas indican que en este modelo los

residuos cargados son los de mayor importancia.
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Figura 32. Regresion lineal de nuevas variantes y DM respecto a datos experimentales.
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7.15 Discusion y analisis del comportamiento de las nuevas variantes en el

canal Kv4.3

Como se aprecia en la Tabla 12, los calculos de energfa de FoldX no correlacionan bien con
los datos experimentales. Para el Modelo 1 se obtiene una r de 0.3 y 0.2, y una t* de 0.08 y
0.06 para la energfa de estabilidad e interaccion respectivamente. En el caso del Modelo 2 la

r es de -0.47 y -0.64, y la r* de 0.22 y 0.4 para la estabilidad e interaccion, respectivamente.

Sibien los valores obtenidos son pobres, se puede rescatar que el M2 logré predecir, al menos
cualitativamente, el comportamiento de TMD, dandonos un AAG negativo 7 silico, coherente

con el experimental.

Respecto a R25A, si se analizan los parametros de la funciéon de FoldX, se puede observar
que hay una pérdida de 1.23 Kcal/mol en las interacciones de VAW cuando se modifica
R25A, y de 1.73 Kcal/mol en la energia electrostatica. Si se hace la mutacién de A a R de
regreso, lo que se observa es -1.23 Kcal/mol de ganancia en la energia de hidrofobicidad y
0.2 Kcal/mol de pérdida en repulsiones de VAW, mientras que se pierden 1.1 Kcal/mol en
la entropia de la cadena lateral. Tomando en cuenta estos datos, se puede suponer que el
complejo es menos estable con Arg en esa posiciéon por el tamano de la misma, pero el
programa le esta dando mas peso a la energfa de contactos VAW y electrostatica aportada.
Para corroborar la hipdtesis se realizé una simulacion con PELE con ambas mutantes y se

calcul6 el RMSD.

En la Figura33 se muestra graficado el RMSD de las estructuras de cada simulacién. Se
puede observar que el complejo con R25A es mas estable con una media de RMSD de 0.98
angstroms mientras que DM, a pesar de tener mayor afinidad se mueve mas en el complejo.
Las estructuras con mejor energfa de interaccion de cada corrida se enviaron al servidor PISA
(Fig. 33, flechas) para calcular el area de la interface y el AG de hidrofobicidad de los
complejos, donde se obtuvo que el complejo con A25esel que tiene mejor energia de
hidrofobicidad y que posee un area de interface mayor. Es decir, un residuo de menor tamafio

esta permitiendo un mejor acomodo de la toxina en el canal.
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DM 1.35+0.23 865.5 -60.8
R25A 0.98£0.15 945.2 -7.2

Figura 33. RMSD de estructuras PELE, calculos de Interface y AG de hidrofobicidad de las estructuras
con mejor energia de interaccién en la simulacion (flechas en grafica).

Si se calcula la energfa libre electrostatica de DM con APBS, da un resultado de 3.37
Kcal/mol. Este resultado indica que a diferencia del complejo Shab-DM, el complejo
formado con Kv4.3 no esta favorecido por la energfa electrostatica, y si por las interacciones
hidrofébicas, donde al parecer son las fuerzas dominantes de la interaccién. Esto concuerda
si recordamos que el potencial electrostatico del canal Kv4.3 se observa considerablemente
menos cargado negativamente que el Shab (ver Fig. 26), por lo que resulta logico esperar
que los residuos basicos de la toxina no jueguen el papel predominante que juegan en Shab

como lo indica el barrido de alaninas (Fig. 28) y la grafica de permisividad (Fig. 25).

7.16 Diseno 2

Una vez percatados del fallo en TMD se propuso generar una nueva variante con un mayor
muestreo conformacional y, ademas, partiendo de la estructura con mejor energia de

interaccion en la simulacién para la siguiente simulacion.

En la primera simulacién de M1-Shab se utilizaron los siguientes parametros: 0.5 y 0.05

angstroms de traslacién y rotacion, respectivamente, ademas de modos normales para darle
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flexibilidad a las cadenas principales de las moléculas. El resultado de esta simulacion, en 500
pasos, se encontraron 23 estructuras con menor energfa, siendo el numero 3 la que tenfa
mejor energfa de interaccion con -5.56 Kcal/mol (Fig.34). Se patti6 de esta estructura patra
otra simulacién, pero reduciendo la traslacion y rotaciéon a 0.2 y 0.02 angstroms,
respectivamente, también con modos normales. El resultado nos atrroja 44 estructuras
encontradas siendo el nimero 41 la que mejor energia de interacciéon con -9.04 Kcal/mol
(Fig. 35). Partiendo de la estructura 44 se realiz6 una nueva simulacién reduciendo ahora el
movimiento de traslacion y rotacion a 0.1 y 0.01 angstroms, respectivamente, sin modos
normales en 250 pasos, pero solo se encontraron4 soluciones de menor energfa global, pero

con menor energia de interaccion.
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Figura 34. Simulacion 1 del M1-Shab para el Disefio 2.
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Figura 35. Simulacién 2 del M1-Shab Estructura 3.

Se realiz6 un barrido de alaninas de la estructura 41 para comparar con los resultados del
barrido de la Figura 15 (Fig. 36). En esta comparacion se puede apreciar que los residuos
mas importantes se conservan en esta nueva estructura, pero, ademas, la relevancia en la
perdida de energfa de interaccion es mas clara. Ademas, otros residuos que no habian sido
detectados como relevantes en el analisis de la Figura 15, aqui toman importancia
incrementando la perdida de energia de interaccién a mas de 1 Kcal/mol los residuos S11,
K13, K16 y N31, mientras que S12 y T35 siguen comportandose como residuos no
relevantes en la interaccion. Por otro lado, el residuo S9 y R33, toman un lugar significativo
en este nuevo resultado. El ensayo de una variante con cambio en los residuos que hubo un
cambio significativo respecto al primer barrido de alaninas como S11 y K16, nos ayudaria a
concluir si una busqueda mas exhaustiva de complejos de mejor energia es necesaria. Por lo
pronto queda en evidencia que los residuos que ya se habfan detectado como importantes en

este nuevo analisis se ven con mayor claridad.
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Figura 36. Energia de interaccion del barrido de alaninas en la estructura 41 de la simulacién 2, en
disefio 2 (en gris) y barrido de alaninas de la figura 15 (en blanco).

Realizando un escaneo de posiciones (“Position Scan”) sobre esta estructura se encontré que
la posicién 12 sigue siendo la que mas cambios acepta y con mejor energia de estabilidad
(Tabla 14), pero en este caso los residuos con menor energfa fueron los residuos aromaticos
(Y, W, F). Por ello, S12 se someti6é a una nueva fase de mutaciones, pero ahora repitiendo

cada cambio 3 veces con el comando “BuildModel” y calculando la energia de interaccion.

Tabla 14. Escaneo de posiciones de la estructura 41 de la simulacion 2 a partir de 1 Kcal/mol

Cambio  Estabilidad (Kcal/mol)

SERE12Y -3.77594
SERE12W -2.60527
ASPE3F -2.2015
SEREI12F -2.09194
SERE12R -1.92561
SERE12M -1.86283
SERE12L -1.80649
SERE12K -1.73373
ASPE3Y -1.69973
ASPE3P -1.63016
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ARGE33T -1.59686

ARGE21L -1.49914
ARGE33F -1.49635
ARGE21IM -1.48718
SEREIF -1.45997
ILEE17S -1.36177
SERE9Y -1.26255
SERE12] -1.24464
ARGE33W -1.14999
ASNES5G -1.12607
SERE12Q -1.08872
ARGE33S -1.06265
ARGE33Y -1.01383

El resultado obtenido ahora con el comando “BuildModel (Fig. 37) arroja a Met y Trp como
los de mejor energifa de interaccion (Tyr tiene una desviacion estandar muy grande),
quedando 0.5Kcal/mol atrds de Leu, residuo que habia sido elegido en el primero disefio.
Por el mismo argumento esgrimido en el primer disefio, Met fue descartada y se eligi6 a
S12W como el cambi6 a realizar. Para confirmar que este cambio mejora el area de interface
y la energfa de hidrofobicidad de la interaccion se utilizo PISA (Tabla 15), donde se observé

que tanto el area de interacciéon como la energfa de hidrofobicidad mejoran con el cambio

S12W.
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Figura 37. Energia de interaccion del escaneo de posiciones para la posicion 12 con el comando
“BuildModel”. Barras de error representan la desviacion estandar.

Tabla 15. Comparacion con PISA de la interface de S12 y W12 en la estructura 41 de la simulacién 2

Area de Interface(A2) AG hidrofobicidad(Kcal/mol)
S12 1167.4 -7.4
W12 1257.4 9.1
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8.CONCLUSIONES

En este trabajo se reporta por primera vez un bloqueador de origen peptidico sobre el Shab
de Drosophila melanogaster, canal del tipo rectificador tardio y sobre el Kv4.3, canal generador
de corriente Tipo-A. Tampoco han sido reportados bloqueadores peptidicos para los
homologos mamiferos de Shab (Kv2.1 y Kv2.2), ni para el Kv4.1, por lo que Discrepina es
un ligando candidato para estudiar mas sobre la electrofisiologia y farmacologia de estos

canales 16nicos.

Con ambos canales Shab y Kv4.3 hubo recuperacion de la corriente, a diferencia de los
ensayos en las células granulares de cerebelo, donde el bloqueo por Discrepina es irreversible,
esto lleva a la conclusién de que ninguno de éstos son los responsables de la corriente que
se ve en dichas células, por lo cual es interesante llegar a conocer que tipos de receptores

i6nicos generan las corrientes Tipo-A en estas células.

El “Docking Molecular” para el complejo Shab-DM arroj6é una toxina posicionada en el
“modo clasico” sobre el canal en 3 modelos qué fueron elegidos con 3 funciones de energfa
y 2 estrategias claramente distintas (Firedock y ZDock). Este resultado indica, en conjunto
con el barrido de alaninas donde los residuos de la diada funcional son encontrados como

relevantes, que hay una alta probabilidad de que este sea el modo de interaccion real.

El comando “PositionScan” de FoldX, encargado de realizar el escaneo de cambios en la
secuencia de las moléculas, es un buen predictor de regiones inestables, sin embargo, hay que
cuidar la interpretacién de los datos que arroja. Este comando envia un archivo de salida
donde da los cambios que favorecen a la estabilidad del complejo, pero esta no siempre
correlaciona con la energfa de interaccién como se pudo observar en el analisis de los cambios
S12L y T35L (Fig. 31). Por lo tanto, un segundo analisis de interaccion resulta esencial. Por
esto realizamos un segundo disefio con mas simulaciones donde encontramos una estructura
de menor energfa (estructura 41) que representaba de manera similar los datos del barrido de
alaninas, pero exacerbando el cambio de energfa al mutar los residuos, lo que ayuda a una

mejor interpretacion de los datos. Ademas, en dicho anilisis realizando de manera mas
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minuciosa encontramos que el cambio S12W parece ser un mejor prospecto que S12L para

mejorar la afinidad.

El error que se vio en el calculo 7 silico de la variante TMD se debe a que esta viendo las
contribuciones de L12 y K20, pero en un experimento  vitro la reduccion en el area dela

interface al realizar el cambio T35L podria estar afectando la estabilidad de la interaccion.

En R25A, cambi6 en un orden de magnitud la afinidad en Shab, los programas son capaces
de detectar una disminucién en la energfa de interaccién. Esto nos indica que cambios en la
afinidad mayores a 1 Kcal/mol nos estatfan arrojando predicciones con mayor confianza que
aquellos que rondan los 0.5 Kcal/mol. Por esto, mutantes con cambios de afinidad mayores

son necesarias para continuar el andlisis de la interaccion.

Es importante precisar que el analisis independiente de los cambios es imprescindible debido
a que si se hace y analiza los cambios de manera simultanea en un mismo modelo sin permitir
acomodarse a la toxina segun las nuevas redes de interaccién de residuos se arriesga a ver
interacciones espurias, productos de artefactos del modelo utilizado. Asi pues, resulta
primordial generar un buen muestreo conformacional de la interacciéon que dé robustez a los

datos como el generado en el disefio 2.

En Kv4.3 vemos como confiar en una funcién de energia sin consultar otros algoritmos que
prioricen otro tipo de interacciones puede darnos resultados equivocados. En R25A, por
ejemplo, FoldX le da mas peso al aporte electrostatico y de VAW aportado por un residuo
de mayor tamano (Arg), mientras que con APBS podemos notar que no estamos viendo un
complejo donde las energfas electrostaticas son las mas importantes dada la baja carga
negativa de este canal. Por otro lado, vemos mediante un analisis de estabilidad calculando
el RMSD de DM y R25A, que la movilidad es mayor cuando la toxina tiene R25, lo que es
un indicador de menor estabilidad, sumado a que con PISA vemos una mayor superficie de
contacto cuando tenemos el residuo alanina en esa posicion. Es decir, con un residuo

pequeno la toxina se estd acomodando mejor en el canal.

En términos generales, podemos concluir, que el apoyo en diferentes funciones de energfa
resulta esencial para entender el fendmeno y proceso de interacciéon de dos moléculas, y que
el apoyo en un muestreo conformacional, para obtener estructuras de baja energia que
robustezcan el analisis de posiciones es también de suma importancia, tanto para robustecer

el analisis de mutaciones como para analizar la estabilidad de algin complejo.
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Con respecto a nuestra hipétesis inicial, podemos decir que existe una correlaciéon de datos
experimentales de afinidad con datos 7 siico, en este trabajo, no fue verdadera, sin embargo,
hay buenos indicios de que hemos encontrado modelos que explican la interaccioén. Los
indicios mas fuertes, en ambos casos, son los datos del barrido de alaninas, donde estos nos
arrojan como importantes residuos que ya se saben son relevantes la interacciéon de este tipo
de toxinas, por lo que ensayar variantes con estos cambios son esenciales para la
confirmacion de los modelos ademas de mutantes que cambien mas drasticamente la afinidad
pot los canales blanco, Shab y Kv4.3, y que, de esa manera, nos permitan ir entendiendo
poco a poco las interacciones importantes en la interaccion para poder mejorar la afinidad y

especificidad de variantes de la Discrepina.
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9. PERSPECTIVAS

Ensayar Discrepina en los canales Kv2.1, Kv2.2 y Kv4.1, para confirmar que también puede

bloquear a los homdélogos de los canales ensayados.

Ensayar variantes que funcionen como control positivo de los modelos, en este caso K28 y

Y37, para darle sustento a la teorfa del “modo clasico” de interacciéon con ambos canales.

Ensayar variantes S11 y R33 en Shab para comprobar que son residuos importantes en la
interaccion, asi como el cambio T35L para asegurase de que es un cambio perjudicial en la

interaccidon con el canal idnico como lo ve PISA.

Ensayar la mutante P38A en Kv4.3 para comprar que es un residuo importante como lo
indica el barrido de alaninas. También analizar que residuos basicos se pueden cambiar por
hidrofébicos y asi dar certeza a la teorfa que nos dice, segin los datos de escaneo de
posiciones y barrido de alaninas, que los residuos basicos no son relevantes en esta

interaccién dado el bajo potencial electrostatico negativo de este canal.

Ensayar la variante S12W, que se predice una mejora en ~2 Kcal/mol la interaccién. Dicha
variante en el canal Shab permitira validar la capacidad predictiva de los programas y la

metodologia en empleada en este trabajo.
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