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RESUMEN

Los canales de sodio dependientes de voltaje son complejos proteicos heteroméricos, que
inician los potenciales de accion en células excitables. La subunidad accesoria 1 del canal
de sodio modula alostéricamente la subunidad o formadora del poro, por medio de una
asociacion molecular no covalente. A la fecha, se desconocen los determinantes
moleculares de dicha asociacion. A partir de métodos bioinformaticos, de modelaje
molecular y registros electrofisiologicos, se han identificado residuos, que desempefian un
papel critico en la asociacion funcional de las subunidades a y B1 del canal Nav1.4.

El mutante C43A de la subunidad B1 alter6 la modulacion de la dependencia de voltaje de
activacion y de inactivacion de estado estable, retrasé la inactivacion y la recuperacion de
la inactivacion y aumentd la acumulacion de la inactivacion ante despolarizaciones
repetidas, a una frecuencia de 1Hz del canal Navl1l.4. El mutante R89A retraso
selectivamente la inactivacion y recuperacion de la inactivacion del canal Navl.4, sin
modificar la modulacion de la dependencia de voltaje o la dependencia de uso. Los
mutantes Y32A y G33M selectivamente modificaron el voltaje medio de inactivacion sin
alterar la cinética. Estos resultados sugieren gue la modulacién de la corriente de sodio que
la subunidad B1 ejerce sobre el canal Navl.4, depende de dos enlaces intramoleculares en
el dominio extracelular de B1 y que esta puede ser modificada selectivamente. Los modelos
propuestos son consistentes con los datos anteriormente publicados, esbozan la interface
funcional entre estas dos subunidades y podrian contribuir al entendimiento de algunas
patologias asociadas con los canales de sodio.
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Para toda célula que conforma un tejido, es vital mantener una concentracion
desigual de substancias en su interior y en el exterior. Esto origina una desigualdad de
cargas eléctricas en la célula, permitiendo a ésta establecer un no equilibrio dinamico que
oscila alrededor de un estado estable (potencial de reposo) el cual, mediante una sofisticada
maquinaria molecular delicadamente acoplada, es capaz de reaccionar apropiadamente a
una serie de variaciones para regresar a tal estado estable. Las variaciones a este potencial
eléctrico por medio del intercambio de particulas inorganicas con carga constituyen un
comportamiento estereotipico, dindmico, regenerativo (conocido como potencial de
accion). De esta forma la célula censa el ambiente, recibe y transmite informacion
codificada.

Las responsables de originar y mantener este fendmeno son un nimero de proteinas
presentes en la membrana celular que forman vias conductoras de iones llamadas canales
ionicos (Hille, 2001). Estos canales son poros acuosos constituidos basicamente por los
siguientes componentes funcionales: un filtro de selectividad, un sensor de voltaje, un
vestibulo externo, un vestibulo interno y, en algunos casos una compuerta de inactivacion.
Dependiendo del tipo de mecanismo de compuerta los canales se pueden distinguir en: a)
canales activados por voltaje, b) activados por ligando y c) activados por tension o
volumen. Existen también canales que no requieren de alguno de estos mecanismos de
compuerta y son llamados canales de fondo (background), estos son activados
constantemente y abren y cierran continuamente sin aparente modulacion (Hille, 2001).

Los primeros estudios de los canales idnicos se remontan a la Gltima cincuentena
del siglo XX. Hodgkin y Huxley en 1952 desarrollaron el primer modelo para explicar la
excitabilidad basada en dos propiedades elementales: la permeabilidad catiénica (flujo de
cationes a través del canal) y el mecanismo de compuerta (cambios conformacionales
dinamicos en respuesta a fluctuaciones en el potencial de membrana). El desarrollo de la
técnica de registro de corrientes a través de la membrana de células excitables por fijacion
de voltaje en 1940 desarrollada por Cole, permitié a Hodgkin y Huxley sentar las bases
ionicas del potencial de accion, por lo que se hicieron acreedores al premio nobel de
fisiologia en 1963. En la actualidad, esta técnica permite profundizar el estudio de las
propiedades de estos canales: conduccion, dependencia de voltaje, rectificacion,
selectividad i6nica, activacion, inactivacion y la farmacologia de los compuestos quimicos
que se sabe tienen efectos directos sobre el canal modificando sus caracteristicas
electrofisiologicas (Hille, 2001; Balser, 1999).

1.1 Canales de Sodio.

En particular los canales de sodio dependientes de voltaje, son esenciales para la
generacion y propagacion de potenciales de accion en neuronas, células musculares y
neuroendocrinas (Catterall, 2000). El desarrollo de técnicas de analisis bioquimico como la
solubilizacion por detergentes, purificacion, ensayos de union de alta afinidad con
neurotoxinas etc., condujeron en 1980 al descubrimiento de la proteina del canal de sodio,
purificada de cerebro de mamifero (Beneski and Catterall, 1980; Catterall, 2000).
Posteriormente fueron descubiertas isoformas de esta proteina obtenidas de diferentes
tejidos. La isoforma predominante en musculo esquelético de mamifero fue aislada y
caracterizada en 1989 (Trimmer y cols., 1989).



En 1981, Hartshorne y Catterall purificaron por primera vez, el canal de sodio de
cerebro, formado por un complejo que consta de una subunidad a asociada covalentemente
a una subunidad B2 por un puente de disulfuro y a una subunidad B1 asociada no
covalentemente. Este complejo al ser insertado en vesiculas y bicapas fosfolipidas fue
suficiente para reconstituir la funcion y propiedades del canal de sodio sensible a voltaje
(Catterall, 2013).

El canal de sodio es una proteina integral multiheteromérica compuesta por 2 tipos
de subunidades. La subunidad a (260kDa), que consta de cuatro dominios homologos y
forma el poro del canal constituyendo canales funcionales, en mamiferos existen 9
isoformas distintas (Navl.l a Navl1.9), codificadas en los genes SCN1A a SCN5A y
SCNB8A a SCN11. La subunidad B (30-40kDa) presenta 4 isoformas, codificados en los
genes SCN1B a SCN4B (Catterall, 2000).

Las subunidades B median procesos de sefalizacion regulando excitabilidad
eléctrica, adhesion, migracion, transito molecular y transcripcion (Brackenbury e Isom,
2008). La subunidad B1 modifica la cinética del canal, sin embargo los efectos de esta
subunidad accesoria varian de acuerdo al tipo celular (Isom, 2001). Una sélida linea de
evidencia sefiala que la interaccion entre estas subunidades ocurre extracelularmente
(Makita y cols., 1996; Qu y cols., 1999; Chen y Cannon 1995; McCormick y cols., 1999)
sin embargo aun no se ha descrito su sitio de union (Brackenbury e Isom, 2008).

1.1.1 Origen y Evolucion.

Con el fin de dar una perspectiva al uso de estructuras de proteinas ancestrales en el
modelaje por homologia de canales de sodio, a continuacion se presenta un breve repaso de
su origen en el contexto evolutivo.

Las bacterias, al igual que los eucariotas, presentan en su interior celular una alta
concentracion de potasio y baja de calcio, sin embargo, algunas no requieren ni de cloro ni
de sodio, por la mayoria de las bacterias carecen de canales de estos iones, mientras que
claramente presentan canales de potasio. De esta forma se considera que la aparicion de los
canales de potasio y calcio, ocurre antes que la de los de sodio, ya que los organismos
unicelulares presentan éstos dos primeros. Es posible que los canales de calcio hayan
evolucionado de los canales de potasio primordiales por duplicacion del gen ancestral de un
solo dominio y los canales de sodio hayan evolucionado de manera analoga, 0 a su vez de
mutaciones del canal de calcio, ya que los cuatro dominios que forman el canal de sodio
guardan mas similitud con los correspondientes cuatro dominios del canal de calcio que
entre si mismos (Marban y cols., 1998; Goldin y Alan 2002).

La levadura es el organismo mas simple que presenta canales de calcio de cuatro
dominios (Frank y cols., 2005). Se cree que el uso de sodio en lugar del calcio, hizo posible
la conduccion rapida y sefializacion de altas frecuencias eléctricas en los primeros
organismos multicelulares sin los efectos adicionales intracelulares reguladores del calcio
como segundo mensajero (Chopray cols., 2007).

Los potenciales de accion dependientes de sodio empiezan a ser comunes en
medusas (filo: cnidaria), éstos organismos poseen 2 formas de simetria radial (medusa
nadadora y polipos sensibles) dotados con una red de nervios descentralizada y receptores
simples, su cuerpo consiste en dos epitelios separados por mesoglea (sustancia gelatinosa
inerte), (Seipel y Schmid 2005). Existe evidencia molecular que sostiene la hipétesis de que
las células nerviosas y musculares coevolucionaron de un precursor mioepitelial. El



surgimiento de locomocién rapida precisa del desarrollo de una realcién estrecha entre el
sistema de musculos y sistema nervioso (Seipel y Schmid 2005; Goldin y Alan 2002).

Por mucho tiempo se pens6 que los canales de sodio eran exclusivos de organismos
eucariotas, sin embargo se ha descubierto un canal de sodio procarionte en la bacteria de
agua salada Bacillus halodurans, denominado NaChBac. Este es dependiente de voltaje,
posee un solo dominio que se ensambla como un homotetramero y es selectivo a iones de
sodio. Sin embargo, como es de suponer, tanto su selectividad (anillo EEEE similar al canal
de Ca++), dependencia de voltaje (posee un loop S3-S4 corto) y su proceso de inactivacion
(mucho mas lenta, tipo C) parece ser fundamentalmente distinta a la de canales
heterotetrameros eucariotas (Catterall, 2001).

Debido al hecho de que los mamiferos y los peces poseen diferente nimero de
isoformas y de acuerdo a analisis filogenéticos entre especies, se cree que la duplicacion de
genes de canales de sodio ancestrales ocurrid por separado en teledstos y tetrapodos, en los
primeros, debido a una duplicacion del genoma completo (Chopra y cols., 2007; Seipel y
Schmid, 2005).

Por tanto los modelos evolutivos dominantes, proponen que las 10 isoformas de
canal de sodio de mamiferos fueron originadas a partir de una duplicacion por tandem de al
menos 2 de los 4 genes ancestrales (presentes en peces) que a su vez provienen de
poliploidizacion (duplicacion que origina més de dos conjuntos pareados de cromosomas
homologos en un organismo) de 1 0 2 genes precursores Navl en cordados (Chopra y cols.,
2007).

Bajo este contexto evolutivo, es importante mencionar que casi todo gen de canal
i6nico se expresa en cerebro, aunque éste pertenezca a otro tipo celular, por lo que la
expansion y divergencia de los canales ionicos sensibles a voltaje debié ser central al
incremento de complejidad del sistema nervioso central de los vertebrados (Seipel y
Schmid, 2005).

Los invertebrados, a diferencia de los vertebrados poseen un nimero menor de
genes que codifican para canal de sodio, por ejemplo, la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, solo posee un gen de canal de sodio (SCNA_DROME). Sin embargo estudios
recientes evidencian que insectos como éste y la cucaracha alemana Blattella germanica,
son capaces de producir una diversidad funcional de canales de sodio (hasta 60
variaciones), por medio de splicing alternativo y edicién de RNA, al procesar el transcripto
de un solo gen de canal de sodio (Du y cols., 2009).

Los canales de sodio dependientes de voltaje de invertebrado que se ha podido
expresar in vitro, son los de insectos; y su expresiéon funcional robusta requiere de una
subundiad accesoria llamada TipE, una proteina transmembrana accesoria (con dos
supuestos segmentos transmembrana) (Du y cols., 2009). Al comparar los registros de
corrientes en neuronas de Drosophila, se observa una tasa mas lenta de recuperacion,
dependiente de repolarizacion, en las corrientes de sodio durante activaciones repetidas de
neuronas mutantes (tipE-) con respecto al fenotipo nativo (Hodges y cols., 2002).

A pesar de la similitud funcional de tipE en la mosca de la fruta (y Vsscpen la
mosca domeéstica) con la subunidad accesoria de vertebrados B1, existe una muy baja
similitud estructural a nivel de secuencia primaria de aminoacidos entre estas proteinas
(Feng y cols., 1995). La secuencia de tipE posee un 11% de identidad y un 22% de
similitud con respecto a 31 de rata.

De este modo, las subunidades § no se encuentran en los genomas de invertebrados
mientras que en peces teleostos, amfibios, aves y mamiferos todas las secuencias de



subunidades B son ortologos, es decir tienen un ancestro comun y pertenecen al mismo
clado (ramificacion de un arbol filogenético) (Chopra y cols., 2007). Los analisis
filogenéticos sugieren la existencia de dos genes precursores para la variedad de
subunidades B1/B3 y B2/p4 en los primeros vertebrados, sin embargo es probable que el
ancestro comun de teleétos y tetrapodos hace mas de 400 millones de afios haya poseido 4
distintos genes ancestrales de la subunidad B (Chopra y cols., 2007).

La similitud de las secuencias en vertebrados a una familia de proteinas
inmunoglobulinicas méas antigua, sugiere que los genes de las subunidades  pudieron haber
surgido de novo a partir de genes que codifican para moléculas de adhesion celular,
receptores de membrana o componentes innatos del sistema inmune. Por lo tanto se cree
que esta familia de genes surgié en las primeras etapas de la evolucién de los vertebrados,
antes de la divergencia de teledstos y tetrapodos y probablemente desempefiaron un papel
en la diversificacion y especializacion de la sefalizacion eléctrica de los primeros
vertebrados, por lo que la formacion del complejo macromolecular a-f constituye una
innovacion altamente conservada y funcionalmente importante de los vertebrados (Chopra
y cols., 2007).

1.1.2 Estructura de las Subunidades.

El aislamiento de fragmentos de cDNA del canal de sodio de anguila eléctrica
electroplax realizados por Noda y cols., en 1984, produjo el primer acercamiento al
conocimiento de la estructura primaria del canal. Mas tarde Guy y Seetharamulu en 1986,
haciendo uso de modelado molecular, generaron con gran precision el modelo de
plegamiento de la subunidad o de aproximadamente 2000 aminoacidos organizada en 4
dominios homologos (I-1V), compuesto cada uno de 6 segmentos a-hélices transmembrana
(S1-S6).

Debido a la semejanza que los segmentos transmembranales de los canales de
potacio guadan con los de sodio, resulta pertinente mencionar que, en 1998, MacKinnon y
cols., publicaron la primera estructura cristalizada de un canal idnico, el KcsA, un canal de
potasio bacterial (especie: Streptomyces lividans). Méas tarde en el 2002, el mismo grupo
resuelve la estructura del canal MthK en estado abierto, un canal de la arqueobacteria
Methanobacterium thermoautotrophicum activado por calcio. Debido a los detallados
estudios estructurales y mecanisticos de estas estructuras le es entregado a Roderick
Mackinnon el premio Nobel de Quimica en el 2003 (Nobel Media AB 2013).

Los segmentos transmembranales de los canales de sodio estan compuestos de 19 a
27 aminoacidos hidrofobos que forman a-hélices de 28 a 40 A de longitud (Catterall,
2000). Las terminales amino y carboxilo, las asas que unen a los dominios (I-1V) y las asas
qgue conectan a los segmentos S2-S3 y S4-S5 se encuentran en la parte intracelular.
Mientras que las asas que unen a los segmentos S1-S2, S3-S4, y S5-S6 son extracelulares
(Catterall y cols., 2005). La figura 1 esquematiza la estructura primaria del canal de sodio
de vertebrado tipico, formado por dos subunidades B y una a.
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Fig. 1 Esquema del canal de sodio activado por voltaje. Los cilindros representan los segmentos a-hélice, los verdes
representan los segmentos formadores del poro. El dominio extracelular de las subunidades 1 and p2 se muestran como
plegamientos Ig. Los circulos pequefios son los anillos externos (EEDD) e internos (DEKA) de losresiduos que forman
el filtro de selectividad. Los circulos rojos (P) representan sitios de fosforilacion de PKA y en diamante, el sitio de
fosforilacion de PKC. Sitios de glicosilacion, en la subunidad o representada por y. Los cilindros amarillos representan
el sensor de voltaje S4. La h en circulo azul representa la particula de inactivacion (IFM) en el asa de la compuerta de
inactivacion. Los circulos azules representan sitios implicados en la formacion del receptor de la compuerta de
inactivacion. También se muestran los sitios de unidn con las toxinas o y p de escorpion. (tomado de Catterall 2012). El
inserto muestra la distribucién y longitud aproximada de los segmentos insertados en membrana S5 y S6 de los
dominios DI y DIV del canal de sodio Nav1.4 y sus asas extracelulares (arriba) sitios de N-glicosilacion en naranja. En
amarillo el asa P re-entrante y S6 incluidos en el modelo de T. Scior (2009). Caricatura generada con el software
TOPO2.

Sato y cols., en 2001 publicaron iméagenes del arreglo tridimensional del canal de
sodio sensible a voltaje de la anguila Electrophorus electricus a una resolucion de 19A
resuelto por microscopia crio-electrénica enfriada por helio y andlisis de iméagenes de
particula Unica. Los autores ilustran que el canal consiste en una superficie exterior estrecha
en forma de campana de 65A de diametro que corresponde al 24% del volumen total, la
cual se ensancha en forma de cuadrado hacia la parte inferior, con 135A de altura, 100A de
longitud a los lados (figura 2A). Su parte transmembrana corresponde al 29% vy la parte
baja mas angosta corresponde al 47% del volumen total. Varias cavidades estan conectadas
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a 4 orificios pequefios y 8 orificios cerca de la superficie extracelular y de membrana
citoplasmica. Lo que sugiere la existencia de fenestraciones en otros canales ionicos
sensibles a voltaje (Sato y cols., 2001).

A la fecha, el méas reciente progreso experimental en el esclarecimiento de la
estructura del canal de sodio ha sido publicado por el grupo de Catterall en el 2011, quienes

cristalizaron el canal de
sodio  dependiente de
voltaje de Arcobacter

butzleri (NavAb) en una
conformacién de poro
cerrado a una resolucion
de 2.7A. La estructura
contiene los 4 sensores de
voltaje  activados vy
favorecen el modelo de
apertura del canal por el
cual los segmentos S4
(alfa hélices tipo 310) se
desplazan  verticalmente
en respuesta a la
despolarizacion 'y  los
linkers S4-S5 dilatan el
poro alrededor pivoteando
una bisagra alrededor de

éste. La estructura también
sugiere que el lumen &cido
del poro promoveria la
deshidratacién parcial de los
iones de sodio y la posible
penetraciéon de moléculas
hidréfobas (cadenas acilo de

Fig. 2. Estructura del canal de sodio dependiente de voltaje. (A)
representacion de la superficie del canal de E. electricus vista
extracelular, transmembrana e intracelular de izquierda a derecha,
obtenida por andlisis de imagen de particula Gnica y por microscopia
crio-electrénica, (tomado de Sato y cols., 2001). (B) Elementos
estructurales del canal NavAb de A. butzleri, un mondmero se

encuentra coloreado, SIN es el amino terminal, segmentos
tranamembrana S1 a S6, P es el asa , adjacente al S5 y P2 el asa

adjacente al S6, por claridad el dominio sensor de voltaje cercano ha

fosfolipidos 'y drogas) a sido removido (tomado de Payandeh y cols., 2011).

través de 4 fenestraciones a
los lados del poro de alrededor de ~8 a 10 A (Payandeh y cols., 2011).

A partir de la estructura cristalizada del canal NavAb, OReilly y cols., generaron
un modelo por homologia del canal de sodio de humano Navl1.5 y utilizaron dindmicas
moleculares dirigidas (Steered Molecular Dynamics) para simular el anclaje de una
molécula de bisfenol (compuesto encontrado en contendedores plasticos de comida) al poro
del canal a través de una de sus fenestraciones. Los autores encontraron que la fenestracion
entre el dominio Il y IV constituye una via accesible de entrada a este ligando (O Reilly y
cols., 2012).

Por otra parte, la organizacion estructural de las subunidades § comprende a) un
dominio N-terminal extracelular inmunoglobulinico b) un dominio transmembrana y c) un
dominio C-terminal intracelular mas pequefio en comparacion con el dominio extracelular.
La familia de subunidades B de mamifero consiste de 4 miembros 1 a 4, codificados en
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los genes SCN1B a SCN4B. Se ha reportado splicing alternativo, especie-especifico para el
gen SCN1B que produce la variante B1A de aproximadamente 45kDa (Isom 2001).

El dominio inmunoglobulinico (lg) extracelular en los cinco isoformas de la
subunidad B es estructuralmente homdlogo al dominio de anticuerpos variable (\V-set) de la
superfamilia de inmunoglobulinas y a menudo se encuentra en las moléculas de adhesién
celular (CAM), esta caracteristica de las subunidades R del canal de sodio fue descubierta
siguiendo el andlisis de la secuencia de 32, revelando que su dominio extracelular contenia
un plegamiento Ig y una region extendida similar a la contactina, una CAM (Isom, 2001).

Se ha propuesto que la estructura plegada terciaria de la subunidad B1 es similar a la
proteina de mielina PO y ésta ha servido de molde para la generacion del primer modelo por
homologia publicado con el fin de detallar la asociacion funcional que B1 posee con
algunos canales de potasio (McCormick y cols., 1998; Nguyen y cols., 2012).

En el laboratorio de biofisica
cardiaca del Instituto de Fisiologia de la
Universidad Auténoma de Puebla se han
obtenido resultados experimentales sobre
la union de drogas (i.e. tolueno y
primaquina) empleando el modelo 3D del
canal de sodio, generado a partir del canal
de potasio MthK en estado abierto (figura
3). El modelo contiene los segmentos que
forman el poro del canal de la subunidad
o de la isoforma rNavl.4 la cual se
encuentra prominentemente en musculo
esquelético (Scior y cols., 2009; Salinas-
Stefanon y cols., 2011; 2012).

1.1.3 Filtro de Selectividad.

Fig 3. Modelo de poro del canal Navl.4 unido a El poro del canal esta formado por
primaquina. El modelo comprende los sementos héli
transmembrana S6 y las asas P formadoras del poro, en 2 a-hélices transmembrana (segmentos S5
representacion de listones. La molécula de primaquina (en Yy 86), conectadas por una asa extracelular
palos y esferas) bloguea el canal desde el vestibulo denominada asa P (re-entrante) de cada
extracelular. Se ilustra la superficie electrostatica (en un .. Lo
radio de 5A) alrededor de la primaquina en escala de color dOfT_]II’]IO. La seI_e,ct|V|d,ad de IOS_ canales de
coulombica. (tomado de Scior y cols., 2011). sodio por este ion estd determinada por 4
aminoacidos bien conservados en cada
dominio: I-Asp, 1I-Glu, 1lI-Lys y IV-Ala, éstos forman un anillo interno estrecho conocido
como el motivo DEKA, en la secuencia de la isoforma rNav1.4 éstos son D400, E755,
K1237 y A1529.La determinacion del filtro de selectividad asi como la del vestibulo
externo del canal se debe en gran parte a la alta afinidad y especificidad que presentan los
canales a las toxinas guanidinicas tetradotoxina (TTX) y saxitoxina (STX), éstas bloquean
anillo DEKA uniéndose a la boca externa del canal (Hille, 2001; Mantegazza y cols., 2010).
Interesantemente el canal de sodio puede volverse selectivo a calcio intercambiando los
aminoacidos en el anillo interno de la secuencia DEKA, en los cuatro dominios por su

contraparte EEEE (acidos glutdmicos) en canales de calcio (Hille, 2001).
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Existen también un par de residuos de aminoacidos cargados negativamente en
posiciones analogas en todos los dominios I-1V, éstos forman el anillo externo (EEMD) del
canal que sirven como el sitio receptor para TTX y STX y también desempefian un papel
importante en la selectividad en el poro externo de los canales de sodio. Los estudios de
Payandeh y cols., sobre el canal NavAb sugieren que el vestibulo extracelular del canal de
sodio (de aproximadamente 4.6 A?), puede acomodar un i6n de sodio con dos moléclulas
planares de agua (Catterall, 2012). Esta deshidratacion parcial es una de las diferencias méas
significativas con respecto a la ruta de permeacién que siguen los cationes en canales de
potasio y coincide con el modelo de 4 barreras y 3 sitios propuesto inicialmente por Hille
(Hille 2001).

Dentro de las isoformas del canal, es una tirosina o una fenilalanina situada en el
dominio DI a dos posiciones anteriores al acido glutdmico del filtro DEKA la responsable
de conferir sensibilidad a TTX. La isoforma cardiaca del canal de sodio es relativamente
insensible (posee 200 veces menos afinidad) a TTX debido a que posee una cisteina en esta
posicion, otros canales de sistema nervioso periférico al presentar una serina, poseen
incluso menor afinidad por ésta toxina (Hille, 2001).

La estructura del poro del canal es considerada estatica en comparacion con la de las
asas, cuya organizacion es asimétrica y cuya dinamica en el mecanismo de compuerta
posee una escala de tiempo del orden de milisegundos. De acuerdo a estudios de
mutagénesis, se cree que el asa del poro del dominio Il se encuentra mas superficial, el
dominio Iy Il en un lugar intermedio y el dominio IV més interno. Esto se ha determinado
haciendo uso de la propiedad del cadmio, dependiente de voltaje, que al unirse a un residuo
mutado en cierta posicion de cisteina bloquea el canal, aportando informacion sobre el
grado de exposicion de tal posicion en cada dominio (Catterall, 2000).

1.1.4 Activacion.

En el segmento S4 de cada domino, se encuentran aminoacidos cargados
positivamente (argininas y lisinas), cada tres posiciones, los cuales son responsables de la
iniciacion de la activacion del canal al desplazar sus cargas a través de la membrana hacia
el espacio extracelular, en respuesta a cambios en el campo eléctrico de la membrana
(despolarizacién). Hirschberg y cols., (1995) sugieren que aproximadamente 12 cargas
eléctricas en el canal se mueven a través de la membrana durante la activacion (Catterall,
2001).

La hipdtesis de Catterall y cols., (1986; 2000), sobre la base molecular de la
dependencia de voltaje, propone que el campo eléctrico interno cerca de la membrana, al
ser negativo, atrae fuertemente los segmentos S4 que se encuentran cargados positivamente
forzandolos hacia adentro de la célula, éstos residuos cargados de S4 son estabilizados en el
ambiente transmembrana, al interactuar con aminoacidos cargados negativamente en
segmentos adyacentes, altamente conservados en canales iénicos (Catterall, 2012).

La despolarizacion de la membrana favoreceria el movimiento de los segmentos S4
hacia afuera, iniciando un cambio conformacional que abriria el poro. Yang y Horn (1995)
han reportado evidencia del desplazamiento de S4 hacia afuera por medio de la sustitucion
de reactivos sulfidril cargados, midiendo la tasa de reaccion en funcion del potencial de
membrana, se observa en particular una mayor accesibilidad al exterior de 3 cargas situadas
en el segmento S4 del dominio DIV durante la despolarizacién (Sheet y cols., 2003;
Catterall y cols., 2005). Subsecuentes estudios de fijacion de voltaje, de fluorecencia y de
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modelaje molecular apoyan el modelo de hélice corrediza (sliding-helix), mostrando que el
segmento S4 se mueve a través del campo eléctrico transmembranal, a una distancia de
aproximadamente 5 A con respecto al sitio hidrofébico de la membrana (Catterall, 2012).

1.1.5 Inactivacion.

Para transmitir informacion a través del disparo repetitivo de potenciales de accién
en circuitos neuronales y el control de la excitabilidad en células musculares y nerviosas se
requiere de una inactivacion y recuperacion rapida de los canales de sodio. Por lo que éstos
se abren en respuesta a depolarizaciones e inactivan en un rango de 1 a 2 ms (Catterall
2012).

Un modelo cominmente aceptado de la inactivacion del canal de Na+, propone que
el asa intracelular que conecta el dominio Il y el IV, constituye la compuerta de
inactivacion, doblandose hacia el extremo de salida, bloqueando el poro desde dentro
durante despolarizaciones sostenidas, gracias a un par de residuos de glicina que actdan a
manera de bisagra (Catterall 2001;2012).

Los residuos de lIsoleucina, Fenilalanina y Metionina (IFM), situados entre el
segmento S6 y S1 juegan un papel critico en este tipo de inactivacion rapida “clasica”
(West y cols., 1992; Catterall 2001) (fig 3). Mediante métodos multidimensionales de
resonancia magnética (NMR), se ha determinado la estructura tridimensional de la porcion
central de la compuerta de inactivacion. Esta se compone de un o hélice flanqueada por dos
giros, donde el segundo de ellos contiene el dominio IFM; la metionina se encuentra
interactuando con dos residuos de tirosina del a hélice, lo que produce que la fenilalanina
se encuentre expuesta al solvente sugiriendo que éste residuo es el que ocluye el poro
durante la inactivacion (Rohl y cols., 1999).

El dominio receptor para la compuerta de inactivacion incluye también aminoacidos
hidréfobos situados en el extremo intracelular del segmento S6, del dominio IV y el asa
intracelular que conecta el segmento S4 al S5 del dominio I11'y el S4 al S5 del dominio IV.
(Catterall, 2001).

Aunque se ha argumentado que la mutacion de éstos 3 residuos (IFM) por
glutaminas QQQ elimina la inactivacion del canal (Catterall y cols., 2005; Hille 2001),
experimentos realizados en el laboratorio de biofisica de la Universidad Auténoma de
Puebla indican que la delecion del dominio IFM no elimina por completo la inactivacion
del canal. El canal sodio Nav1.4 con la delecién de IFM, se recupera de la inactivacion
aproximadamente un 80% después de 5s al serle aplicado un pulso de -20mV (datos no
publicados).

El acople energético de la activacion con la inactivacion ha sido asociado con el
movimiento hacia el medio extracelular del segmento S4 del dominio IV, el cual es
propuesto como la sefial que inicia el proceso de activacion del canal y al mismo tiempo
pone en marcha el proceso de inactivacion (Chahine y cols., 1998). En particular, los
autores han mostrado que la neutralizacion de la arginina mas externa de S4 del dominio
IV, la cual estd asociada a paramiotonia congénita, afecta el acople entre activacion e
inactivacion en la isoforma Nav1.4 de humano y rata (Chahine y cols., 1994).
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1.1.6 Inactivacion Lenta.

A la inactivacion rapida le sigue un periodo refractario de milisegundos en el cual el
canal no puede volver a abrirse, sin embargo, este periodo puede durar mas tiempo (en la
escala de segundos a décimas de segundos) en respuesta a despolarizaciones de mayor
duracion, debido a cambios conformacionales en diferentes dominios que afectan el poro
del canal, constituyendo el tipo de inactivacion lenta (Hille, 2001). Este tipo de inactivacion
es estructural, farmacoldgica y cinéticamente distinta y se considera en general que la
inactivacion lenta involucra la parte exterior del poro. Varios estudios indican que la
inactivacion lenta contribuye a la regulacion del potencial de membrana, las propiedades de
disparo y la adaptacion de frecuencia de espigas. Dicha inactivacion lenta depende del
potencial de reposo asi como de la historia previa de disparos de potenciales de accion, por
lo que algunos autores argumentan que constituye un mecanismo de memoria molecular
(Vilin y cols., 2001; Ulbricht, 2005).

Las propiedades de la inactivacion lenta varian de acuerdo a la isoforma. En los
canales hNav1.5 es menor y posee una tasa mas lenta que en hNavl.4, en la cual su
probabilidad es mayor, por lo que podria jugar un papel importante en la fatiga muscular
del masculo esquelético. Yury y cols., han apoyado la idea de que la probabilidad de la
inactivacion lenta esté determinada por la mayor (en Nav1.4) o menor (Nav1.5) flexibilidad
del asa P en el DIl S5-S6. En particular encontraron que substituyendo V754 en hNav1l.4
por la isoleucina correspondiente (1891) en hNavl.5 produjo una inactivacion lenta de
estado estable indistinguible de la del canal hNav1.5 nativo (Vilin y cols., 2001).

1.1.7 Canalopatias.

Se ha descubierto un gran nimero de patologias asociadas a canales idénicos también
llamas canalopatias; entre las cuales destacan las enfermedades genéticas como las formas
hereditarias de paralisis periodica, arritmias cardiacas, epilepsia y dolor crénico. En la
mayoria de los casos, estas constituyen enfermedades génicas autosémicas dominantes en
las que las mutaciones causan una efecto tipo ganancia o pérdida de funcién a nivel
molecular y celular (Catterall, 2012). Un listado de algunas de las principales canalopatias
asociadas a cada isoforma se encuentra en la tabla 1.

Dependiendo del o6rgano al que afectan la canalopatias se dividen en: 1)
Canalopatias de sodio cerebrales, que esta asociadas los genes que codifican las isoformas
Navl.l, Navl.2, la subunidad Bl y Navl.6), éstas incluyen casos familiares de ataxia
(inhabilidad de coordinar movimientos voluntarios musculares), epilepsia y desordenes
epiléptico-convlusivos. 2) Canalopatias de sodio del musculo esquelético, asociadas al gen
de la isoforma Navl.4, incluyendo miotonias (contracciones involuntarias o espasmos
tonicos), sindromes de miastenia (debilidad muscular) y paralisis. 3) Canalopatias de sodio
cardiacas, asociadas a la isoforma Nav1.5 y Navl1.8 (recientemente identificada en tejido
cardiaco) que producen alteraciones en la conduccion ventricular. 4) Canalopatias de sodio
de nerivos periféricos, que incluyen mutaciones en las isoformas Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9,
se asocian a sindromes de dolor periférico (hiperalgesia) incluyendo dolor neuropatico e
inflamatorio (Savio-Galimberti y cols., 2012).

En el caso de las mutaciones de la isoforma Nav1.1, se han descrito mas de 200, las
cuales generan tanto ganancia, como pérdida de funcion, la mayoria de la cuales ejercen sus
efectos epileptogénicos al reducir las corrientes de sodio de neuronas GABAérgicas, éstas
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inhiben normalmente a otras neuronas a través de la liberacion del &cido gamma-
aminobutirico (GABA), la reduccion de corriente de sodio en neuronas GABAEérgicas
disminuye la liberacion de este neurotransmisor, lo que resulta en una pérdida de inhibicion
generalizada en el cerebro (Ragsdale y cols., 2008). Este tipo de canalopatias comprende
ataques epilépticos durante el primer afio de vida como la epilepsia mioclonica severa en la
infancia (SMEI) y el cribado genético de la isoforma Navl.1 se utiliza como herramienta de
diagndstico en nifios con ataques prematuros (Savio-Galimberti y cols., 2012).

Algunos grupos han reportado efectos de tipo ganancia de funcién
(hiperexitabilidad) a partir de mutaciones en la isoforma Navl.2, asociadas a ataques
epilépticos neonatales-infantiles benignos familiares (BFNIS). Dos de estas mutaciones
(R223Q y R1319Q) causaron corrimientos positivos de las curvas de activacion e
inactivacion (Scalmani y cols., 2006).

Liao y cols., también reportan una ganancia de funcion de dos mutaciones del canal
Navl.1l (co-expresado con las subunidades B1 y f2) las cuales aceleran la recuperacion de
la inactivacion rapida y alteran la dependencia de voltaje de activacion (Liao y cols., 2010).

Algunas mutaciones en el canal de sodio de musculo esquelético, alteran el
mecanismo de inactivacion rapida y/o lenta, produciendo canales hiperactivos, resultando
en los paramiotdnia congénita (PC) y paralisis periddica hipercalémica (HyperPP), dos de
las primeras canalopatias en ser descubiertas (Catterall. 2000). Aunque 4 de estas
mutaciones se ubican en el segmento S4 del dominio IV la mayoria se ubican en la
compuerta de inactivacion o en el dominio receptor para la compuerta de inactivacion del
canal.

Cabe mencionar que tres diferentes substituciones de la glicina 1306 de la isoforma
Nav1.4, rio arriba de la compuerta de inactivacion, ubicada en el linker intracelular entre el
dominio Il y DIV fueron descubiertas en pacientes con miotonia. Los registros
electofisioldgicos de células de musculo estriado de estos pacientes revelan un incremento
de la constante de inactivacion (t = 1.6-2.1 ms, Tt control = 1.2 ms). La disfuncién y la
severidad de la miotonia fueron correlacionadas con la longitud, ramificacion y carga de las
de la cadena lateral de las sustituciones de esta glicina (Lerche y cols., 1993).

Las isoformas Navl.7 y Navl.8 han sido propuestas como proteinas clave
relacionadas al procesamiento del dolor periférico y en el desarrollo del incremento a la
sensibilidad al dolor asociada a inflamacion y a dafio al tejido. Estas son dos de las
isoformas cuya asociacion a la subunidad B1 repercute en la cinética del canal.
(Vijayaragavan y cols., 2001).

Se considera que la isoforma Nav1.7 es la principal mediadora de la neuropatia en
este tipo de desérdenes, mientras que Nav1.8 esta involucrada en la mecanotransduccion de
dolor en articulaciones (Savio-Galimberti y cols., 2012).

Goldberg y cols.,(2007) han identificado mutaciones que truncan la proteina Nav1.7
en pacientes con indiferencia congénita al dolor, en 7 paises diferentes. En esta condicién,
mutaciones en ambos alelos del gen que codifica para el canal Navl.7 (e.g. R277X,
Y328X, W897X) producen un efecto tipo pérdida de funcién al truncar la proteina que
codifica para este canal, originando en el individuo la incapacidad de percibir los estimulos
dolorosos, sin ninguna otra disfuncion simpatica aparente. Debido a esto, se ha propuesto
que farmacos inhibidores selectivos para Navl.7 constituirian analgésicos ideales
(Cummins y cols., 2007; Goldberg y cols., 2007; Lampert y cols., 2010).
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Por otro lado, 3 mutaciones que producen ganancia de funcion, de esta isoforma
estdn asociadas a la eritromelalgia heredada, la cual se caracteriza por dolor urente,
elevacion de la temperatura de la piel, excesiva vasodilatacion, y dolor crénico en pies y
manos. Estas mutaciones bajan el umbral de activacion del canal, la expresion de los
mutantes puntuales de Nav1.7: F1449V, L858H y A863P en neuronas de la raiz del ganglio
dorsal bajan el umbral de corriente del potencial de accién e incrementan el nimero de
potenciales de accidn en respuesta a estimulos causando hiperexcitabilidad (Dib-Hajj y
cols., 2009).

Otras 8 mutaciones en los linkers intracelulares entre los dominios Il y DIV de
Navl.7 estan asociadas al trastorno de dolor extremo paroxistico (PEPD), caracterizado por
dolor intenso durante el movimiento intestinal en regiones perianales, en infantes que con la
edad incluye dolor manidular. Estas mutaciones también producen hiperexcitabilidad y
reducen la inactivacion rapida, sin afectar la activacion. Sin embargo la mutante 11461T
induce un corrimiento de la curva de conductancia hacia voltajes despolarizantes, mientras
que los mutantes A1632E, 11461T, T14641, y M1627K producen un corrimiento hacia la
derecha de la curva de inactivacion de estado estable (Fertleman y cols., 2006; Estacion y
cols., 2008 Savio-Galimberti y cols., 2012).

Los efectos de la mutante de Nav1.7: A1632E, asociada a un fenotipo clinico con
caracteristicas de eritromelalgia y PEPD se consideran de tipo ganancia de funcion
causando hiperexcitabilidad. Sin embargo la inacitavion rapida del mutante es
significativamente més lenta e inclompleta en un rango de voltaje de -30 a +40 mV, al igual
que la recuperacion de la inactivacion, a -100, -80 y -60 mV (Fertleman y cols., 2006).

Cabe mencionar que, a diferencia de los pacientes con eritromelalia heredada, para
los cuales no hay tratameitno farmacoldgico, los pacientes con PEPD responden
favorablemente al ser tratados con carbamazepina (Dib-Hajj y cols., 2009).

La mutacion R125C del gen ScnlB (que codifica para la subunidad B1) ha sido
identificada en un paciente como la causa autosomal recesiva del sindrome de Dravet,
conocido también como epilepsia severa mioclonica de la infancia, tal mutacion disminuye
significativamente la expresion de la proteina en la superficie de células de mamifero, sin
embargo los autores observan que si R125C si consigue expresarse, ésta es capaz de
modular la corriente de Nav1.2 tal como el fenotipo nativo de B1 lo hace (Patino y cols.,
2009). El sindrome de Dravet, caracterizado por convulsiones y disfuncién cognitiva,
también est4 asociado a mutaciones en el gen ScnlA (gen de Navl.1l) (Bender y cols.,
2012).

1.1.8 Neuromodulacion

En preparaciones sinaptosomicas se ha encontrado que los canales de sodio reducen
su conductancia al ser fosforilados por kinasas dependientes de AMPc. Los picos de
corriente de sodio también se reducen al activarse receptores del tipo D1 junto con su
consecuente cascada de sefializacion de AMPc. Tal modulacion se debe principalmente a la
fosforilacion de una serina y al anclaje de la PKA cerca del canal a traves de una proteina
AKAP-15 (Catterall, 2000).

Adicionalmente, los canales de sodio son fosforilados por la PKC, por lo que la
activacion de los receptores muscarinicos resulta en la desaceleracion de la inactivacion y
la reduccion del pico de corriente, la primera producto de la fosforilacion de un residuo

17



18

situado en la compuerta de inactivacidn y la segunda debido a la fosforilizacion de sitios en
el asa intracelular entre los dominios DIy DIl (fig 2).

1.1.9 Caracteristicas Farmacologicas.

Diversas toxinas bioldgicas producidas por animales y plantas, ejercen su efecto
toxico, modificando las propiedades de los canales de sodio. De acuerdo a como alteran la
funcién del canal de Na+, las toxinas se clasifican en: a) toxinas bloqueadoras del poro; b)
toxinas que modifican la compuerta de activacion uniéndose a sitios intramembranales y c)
toxinas que modifican la compuerta de inactivacion uniéndose a sitios extracelulares
(Marban y cols., 1998).

Entre estas toxinas se incluyen las guanidinas heterociclicas solubles en agua:
tetrodotoxina (TTX), la cual se encuentra en el pez globo, en moluscos, cangrejos, pulpos y
ranas, y la saxitoxina (STX), que se obtiene de un dinoflagelado marino; los compuestos
policiclicos solubles en lipidos: veratridina (alcaloide de Liliaceas), aconitina (proveniente
de plantas del género Aconitum) y batracotoxina (BTX) (toxina de la piel del sapo
Phyllobates aurotaenia); y los polipéptidos de bajo peso molecular como los aislados del
veneno del escorpion y de la anémona de mar (e.g. antopleurina Ay B, ATX Il) (Marban y
cols., 1998).

Como se habia mencionado antes las toxinas TTX y STX acttan en la superficie
extracelular del canal, y ambas bloguean su activacion, al igual que la p-conotoxina, la cual
es un inhibidor competitivo de la union de STX a los canales de sodio musculares, pero no
de la isoforma neuronal. Estas tres toxinas comparten el sitio de union 1 (Cruz y cols.,
1985; Wingerd y cols., 2012).

El sitio de union 2 se enceuntra entre segmentos transmembranales del canal y las
toxinas cuyo que se unen en este sitio, poseen en términos generales el efecto opuesto, es
decir prolongan la actividad del canal de sodio y reducen la selectividad. Como la vera-
tridina (de las hierbas liliaceas del género Veratrum), y de origen animal, la batracotoxina
la cual se encuentra en ranas del género Phyllobates y Dendrobates, aunque en realidad es
producida por coledpteros Melryda. (Tikhonov 2008; Wingerd y cols., 2012).

Se ha propuesto que estas toxinas se unen preferencialmente a la conformacion
activada del canal dejandolo en el estado abierto (Salceda y Ortega, 2009). Por ejemplo la
veratridina, que es una mezcla de varios alcaloides neurotdxicos, activa al canal al
disminuir el potencial de membrana, lo cual provoca su apertura, es decir, cambia la curva
de activacion y hace mas lenta la inactivacion (Tikhonov 2008).

El sitio de unién 3 estd caracterizado por la union de toxinas polipeptidicas
animales, de escorpiones del norte de Africa, anémonas marinas, algunas especies de arafia
y al menos, de una avispa. Estas toxinas prolongan el potencial de accion de neuronas y
células musculares al bloguear o enlentecer la inactivacion del canal (Salceda y Ortega,
2009).
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Fig 4. Sitios de union de ligandos
al canal de sodio. La tetradotoxina bloquea
el canal caracterizando al sitio 1. Las toxinas /—\
de escorpion aScTx y de anémona ATX I se
unen al sitio 3 en la porcién extracelular. La
toxina de escorpion  ScTx al sitio 4, al sitio
6 se une la atracotoxina 6Tx V1 de la araia
de Sidney de tela de embudo. El insecticida
natural piretro se une al sito 7. La
brevetoxina derivada de dinoflagelados se
une al sito 5, el sito 2 es caracterizado por la { ——
union de la toxina de plantas lilaceas =
veratridina 'y la batracotoxina BTX
encontrada en ranas de la familia
dendrotatidae (Rogers y cols., 1996).

Extraceliuar side — Intracellutar side
“Membrane -

Las toxinas de escorpion y
anémona poseen de 40 a 80
residuos, aunque se  han
encontrado una toxina de
anémona con apenas 27 residuos
(ATX-I1I, de Anemonia sulcata), asi como varias toxinas de escorpion con 30-40 residuos.
Estas disminuyen la velocidad del proceso de inactivacion, por lo que mantienen durante
mas tiempo la corriente de sodio que se produce por la accién del estimulo eléctrico
(Salceda y Ortega, 2009).

Al sitio 4, se unen las toxinas B de escorpiones americanos, como los del género
Centruroides. Estas péptidos desplazan la dependencia de voltaje del mecanismo de
inactivacion hacia potenciales mas negativos, induciendo actividad neuronal espontanea. Su
unién al canal es independiente del potencial de membrana y en al caso de la isoforma
neuronal Navl.2 el residuo G845 en el DIl juega un papel clave para la unién, junto con
algunos otros residuos extracelulares como E779 en el lazo extracelular 11S1-S2, E837 y
L840 en el lazo extracelular de 11S3-S4, los cuales al ser mutados, reducen al afinidad del
canal a las toxinas B de escorpion (Salceda y Ortega, 2009).

El sitio 5 constituye un dominio hidrofobico al cual se unen algunas toxinas
producidas por dinoflagelados (organismos unicelulares que forman parte del plancton
marino) como las brevetoxinas (PbTxs) y las ciguatoxinas (CTXs) liposolubles, aisladas de
los dinoflagelados Ptychodiscus brevis (organismo asociado a las mareas rojas) vy
Gambierdiscus toxicus (relacionado con la intoxicacién por la ingesta del pez del arrecife
conocida como ciguatera). Estas toxinas cambian el umbral de activacion hacia potenciales
mas negativos y modifican la activacion e inactivacion. La gran diferencia con respecto a
las anteriores toxinas es que éstas se unen al canal cuando éste esta cerrado, modificando la
reactivacion del canal inactivado, en tanto que la PbTx-3, induce estados de preapertura,
generando diferentes estados de apertura. El sitio receptor 5 comprende una parte de los
segmentos S5-S6 del dominio IV (Salceda y Ortega, 2009).

Los farmacos antiarritmicos, anticonvulsivos y anestésicos locales, comprenden
una familia de inhibidores de canales de sodio que comparten similitudes quimicas y
estructurales. En general estos son moléculas liposolubles catidnicas (a pHs fisioldgicos),
eficaces en el tratamiento de desordenes de hiperexitabilidad debido a su inhibicién
preferente a canales en estado inactivado (Ahern y cols., 2008).
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Los anestésicos locales bloquean la corriente de sodio, al disminuir la excitabilidad
celular y son utilizados en la clinica para tratar sintomas asociados a enfermedades del
musculo esquelético, como las miotonias. Los anestésicos locales como la lidocaina y
benzocaina y las drogas antiarritmicas de clase | como mexiletina, disminuyen la
excitabilidad de las membranas bioldgicas, bloqueando canales de sodio, éste puede ser
tonico o fasico (dependiente de uso). Se cree que ingresan al canal por la parte intracelular
y se unen al poro interno del canal, aunque también pueden unirse al canal abierto, su sitio
de union al estado inactivado es de alta afinidad y precisa de 2 aminoacidos F1764 y Y1771
(en el dominio DIVSS, en la isoforma Navl1.2) o F1579 y Y1586 (en Navl1.4). (Catterall,
2000; Ahern y cols., 2008).

1.1.10 Subunidades .

Todas las subunidades [ poseen un dominio inmunoglobulinico extracelular
estructuralmente homologo al dominio variable de la superfamilia 1g a la que pertenecen las
moléculas de adhesion celular (CAMs). Las inmunoglobulinas o anticuerpos, estan
formadas por 4 cadenas polipeptidicas en forma de Y, dos cadenas ligeras (L) idénticas
(240 aa aprox.) y dos cadenas pesadas (H) idénticas (440-600 aa aprox.), cada tipo de
cadena presenta un dominio constante C-terminal y uno variable N-terminal (V-set), el
domino variable en ambas cadenas constituye el sitio de union al antigeno (dos de éstos en
cada inmunoglobulina) (Hawkins, 1982).

La subunidad B1 fue aislada y caracterizada por primera vez por Isom y cols., en
1992, codificada en el gen SCN1B, en la rata presenta otra variante (por splicing
alternativo) B1A. Se cree que ésta es producto de la aparente retencion de un intron, y es
homdloga a B1 solo en cuanto al dominio inmunoglobulinico, sin embargo B1A solo se
expresa durante el desarrollo embrional, su expresion disminuye después del nacimiento y
coincide con el inicio de la expresion de B1. No obstante B1A se ha inmunolocalizado en
corazén y en el ganglio de la raiz dorsal de rata adulta. Esta variante presenta una mayor
extension que B1, su extremo amino terminal y el pliegue inmunoglobulinico son idénticos
sin embargo su dominio extracelular juxtamembranal al igual que su dominio
transmembrana e intracelular COOH terminal, son significativamente diferentes al de p1
(Kazen-Gillespie y cols., 2000).

De manera similar la variante por splicing alternativo del gen SCN1B del humano,
B1B es producida por retencion del intron 3. Sin embargo, el carboxilo terminal de 1B
comparte menos del 33% de identidad con la proteina B1A de rata. Las subunidades B1 y B3
se asocian no-covalentemente a la subunidad o, mientras que las subunidades B2 y B4 se
encuentran unidas covalentemente a la subunidad o mediante un puente de disulfuro
(Brackenbury e Isom, 2008).

La subunidad B1 también establece asociaciones heterofilicas con varias moléculas
inmunoglobulinicas de adhesion celular, como la N-cadherina, contactina, neurofascina-
155 neurofascina-186, NrCAM y B2 (Isom, 2001).

El grupo de Isom sugiere que el reclutamiento de ankirina que resulta de la adhesion
B1-B1 depende de la fosforilacion del sitio Y181. Sobresale el hecho de que un mutante de
B1 que “imita” el estado de fosforilizacion, Y181E no recluta ankirina y no modula la
cinética de la corriente de sodio, aunque la interaccion a-f se conserva (Patino e Isom,
2010).
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1.1.11 Modulacién de la corriente de sodio por la subunidad 1.

Cuando la estructura primaria y la expresion funcional de la subunidad B1 fue
publicada por Isom y cols., (incluyendo a Goldin y Catterall en 1992), reportaron que la
coexpresion de subunidades Bl con subunidades a, incrementa el tamafio del pico de
corriente de sodio, acelera su inactivacion y modifican la dependencia de voltaje de
inactivacion hacia potenciales de membrana mas negativos, (Isom, 1992).

La hipotesis de mayor aceptacion, propone que la subunidad B1 estabiliza a la a en
una conformacién que inactiva y recupera (gating) en modo rapido. En la ausencia de B1, la
subunidad a puede fluctuar entre dos conformaciones, resultando en un modo rapido y uno
lento de gating. B1 podria alterar el equilibrio entre estos dos estados, favoreciendo el modo
rapido de gating. Esto explicaria porque ambos modos son evidentes cuando solo la
subunidad a es expresada en ovocitos de Xenopus, pero el modo de gating rapido prevalece
cuando la subunidad B1 es coexpresada (Bennett y cols., 1993).

En general, la co-expresion de la subunidad 31 con varias isoformas de la subunidad
a de vertebrados acelera la inactivacién, cambia la dependencia de voltaje de inactivacién
de estado estable y aceleran la recuperacion de la inactivacion (Patton y cols., 1994; Chen y
Cannon 1995; Makita y cols., 1996; Vijayaragavan y cols., 2001; Spampanato y cols.,
2004; Tan y cols., 2011). La figura 5 muestra la modulacion que ejerce esta subunidad
sobre la subunidad o d ela isoforma de musculo esquelético (antes conocida como pl, ahora
denominada Nav1.4).
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Las isoformas de la subunidad o canal de sodio de cerebro, musculo esquelético y
de cardiomiocito, son moduladas en ovocitos de rana por la subunidad 1, pero no por la
subunidad 2. La secuencia de rata para B1 es un 19% idéntica (y 35.5% similar) a 2

Ademas, se ha observado que el dominio extracelular de B1 es esencial para esta
modulacion (Chen y Cannon 1995; Makita y cols., 1996; McCormick y cols., 1998;
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McCormick y cols.,1999). Mediante estudios con quimeras de ambas subunidades Zimmer
y Benndorf, concluyen que el dominio extracelular de B1 es suficiente para modular el
canal Nav1.2 pero no el Navl.5 (Zimmer y Benndorf, 2002). Aunque algunos autores
sugieren que la subunidad 1 contiene multiples dominios de interaccion con las
subunidades a, intra y extracelulares (Spampanato y cols., 2004; McEwen et al., 2004). Sin
embargo la asociacion funcional intracelular de al menos la isoforma Nav1.2 se lleva a
cabo indirectamente a través de la union de ambas a la ankirina G, cual también interactua
con el citoesqueleto (McEwen et al., 2004; Brackenbury e Isom 2008).

En la tabla 1 (pag 24), se lista las referencias de los estudios donde se ha encontrado
un papel funcional de B1 en la modulacion de la corriente de sodio, el tipo de tejido en
donde cada isoforma se expresa, asi como las principales canalopatias asociadas. Cabe
notar el hecho de que la evidencia de la modulacion de la isoforma Navl1l.4 es
particularmente consitente.

Spampanato y cols., encontraron que la subunidad f1 modula la dependencia de
voltaje de inactivacion (pero no de activacion) de la isoforma Navl.l, acelera la
recuperacion de la inactivacion y reduce la acumulacion de inactivacion ante la aplicacion
repetida de pulsos a 39Hz. La co-expresion de B1 en ovocitos de rana indujo un corrimiento
de la curva de inactivacion de estado estable hacia potenciales mas hiperpolarizantes.
Ademas, tal efecto es disminuido al co-expresar el mutante de Navl1.1: D1866Y, tal sitio se
encuentra en el asa C-terminal, intracelular del dominio DIV (Spampanato y cols., 2004).

Otros estudios electrofisiol6gicos con quimeras de las isoformas Nav1.4/Nav1.5 del
canal sugieren que la modulacion se debe a la asociacion molecular de dominios
extracelulares de ambas subunidades (Makita y cols.,1996; Qu y cols., 1999; McCormick y
cols., 1999). McCormick y cols., observaron que al coexpresar la subunidad a con una
proteina quimérica que posee el dominio extracelular de f1 unido a un anclaje lipido de
glicofosfatidilinositol  (GPI) (un glicolipido involucrado en la modificacion
posttranscripcional de algunas proteinas), los efectos de la cinética del canal eran los
mismos que cuando se expresaba la subunidad 1 intacta (McCormick y cols., 1999).

Sin embargo, la insercion y anclaje a la membrana parece ser indispensable, ya que
Meadows y cols., encontraron que el mutante B1stop, en células CHL, el cual presenta una
delecion de 34 aminoéacidos (a partir de 1166) en el dominio C-terminal intracelular,
presenta pérdida de modulacion y en ovocitos de Xenopus requiere de la sobre expresion
(x10000) para ver restablecida su funcion. Ademas de que no resulta posible la co-
inmunoprecipitacion de la subunidad o y Blstop (Meadows y cols., 2001).

Makita y cols., (1996) disefiaron quimeras de las asas extracelulares de la subunidad
a de las isoformas de rata Nav1.5 y Navl.4. Mutando sistematicamente cada asa S5-S6 de
cada dominio y registrando su respuesta en la cinética de la Iy, ante la coexpresion de la
subunidad B1, proponen que las asas del dominio DI y DIV estdn predominantemente
implicadas en la interaccion a-f1 que subyace al efecto electrofisioldgico tipico de B1 sobre
el canal. En particular sus resultados parecen sugerir que el comportamiento cinético tipico
que BI1 induce en el canal de sodio solo precisa que el canal exprese un fragmento
extracelular de 145 aminoacidos del dominio DI y un fragmento de 62 aminoéacidos del
DIV de la secuencia de la subunidad a de la isoforma Nav1.4 (Makita y cols., 1996).
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McCormick y cols., también hallan que, el dominio intracelular, no es esencial para
que B1 module el canal, truncando la proteina, pero procurando mantener su orientacion en
membrana. Ademas, este estudio, incluye el registro de diferentes proteinas Bl con
deleciones y sustituciones por alaninas, en el cual se identifican 3 residuos acidos (E23,
E25, E27), los cuales, al ser neutralizados, reducen la modulacion de la tasa de
inactivacion, sin afectar la asociacion del mutante con la subunidad a, ni su efecto en la
recuperacion de la inactivacion (McCormick y cols., 1998).

De acuerdo con esta idea, posteriores registros de corrientes persistentes con
quimeras B1\B4, sugieren que el dominio intracelular de B1, no necesita interactuar
directamente con el C-terminal de la subunidad o ni con la compuerta de activacion rapida
(dominio citoplasmico DIII-DIV), en lugar de esto, el dominio extracelular (y quizés el
transmembrana) de P1, podria estabilizar alostéricamente al canal en estados no
conductivos (Aman y cols., 2009).

Qu y cols., mediante el uso de quimeras Nav1.2/Nav1.5 observaron que al sustituir
el segmento 1VSS2-S6 (GLLAPILNSG PPDCDPEKDH PGSSVKGDCG NPS) de Nav1.2,
por el correspondiente en Nav1.5, se producia un canal que no aceleraba su mecanismo de
compuerta en respuesta a la presencia de la subunidad B1, lo que sugiere, que la sustitucién
de esta region, reduce la afinidad de la subunidad a por la de Bl. Sin embargo, esta
reduccion del efecto de B1, pudo ser parcialmente compensado al expresar altos niveles de
esta subunidad en ovocitos, por lo que es probable que la sustitucion adicional de una
region en DIS5-S6, sea necesaria para abolir los efectos de p1 por completo (Qu y cols.,
1999).

La transfeccion de RNAc de la subunidad o Nav1.4 en ovocitos de X. laevis muestra
una fraccion de canales mayor que poseen una constante de inactivacion hasta 10 veces mas
lenta en células embrionarias de rifion humano (HEK-293). Este comportamiento
comportamiento cinético es similar al observado en preparaciones nativas, lo que indicaria
que la subunidad B1 se expresa endogenamente en células de mamiferos. En efecto, Moran
y cols., detectaron la presencia de mRNA de la variante por splicing 1A en células HEK-
293, en realidad los autores detectaron el DNAc codificado en las primeras 400 pares de
bases del gen de B1, la cual, se propone se ensambla al canal acelerando su inactivacion, en
especial considerando que la regién funcional putativa, el dominio extracelular N-terminal
de B1 (de 142 residuos) estd bien conservado en esta variante de splicing (Moran y cols.,
2000). Por lo tanto la expresion en ovocitos de rana resulta especialmente (til el estudio de
la estructura-funcion de la interaccion a-f1 del canal de sodio.

Otros estudios indican que las subunidades del canal de sodio también pueden
interactuar con sus porciones intracelulares en algunas isoformas. La mutacion D1790G (en
un dominio intracelular de Navl.5), estd implicada en el sindrome de QT largo tipo 3
(LQT-3), y se ha sugerido que interrumpe la interaccion a-f3 cuando se expresa en células
HEK (An y cols., 1998). Aunque la relevancia funcional de tal evento, en cuanto a la
cinética de la corriente no es claro, efectivamente, se ha descrito que dominios
intracelulares de B1 establecen complejos de asociacion con el citoesqueleto, reclutando
ankirina y RPTPp (protein tirosin fosfatasa parecido a receptor).

Se argumenta que Bl y B2, al igual que otras CAMs (moléculas de adhesion
celular) de la familia L1, establecen interacciones trans-homofilicas (entre proteinas
iguales, pero en otra célula) las cuales ponen en marcha un mecanismo de transduccion de
seflales causando que sus dominios intracelulares recluten ankirinag, finalmente
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promoviendo la agregacion celular en nddulos de Ranvier y terminaciones axonales de
mamiferos (Isom, 2001).

En la inactivacién répida, se ha observado que el efecto de B1 sobre la inactivacion

lenta no depende del dominio citoplasmico de B1 y la mutacion C121W (la cual, afectaria
decisivamente la topologia inmunoglobulinica extracelular de 1), afecta la capacidad que
B1 tiene para evitar que el canal entre en este estado prolongado de inactivacion. La
conclusién de los autores, después de expresar un mutante de la subunidad a, deficiente de
inactivacion rapida, es que la subunidad B1 probablemente ejerce sus efectos en el canal

Tabla 1. Distribucion, modulacion por la subunidad B1 y canalopatias asociadas de las 4 isoformas de mamifero del canal de

sodio. Modificado de Savio-Galimberti y cols., 2012.

Subunid Gen Expresion TTX Evidencia de Canalopatias asociadas Referencias
ad a ECso modulacién de la
corriente por 1
Nav1.1 SCN1A Sistema nervioso 6nM Smith y Goldin. (1998). Sindromes epilépticos Fukuoka y cols.
central (SNC) y Spampanato y cols. heredables (e.g.GEFS, (2008),
periférico (SNP), (2004). Dravet, West,), migrafia y Spampanato y
células de la raiz del autosimo familial. cols. (2004),
ganglio dorsal (DRG) Ragsdale cols.
y tlbulos T in (2008), Dichgans
miocitos. y cols. (2005),
Navl.2 SCN2A SNC, axones 12nM Isomy cols. (1992), Sindromes epilépticos Scalmani y cols.
amielinicos y pre- Patton y cols. (1994) heredables. (2006).
mielinicos
Nav1.3 SCN3A SNC embrional y 4nM Tany cols., (2011) Contribuidor potencial a Hains y cols
miocitos cardiacos. dolor neuropético posterior (2003).
a lesiones espinales.
Navl.4 SCN4A | Mdsculo esquelético 5nM Cannon y cols. (1993), Pardlisis periddica Cannon (1997)
Tong y cols. (1993), hipercalémica (Hyper PP),
Wallner y cols. (1993), paramiotonia congénita
Makita y cols. (1996), (PC), miotonia agravada
Viliny cols. (1999). por potacio, sindrome
miasténico suceptibilidad a
hipertermia
Navl.5 SCN5A Miocitos cardiacos, 2-6uM Sindrome de QT largo Wang y cols.
musculo inmaduro o Resist. | Sin modulacién: Makitay | congénito, de Brugada, de (1995), Cheny
denervado y algunas cols. (1996), Viliny cols. | muerte infantil repentina, cols. (1998),
neuronas de SNC. (1999). otras arritmias. George (2005).
Navl.6 SCNB8A SNC (hipocampo, 1nM Tany cols., (2011), Zhao Ataxia cerebelar y Kohrman y cols
células Purkinje, y cols. (2011). enferemedad de las placas | (1996), Burgess y
astrocitos), células motoras terminales en cols (1995).
DRG y de Schwann, ratones.
tibulos T in miocitos.
Nav1.7 SCN9A Todo tipo de 4nM Vijayaragavan y cols. Indiferencia congénita al Lampert y cols.
neuronas DRG y (2001). Farmer y cols. dolor (CIP), eritromelalgia (2010)
simpaéticas, células de (2012) familiar primaria, desorden
Schwann y paroximal de dolor
neuroenddcrinas. extremo (PEPD)
Nav1.8 | SCN10A Células DRG, 60mM Vijayaragavan y cols. Sindromes de dolor Chambers y cols.
corazén humano y resistent | (2001), Vijayaragavany | periférico y alteraciones de (2010),
neuronas e cols (2004), Zhao y cols. conduccién ventricular. Sotoodehnia y
intracardiacas. (2011), Wilson (2011) cols. (2010).
Nav1l.9 | SCN11A | Neuronas tipo Cen 40mM N/A Dolor episodico autosomal Zhang y cols
células DRG Resist. dominante y sindromes (2013)

(nocicepcion).

hiperalgésicos
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mediante la interaccion con las asas extracelulares del poro de o (Webb y cols., 2009).
1.1.12 Modulacién Farmacoldgica de la Subunidad p1.

La afinidad y eficacia de algunos inhibidores de los canales de sodio son alterados
por los niveles de expresion de las subunidades f1 (Uebachs y cols 2004; Wilson y cols
2011).

La respuesta del canal a drogas moduladoras de relevancia clinica (como lidocaina y
carbamazepina), consiste en una inhibicion compleja de la corriente de sodio, produciendo
bloqueo ténico y fasico (dependiente de uso), que generalmente involucra cambios hacia
potenciales negativos; lo que indica que estos se unen con mayor afinidad al estado
inactivado de los canales. En general, éste tipo de farmacos, presentan diferencias sutiles en
sus efectos sobre diferentes isoformas del canal de sodio (Cummins y cols., 2007). El sitio
de union de los anestésicos locales (e.g. benzocaina, lidocaina, etidocaina), se encuentra en
el poro interno del canal de sodio e involucra principalmente (en Nav1.4) a la F1579 en el
DIVS6, L1880 en el DIIIS6, Y1586 en el DIVS6 y N434 en el DIS6 (Lipkind y Fozzard
2005).

Por otra parte, los anticonvulsivos (e.g. carbamazepina, fenitoina y lamotrigina)
aunque diferentes estructuralmente, a los anestésicos locales, interactian con algunos de los
aminoéacidos con los que éstos interactlan. La accion de las drogas anticonvulsivas se lleva
a cabo desde el exterior celular, a diferencia de los anestésicos locales cuya accion es desde
el compartimento intracelular (Lipkind y Fozzard y cols., 2010).

Incluso los antidepresivos triciclicos (como la imipramina), de la misma forma que
los anticonvulsivos y anestésicos locales ejercen un tipo de blogueo similar dependiente de
uso, el cual estd implicado en el control del dolor. La evidencia apunta a que
carbamazepina, lidocaina e imipramina se unen a un sitio comun en el canal de sodio con el
motivo aromatico, que estos compuestos comparten (Yang y cols., 2010).

Algunos experimentos sugieren que la subunidad f1 modifica no solo las
propiedades biofisicas del canal de sodio, sino también sus propiedades farmacoldgicas, en
especifico su respuesta a anticonvulsivos. Se ha observado que la mutacion C121W, en B1,
asociada a epilepsia generalizada con episodios febriles (GEFS+) en el gen SCN1B, reduce
el bloqueo inducido por fenitoina en células que expresan el canal Nav1.3 (Lucas y cols.,
2005).

Ademas, estudios en ratones knock-out de SCN1B, indican que la sensibilidad del
canal a carbamazepina, depende de la presencia de 1 (Uebachs y cols., 2010). Los autores
observaron que la carbamazepina induce un incremento paraddjico de las corrientes de
sodio persistentes en ratones knock-out SCN1B, lo que resulta en una reduccién del blogueo
de disparo repetitivo en neuronas Scnlb null. Sin embargo, esto no sucede al aplicar
lacosamide, un nuevo agente antiepeléptico. (Uebachs y cols., 2012).

La co-expresion individual de la subunidad 1, ademas de modular la corriente de
sodio de canales Nav1.8, incrementa la Ko, del bloqueo producido por la conotoxina pO-
MrVIA/B, la cual posee propiedades analgésicas, afectando fuertemente la afinidad de ésta
por el canal. Los autores proponen que este hecho podria abrir la puerta al disefio de
estrategias para la utilizacion terapéutica de esta conotoxina, ademas de que el uso de ésta 'y

25



26

otros compuestos moduladores podria permitir la evaluacion funcional de la composicion
de subunidades B de canales de sodio en neuronas (Wilson y cols. 2011).

Los insecticidas pyrethroides, como el terfluthrin, se unen a la subunidad o de los
canales de sodio alterando sus propiedades biofisicas y la conduccion eléctrica del sistema
neuronal de insectos y otros organismos. Tan y cols., encontraron que la coexpresion de la
subunidad B1 en canales Nav1.6 (abundantes en cerebro adulto), modula la accion de
tefluthrin, confiriendo una mayor sensibilidad al componente dependiente de uso que este
insecticida ejerce sobre el canal Nav1.6 (Tan y cols., 2011).

1.1.13 Knock-outs de p1.

Los ratones knock-out del gen Scnlb(-/-) presentan ataxia y sacudidas mioclénicas
bilaterales a partir del dia 10 posnatal, ademas de otras caracteristicas similares a las que
presentan los pacientes del sindrome de Dravet, una reduccion en la expresion de Navl.1 en
el hipocampo y presion cardiaca mas lenta (intervalos QT y RR prolongados). Estos ratones
mueren en la adolescencia al dia 21 postnatal (Chen y cols., 2004; Brackenbury e Isom,
2008).

En estos ratones existe una regulacién a la baja de canales Navl.5 y Navl.ly a la
alta de Navl1.3, en una subpoblacion de neuronas piramidales en el area CA2/CA3 del
hipocampo y una reduccién de nodos de Ranvier maduros en el nervio éptico (Cheny cols.,
2004; Brackenbury e Isom, 2008).

Sin embargo, los ratones que presentan un solo alelo nativo Scnlb(-/+), no tiene
convulsiones espontaneas y tienen un promedio de vida normal. Los datos
electrofisiologicos en diferentes sistemas de expresion, ademas del analisis genético de
pacientes, parecen indicar que un solo alelo nativo de Scnlb es suficiente para mantener la
excitabilidad eléctrica normal en el cerebro, mientras que el fenotipo nulo Scnlb(-/-)
produce hiperexcitabilidad tanto en ratones como humanos. Aunque el fenotipo
heterocigético Scnlb(-/+) no presenta predisposicion ataques epiléticos, los autores
sugieren que los genes Scnla y Scnlb poseen juntos un papel critico en la regulacion de la
excitabilidad en el hipocampo (Bender y cols., 2012).

1.2 Epilepsia Generalizada con Ataques Febriles (GEFS).

Wallace y cols., mostraron en 1998, por primera vez, que una mutacién (C121W) en
subunidades accesorias del canal de sodio, produce una patologia en el sistema nervioso
central. Los autores registraron ovocitos de X. laevis donde coexpresaron el mutante
C121W de B1 junto con la subunidad o de Navl.2 y encontraron que se habia perdido la
tipica aceleracion de la corriente mediada por B1, es decir, el registro de corriente es
descrito como virtualmente idéntico a la corriente generada por la subunidad a por si sola,
lo que implicaria que esta substitucion de triptéfano por cisteina (en el sitio 121), da lugar a
un cambio estructural que impide que la subunidad PB1 acelere la inactivacion y
recuperacion de la corriente Ina. Sin embargo, no se determind si este mutante de B1 se
encuentra asociado a la subunidad o o si quiera se encuentra insertada en membrana (Isom,
2001).

Sin embargo Meadows Yy cols., méas tarde, proponen que la mutacién C121W no
destruye completamente los determinantes requeridos para la modulacion del canal, sino
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que solo disminuye la eficacia de la modulacion funcional de 1, debido a la disminucién
de la afinidad de Bl a la subunidad o del canal rNav1.2a, ya que ellos encuentran que el
mutante puede modular completamente la corriente si se co-transfecta 100 veces la cantidad
de RNA que el gen nativo de Blrequiere para modular la corriente (Meadows y cols.,
2002).

Estos investigadores argumenta que la pérdida de la modulacién funcional de la
subunidad B1 a causa de la mutacion C121W, incrementa la disponibilidad de canales a
potenciales de membrana hiperpolarizantes, reduce el rundown dependiente de
estimulaciones de alta frecuencia de los canales, sin afectar el curso temporal ni la
dependencia de voltaje de activacion. Y aungue esta mutacion no disminuye la insercién de
canales en membrana, si reduce los niveles de agregacién celular (Meadows y cols., 2002).

Dos aminoacidos en el dominio extracelular de 1: R85 y C121, estan asociados a
epilepsia familiar. Las mutaciones R85C y R85H en el dominio extracelular
inmunoglobulinico de B1 han sido identificadas en individuos de dos familias con epilepsia
generalizada con ataques febriles (GEFS+); Xu y cols., reportan en este estudio, que R85C
da como resultado una pérdida total de funcion en la modulacion de los canales de sodio de
humano (hNav1.2) co-expresados en células HEK293T, mientras que R85H cambia la
dependencia de voltaje de estado estable de inactivacion lenta, sin tener efecto en las
cinéticas. Ambas mutaciones parecen no tener efecto sobre la cinética rapida de la
subunidad a, sin embargo afectan la inactivacion lenta del canal hNavl.2 (Xu y cols.,
2007).

1.3 Otras patologias asociadas a las subunidades p.

Ademas de la epilepsia GEFS+, las subunidades accesorias del canal de sodio, han
sido vinculadas a una serie de canalopatias. Por ejemplo, todas las subunidades B, presentan
sitios de corte extracelulares para la secretasa BACEL, la cual es responsable de la
produccion del péptido amiloide AP, central en la patogénesis de la enfermedad de
Alzheimer. La expresion de ésta enzima se incrementa en respuesta al envejecimiento y a
eventos estresantes y sus niveles en la corteza cerebral de pacientes con Alzheimer, se
correlacionan con la severidad de los déficits cognitivos. (Evin y cols., 2010).

El procesamiento de Navp2 por BACEI y la secretasa-y, regula el metabolismo del
canal de sodio en células neuronales. El corte de esta secretasa, genera una forma de
subunidad B soluble que contiene el dominio inmunoglobulinico, éste es capaz de inducir el
crecimiento de neuritas de células granulosas de cerebelo in vitro (Brackenbury e Isom,
2008). Subsecuentemente las subunidades B pueden ser cortadas por presenilina-1 y/o
presenilina-2 en el complejo de secretasa-y, liberando su dominio intracelular; en particular,
se ha sugerido que el dominio intracelular de B2 podria regular la transcripcion de la
subunidad o del canal de sodio (Brackenbury e Isom, 2008).

En el modelo experimental encefalomielitis alérgica para esclerosis multiple, la
supervivencia aumenta en ratones knock-out de Scn2b (gen de B2), como resultado de la
disminucion de la regulacion a la baja de Navl1.2 en respuesta a la demielinizacién
(O’Malley e Isom, 2006).

Los canales de sodio dependientes de voltaje se han descrito en varias lineas

celulares cancerigenas, tanto in vitro como in vivo. Estos potencian procesos involucrados
en metastasis, como la migracion e invasion. Se ha detectado DNAm de ScnlB, Scn2B y

27



28

Scn4B en lineas celulares humanas de cancer de préstata y de pecho (Brackenbury e Isom,
2008). Mediante DNA de interferencia se ha podido disminuir los niveles de SCN1B/B1 en
células metasticas MCF-7 lo que resulta en una reduccion de la adhesion y migracion
celular, postulando a B1 como un controlador de la migracion de células de cancer de mama
a través de interacciones de adhesion celular (Isom, 2001). Ademas se ha sugerido que la
deteccion de ScnlB/pl1 podria servir como un marcador de la transicion al fenotipo
metéstico en cancer de mama (Brackenbury e Isom, 2008).

Hernandez-Plata y cols., han reportado la expresion funcional de canales de sodio
en células de biopsias de cancer cervical (CaC). En particular se econtraron altos niveles de
RNAm de la isoforma Navl.6 y la subunidad 1. El bloqueo por las toxinas TTX y Cn2
(especifica para Nav1.6) no afectd la proliferacion ni la migracion de éstas células, pero
redujo la invasividad en un 20% en ensayos in vitro de cultivos primarios (Hernandez-Plata
y cols., 2012).

El DNAm para el gen Scn4B se encuentra disminuido en cerebro en la enfermedad
de Huntington, debido a que la subunidad 4 promueve procesos de neurogénesis (neuritas
y densidad dendriticas), su regulacion a la baja, podria relacionarse a la neurodegeneracion
caracteristica del Huntington. La ausencia o pérdida génica de B4, podria constituir un
marcador pronostico para ésta enfermedad (Isom, 2001).

Makita N. y cols., han observado que la presencia de f1 modifica el voltaje medio
de activacion y acelera la recuperacion de la inactivacion del canal mutante T1620M de
Navl.5. Esta mutacion, estd asociada a la fibrilacion ventricular idiopatica (IVF),
especificamente constituye una de las 3 mutaciones del gen Scn5 que se han encontrado en
el sindrome de Brugada, descrito por primera vez en 1992, el cual, es diagnosticable
mediante un electrocardiograma y puede ser atribuido a una repolarizaciéon temprana, en
areas despolarizadas del ventriculo derecho o a anormalidades focales en la conduccion del
ventriculo derecho. La mutacion T1620M se localiza en un asa extracelular entre el
segmento S3 y S4 del dominio IV (DIV/S3-S4) y en ovocitos de X. laevis produce un
cambio en la dependencia de voltaje del estado estable de la inactivacion hacia potenciales
despolarizantes y una aceleracion de la recuperacion de la inactivacion del 20 al 30%
(Makita y cols., 2000). Watanabe y cols., encontraron, en pacientes con fibrilacion
auricular, otras dos mutaciones en la subunidad 1, R85H, D153N; estas mutaciones se
encuentran en sitios altamente conservados entre mamiferos. R85H al co-expresarse con la
isoforma Nav1.5 aumentan el voltaje medio de activacion y disminuye el de inactivacion de
estado estable (Watanabe y cols., 2009).

La mutacion E87Q se encontro en una linea familiar Turca asociada al sindrome de

Brugada, una canalopatia caracterizada por fibrilacion ventricular y ligada a muerte
cardiaca subita (Watanabe y cols., 2008).
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1.4. Toxinas a de Escorpion.

De las 600 especies de escorpiones, destacan los de la familia Buthinae por la
toxicidad de los péptidos que sintetizan. Estos poseen de 60 a 80 aminoécidos que poseen
alta afinidad por los canales de sodio, la cual se correlaciona con su potencial toxicologico.
Esta union especifica, al interferir con la fase despolarizante rapida del potencial de accion
en neuronas y musculos, provoca parélisis. La toxina LqhalIT del escorpién (en Leiurus
quinguestriatus hebraeus, pueden ocasionar la muerte de un animal por arritmia y paralisis,
al desacelerar la inactivacion rapida de los canales de sodio prolongando el potencial de
accion de las células excitables (Gonoi y cols. 1984; Upadhyay, 2003).

De todas las drogas y ligandos que modifican la cinética del canal de sodio, cabe
mencionar el caso de las toxinas peptidicas a del veneno de escorpidn, ya que del mismo
modo que la subunidad B1, su sitio de union es extracelular y su efecto (aungque opuesto) es
sobre la inactivacion rapida. Su union al sitio receptor es dependiente del voltaje, por lo que
su asociacion molecular esta relacionada con el cambio conformacional que ocurre durante
la activacion dependiente de voltaje, involucrando el segmento transmembrana sensor de
voltaje o alguna estructura de compuerta del canal (Salceda y Ortega, 2009).

Cabe mencionar que aunque las toxinas de anémona, generalmente mas pequefias,
no guardan relacion estructural (no son homélogas) con las toxinas a de escorpion, ambos
tipos de toxinas se unen al sitio 3, en la superficie extracelular del canal de sodio. Estas
tienen propiedades farmacoldgicas similares y se desplazan reciprocamente del sitio de
unién (Salceda y Ortega, 2009). Dicho lo anterior, destaca el hecho de que existen residuos
basicos en ambas toxinas que resultan determinantes para su unién con el canal, la cual es
dependiente de voltaje y cuya afinidad disminuye durante la despolarizacion (Rogers y
cols., 1996; Upadhyay vy cols., 2003).

En la uniéon de la toxina a de escorpion y la de anémona marina participan
aminoacidos del asa extracelular S3-S4 del dominio IV, particularmente algunos residuos
en el segmento 1VS3, contribuyen a la diferencia de afinidad de la union de la toxina o con
la isoforma cardiaca y neuronal del canal de sodio. También se sugiere que esta region es
importante para el acople de la activacién con la inactivacion rapida del canal, debido a que
se cree que ambas toxinas se unen a un sitio receptor extracelular, fijando el canal en una
posicién en la cual es posible su activacién, mas no su inactivacion rapida (Rogers y cols.,
1996).

Lo que parece ocurrir, tedricamente es que durante la despolarizacién, cuando los
segmentos S4 de la subunidad a del canal se desplazan hacia el espacio extracelular, las
toxinas de este grupo son atraidas electrostaticamente al asa 1VS3-S4, formando
interacciones con los residuos E1613 de los canales de sodio de neuronas de cerebro de
rata, D1612 en los canales de células cardiacas, y D1428 en los canales de sodio de
musculo esquelético (Rogers y cols., 1996).

Schnur y cols., (2008) han identificado algunos de los determinantes moleculares
que caracterizan la union de la toxina LghalT al canal de sodio de insecto Nav-para por
medio de analisis de resonancia magnética nuclear (NMR), a partir de la unién de la
neurotoxina o con péptidos aislados derivados de las secuencia del asa extracelular S3-S4
del dominio IV (DIVS3-S4) que corresponden al sitio receptor 3 en mamiferos. (Schnur y
cols., 2008).
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1.5 Planteamiento del problema.

Las subunidades  de los canales de sodio dependientes de voltaje intervienen en
procesos celulares como la excitabilidad eléctrica, la adhesion celular, la transcripcion y la
migracion. Ademas, desempefian un papel fundamental en el desarrollo del sistema
nervioso central, en procesos de plasticidad y en patologias como la epilepsia, arritmias
cardiacas, nocicepcion y cancer (Brackenbury & Isom, 2008).

La evidencia acumulada hasta el momento indica que la subunida 1 modula la
corriente de sodio interactuando extracelularmente (Qu y cols 1999; Zimmer y Bendorf
2002). Mediante esta asociacion molecular la subunidad p1 modifica la cinética y la
sensibilidad a voltaje del canal, en particular acelera la inactivacién y recuperacion de la
inactivacion y cambia la curva de inactivacion de estado estable hacia potenciales
hiperpolarizantes en canales Nav1.4 (Wallner y cols., 1993) (figura 5).

Resulta necesario conocer a detalle los determinantes moleculares de dicha
asociacion funcional, ya que hasta el momento solo se ha implicado una triada acida
(ExDxD) en el dominio extracelular de la subunidad B1, la neutralizacion de estos 3 amino
acidos reduce la fraccion de canales que inactivan de forma rapida en un 22% (McCormick
y cols., 1999). También se ha implicado la participacién de las asas extracelulares del
dominio IV de la subunidad o (Qu y cols. 1999) (figura 1).

Por medio de modelaje molecular por homologia y analisis bioinformaticos se
propone identificar residuos que participen fundamentalmente en la modulacion de la
corriente de sodio que la subundiad B1 ejerce sobre al subunidad a.

2. Justificacion.

Debido a la modulacion que ejerce la subunidad 1 sobre la corriente de sodio al
interactuar extracelularmente con la subunidad o, el estudio de los determinantes
moleculares de dicha interaccion, asi como sus repercusiones electrofisioldgicas, podrian
tener implicaciones importantes en el entendimiento de los procesos fisioldgicos y
patologias asociadas a los canales de sodio.

Actualmente se desconoce el sitio de unién entre estas subunidades y aunque
existen ciertos indicios de dominios y aminoacidos que pudieran intervenir en la interface
a-PB1, los reportes en la literatura son escasos y la principal evidencia de los principios que
gobiernan esta interaccion no han avanzado en 14 afios (McCormick y cols., 1999;
Brackenburry e Isom, 2001).

Ya que hasta el momento no se ha cristalizado ninguna subunidad accesoria p,
proponemos un modelo por homologia, a escala atomica de B1 con el fin de estudiar las
bases moleculares de la interaccion funcional Nav1.4-B1.

3. Hipotesis.

Los residuos identificados por medio de métodos computacionales durante el desarrollo del
presente trabajo en la subunidad Bl contribuyen fundamentalmente a la modulacion
electrofisiologica que esta proteina ejerce sobre el canal de sodio.
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4. Objetivos generales.

1) Generar y validar modelos estructurales a resolucion atomica de las subunidades a y 1
del canal de sodio.

2) ldentificar los sitios de relevancia funcional por los cuales la subunidad B1 es capaz de
interactuar con la subunidad a del canal de sodio.

3) Describir los posibles determinantes moleculares de la interaccion a-p1 que subyacen a
la modulacion que ejerce B1 sobre la corriente de sodio.

5. Objetivos particulares.

1. Generar modelos estructurales de las subunidades del canal de sodio.
1.1 Extender el modelo 3D a escala atomica de la subunidad o del poro del canal,
modelando los segmentos S5 transmembranales para tener los puntos de anclaje
donde se insertan las asas extracelulares de ésta subunidad.
1.2 Evaluar el modelo de la subunidad o con respecto a las Gltimas estructuras
cristalizadas del canal de sodio (e.g NavAb).
1.3 Generar un modelo por homologia a resolucion atomica de la subunidad 1 del
canal de sodio y evaluar cuantitativamente el modelo en base a pardmetros de
calidad.
1.4 Calcular y analizar las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas del modelo
de B1y evaluar los cambios producidos por mutantes de ésta subunidad.

2. Elucidar los sitios de mayor probabilidad de contacto (interface proteica) entre las
subunidades a y B1.
2.1 Realizar andlisis bioinformaticos, filogenéticos y basados en estructura
secundaria para identificar los sitios de asociacién molecular mas probables.
2.2 Disefar y generar mutaciones in silico en el modelo de la subunidad p1.
2.3 Explorar el espacio conformacional, los cambios estructurales y fisicoquimicos
de cada residuo nativo y mutante mediante simulaciones computacionales por
métodos de mecénica molecular.

3. Generar, expresar y registrar las mutaciones de los residuos en la subunidad B1 que
interfieran o irrumpan la asociacion funcional.
3.1 Generar mutantes puntuales por reaccion de PCR.
3.2 Expresar los canales nativos Nav1.4 con y sin la subunidad f1 y sus mutantes en
ovocitos de Xenopus laevis.
3.3 Registrar las corrientes de sodio de los canales nativos y mutantes aplicando los
protocolos electrofisiol6gicos pertinentes para estudiar la relacion corriente-voltaje,
la conductancia, la dependencia del voltaje de activacion e inactivacion de estado
estable, la inactivacion, la recuperacion de la inactivacion y la dependencia de uso
de canales nativos y mutantes, con el fin de disecar el efecto funcional del cambio
estructural de cada mutacion.
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6. Material y Métodos.

6.1 Predicciéon de Estructura Secundaria.

Con el objetivo de ubicar la disposicion relativa de los aminoacidos de las subunidades
con respecto a la membrana celular, se efectud el anélisis de hidropatia de las secuencias de
rNavl.4 y rfl mediante el software MPex 3.2 (Snider y cols., 2009) (apéndice 12.2).
Mediante el programa AGADIR se evalud la predisposicion especifica de cada residuo,
(tomando en cuenta su posicion en la cadena) para constituir parte de un segmento
helicoidal, el cual ademas predice la localizacion de “giros conformacionales” o cambios de
direccidn en la elongacion de la cadena polipeptidica (Petukhov y cols., 2002).

6.2 Analisis Bioinformatico.

Se empled un alineamiento interespecifico multiple de la subunidad B1 para
identificar dominios altamente conservados que podrian esta criticamente relacionados con
la modulacion de los canales de sodio dependientes de voltaje. Considerando que las
secuencias de Bl en vertebrados son ortdlogos y existe evidencia que sugiere que los
efectos modulatorios estan conservados entre especies (Chopra y col., 2007). Los
alineamientos fueron obtenidos mediante varios algoritmos (ver apéndice 12.1) y los
mejores puntajes fueron obtenidos con MUSCLE (Edgar, 2004) y el método de
alineamiento tridimensional Smith-Waterman de matriz BLOSUM-62 con 30% de peso a
las similitudes de estructura secundaria (Smith and Waterman 1981). Con el propésito de
comparar las secuencias de diferentes especies del canal de sodio se construyeron
fenogramas mediante el método NJ en el paquete de software VEGA ZZ 2.3.2 (Pedretti y
cols., 2004).

6.3 Modelaje por Homologia.

Varios modelos atdmicos de B1 fueron generados y comparados estructuralmente.
Para este proposito, se hizo uso de modelaje por homologia automatizado parcial y total
mediante 3 acercamientos: I-TASSER (Zhang 2008), Geno3D (Combet et al., 2002) y
CPHmodels-3.0 (Nielsen et al., 2010). El refinamiento y optimizacién energética se realiz6
con VEGA ZZ 2.3.2 (Pedretti et al., 2004) y Chimera UCSF (Meng et al., 2006). La calidad
estereoquimica de los modelos fue evaluada por el servidor VADAR (Willard y cols.,
2003) y QMEAN (Benkert y cols., 2009).

6.4 Calculo de Potenciales Electrostaticos.
La superficie de potencial electrostatico fue calculada con Chimera UCSF bajo el

campo de fuerza AMBER ilustrado con la escala de colores de Coulomb mediante la
ecuacion:

-

g * (i
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, donde ¢ es el potencial (que varia en el espacio), q son las cargas atomicas
parciales, d es la distancia de los atomos i y & la constante dieléctrica dependeinte de
distancia, e.g. € = 4 para representar el efecto del medio o solvente.

Las propiedades electrostaticas de las cavidades de posible union a las proteinas
fueron calculadas mediane Fpocket VEGA ZZ 2.3.2 (Le Guilloux y cols., 2009).

6.5 Prediccion de sitios de glicosilacion.

La probabilidad de N-glicosilacion de los 4 sitios potenciales en la subunidad B1 fue
calculada mediante el servidor NetNGlyc 1.0 (Gupta y cols., 2004).

6.6 Anclaje molecular de proteinas.

La simulacion de docking rigido proteina-proteina de los monémeros de 1 fue
realizado con el software Hex 6.1 (Ritchie y Venkatraman 2010).

6.7 Electroforesis y mutagénesis puntual.

El DNACc de rNavl1.4 clonado en el vector pPGW1H fue proporcionado gentilmente

por Eduardo Marban (Universidad de John Hopkins) y el plasmido pPGEMHEnew, en el
gue se encuentra clonado el gen SCNB1 que codifica para la subunidad Bl fue
proporcionado por Thomas Zimmer (Universidad Friedrich Schiller, Jena).
Se efectud una digestion enzimatica de una muestra del plasmido pGEMHEnew, a 37°C
por 90 minutos con las enzimas de restriccion Kpnl y BamHI. Se agreg6 0.6 uL de enzima,
2ul. de DNA, 6.4 puL de agua y 1uL de bufer, (a una concentracion de 0.334 ng/uL).
Posteriormente, una muestra de ambos productos de digestién se corrié en un gel de
agarosa del 1% por electroforesis.

El disefio de los oligonucle6tidos para la generacion de los mutantes fue realizado
mediante la herramienta en linea Oligo Analyzer de Integrated DNA Technologies, Inc. Los
oligonucledtidos disenados fueron mandados a sintetizar y una vez hidratados (1:10 2 pL),
con el fin de corroborar la concentracion a la que se encuentra cada oligo y ajustar la
cantidad que se usara de cada uno para la reaccion de PCR se realiz6 un corrimiento por
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se colocaron dos muestras de éstos, a una
concentracion de 1 pg /ul y 100ng/ uL, junto con una muestra del gen SCN1B de rata que
codifica para la subunidad del canal de sodio r31(33.4 ng/uL).

Las mutaciones fueron generadas mediante el kit de mutagéneis sitio-dirigida
QuikChange® II. Para la reaccion de PCR se utilizo 5pL de bufer 10X, 1.2uL de DNA,
1.5uL de oligonucledtido sentido y 1.5uL antisentido, 1pL de dNTPs, 3uL solucion
QuickSol, 34.8uL de ddH20 y 1uL pfuUltra DNA polimerasa.

Después de aplicar los ciclos de desnaturalizacion del DNA plantilla, hibridacion de
los oligonucledtidos que contienen la mutacion y elongacion por la polimerasa, se realizé la
digestion de la plantilla de DNA (secuencia nativa) la cual al estar metilada es reconocida y
degradada por la enzima Dpn I.

El producto de PCR es posteriormente transformado en bacterias ultracompetentes
para ser ligado (nick repair) y multiplicado. El proceso de transformacién se realizo por
choque térmico (10 uLL DNA, 90uL. de TCM) seguido de una centrifugacion y la siembra de
1, 10 y 100uL de bacterias en medio LB con ampicilina. Debido a que la cepa bacteriana es
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vulnerable a ampicilina, Unicamente las bacterias que han incorporado y expresado
exitosamente el plasmido pGEMHEnew, (el cual confiere resistencia a ampicilina) creceran
en el medio, éstas son congeladas a -80°C.

Finalmente a una muestra de bacterias transformadas se le fue extraido el vector que
contiene la secuencia del mutante R89A, mediante el método de lisis alcalina utilizando el
kit de purificacion de plasmido HiSpeed® de Qiagen. Las bacterias son lisadas con
hidréxido de sodio, el producto es filtrado en columnas donde se une Unicamente el DNA,
el cual se precipita finalmente con isopropanol.

Con el fin de corroborar que los efectos de la proteina mutante sobre el canal se
debieran exclusivamente a la substitucion puntual disefiada de la subunidad 1, se mando a
secuenciar el producto de PCR de mutagénesis (el plasmido donde se encuentra clonada la
proteina mutante) en el Instituto de Biotecnologia UNAM campus Cuernavaca.

6.8 Técnica de expresion de canales idnicos en ovocitos de rana.

La rana Xenopus laevis (Xenopus 1; Ann Arbor, MI. USA) es anestesiada por
inmersion (30 minutos) en una solucién de Tricaina (0.2% de &cido 3-aminobenzoico etil-
ester [tricaina; Sigma Chemical Co., St Louis, MO]); una vez anestesiada se somete a una
cirugia abdominal para obtener los l6bulos ovaricos que contienen a los ovocitos. Se realiza
una pequefa incision de ~3 mm en el abdomen, se remueven secciones de los I6bulos
ovaricos cortando porciones pequefias de ~1 cm, colocadndolos en una caja Petri
conteniendo solucion OR-2.

Durante todo el transcurso de la cirugia la rana es mantenida en una cama fria y
constantemente humectada con solucion OR-2. Los lobulos ovéricos se colocan en tubos de
ensayo que contienen colagenasa disuelta en solucion OR-2 (tipo 1A Sigma, 1.3 mg/ml). Se
realizan tres periodos de agitacion mecanica (en forma orbital) dos periodos de 30 min y
uno de 15 min con lavado (solucién OR-2) y cambio de solucion enzimatica entre los
periodos. Dicho proceso permite separar a los ovocitos de los l6bulos ovéaricos y remover el
tejido folicular que recubre a cada ovocito. Después de la digestion enzimatica los ovocitos
son colocados en una caja Petri con solucion ND-96. Se lava 3 veces para remover la
solucion OR-2.

Se seleccionan so6lo los ovocitos que tienen una forma esférica bien definida con una
division clara entre ambos polos (animal y vegetal), y con un didmetro ~1 mm (didmetro
que corresponde a los estadios V y VI, ovocitos maduros). Se utiliza DNAc debido a la
facilidad de la técnica y a los resultados 6ptimos que se obtienen con su aplicacion. Para la
transfeccion del DNAc se utiliza la técnica de inyeccidn intranuclear empleando un
microinyector automatico (Nanoliter 2000 Pump-head y Micro4TM pump controller, WPI,
Sarasota,FL. USA). Un volumen total de aproximadamente 282ng/ul que contiene el DNAc
de la subunidad Nav1.4, subclonado en el vector pGW1H (British Biotechnology), se
diluyen 5ul de agua estéril inyectable y se inyectan de 25 a 30nl en cada ovocito
seleccionado.

El canal Nav1.4 es co-expresado con la subunidad B1 de cerebro de rata o cada uno
de sus mutantes (proporcién 1:5). Usando este procedimiento se estima que la cantidad de
DNACc inyectada es suficiente para que se expresen suficientes subunidades 1, para que la
mayoria de las subunidades a expresadas se encuentren asociadas con una subunidad B1
(Isom vy cols., 1992; Nuss y cols., 1995). La subunidad a produce un canal funcional,
atribuyéndole las propiedades cinéticas de activacion e inactivacion del canal de sodio, pero
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la deficiencia de la subunidad 1en ovocitos produce un cambio significativo en la cinética
del canal de sodio (Nuss y cols., 1995). Posteriormente los ovocitos son incubados en la
solucién ND-96 durante un periodo de 24 hrs a 18°C.

6.9 Registro electrofisiologico.

Los registros de fijacion de voltaje se desarrollan en ovocitos de 1 a 4 dias
posteriores a la inyeccidn a temperatura ambiente (22-23°C) utilizando la técnica de doble
microelectrodo; para el registro de la corriente de sodio se utiliza un amplificador Warner
OC -725C (Warner Intrument Corp., Hamden,CT. USA) el cual es comandado utilizando el
programa pClamp8 (Axon Instrument, Union City, CA. USA). La solucion de registro es
perfundida utilizando un sistema de perfusion (Val404®, CIDES Tecnologia, México).
Para minimizar los errores en el control de la fijacién de voltaje solamente se utilizan
ovocitos con corrientes de fuga minimas (< 0.1 pA) y las corrientes capacitivas se
compensan manualmente. Los electrodos (TW120F-6, WPI, Sarasota, FL. USA) se llenan
con KCI 3M, de una resistencia final de 0.5 a 0.8 MQ (Schreibmayer y cols., 1994).

6.10 Soluciones.

- Solucion OR-2 (en mM): NaCl 82.5; KCI 2.5; MgCl, 1; HEPES 5, para la digestion
enzimatica se adiciono colagenasa 1.3 mg/ml (tipo 1A, Sigma), pH 7.6 (Li y cols., 1999).

- Solucion ND-96 (en mM): NaCl 96; KCI 2.5; MgCl, 1; CaCl, 1.8; HEPES 5; &cido
piravico 5; teofilina 0.5; gentamicina 50 pg/ml, pH 7.6

- Soluciodn para registro (en mM): NaCl 96; KCI 2.5; MgCl, 1; BaCl, 1; HEPES

5,pH 7.6.

6.11 Protocolos experimentales y analisis de datos.

Para generar la corriente de sodio en el ovocito se aplica un protocolo de pulsos
despolarizantes partiendo de un potencial de sostenimiento de -100 mV hasta +50 mV en
incrementos de 10 mV con una duracion de 30 ms. Para construir la relaciéon corriente
contra voltaje se mide la magnitud del pico de la corriente generada en cada paso de voltaje
y se normaliza contra el pico maximo de la corriente obtenida en condiciones control; estos
valores son graficados en funcion del potencial de membrana.

Para analizar el efecto de inactivacién en estado estacionario se emplea un protocolo
convencional de doble pulso. Este protocolo parte de un potencial de sostenimiento de -100
mV y se aplican pulsos condicionantes con duracion de 1s de -120 a +20 mV con
incrementos de 10 mV, cada pulso es seguido por un retorno al potencial de sostenimiento
durante 2 ms y posteriormente se aplica el pulso de prueba a -20 mV con duracion de 25
ms. Para obtener la relacion de estado estable se mide la magnitud del pico de la corriente
generada por el pulso de prueba, y se grafica en funcion del potencial de membrana del
pulso condicionante; los datos normalizados son ajustados utilizando la ecuacion de
Boltzmann,
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Inorm = 1 +A

1+e V=Vie
dx

, donde V1, es el voltaje medio de inactivacion, dx es la pendiente, A es el componente
lineal residual. La conductancia del sodio (gna) Se calcula a partir de los datos obtenidos de
la relacion corriente contra voltaje. Mediante la ecuacion:
I Na

ONa= ————
Em - Eeq
, donde gna es la conductancia de membrana al sodio, Iy, es el pico de corriente
correspondiente a cada valor del potencial de membrana En, y Eeq es el potencial de
equilibrio del sodio (cuyo valor tedrico es de +40 mV). Los datos obtenidos son
normalizados con respecto a la conductancia maxima (Gmax) y ajustados utilizando la
ecuacion de Boltzmann. El curso temporal de inactivacion al pico de corriente (a un voltaje
de -20mV para canales Nav1.4) fue ajustado a una ecuacion monoexponencial:

y=AL-e(" ")+ Y0
T

, donde A1l es la fraccion relativa de corriente que inactiva con una constante de tiempo z, X
es el tiempo y y0 es la amplitud del componente de estado estable.

La recuperacion de la inactivacion de la Iy, es estudiada utilizando un protocolo de
doble pulso. En estos experimentos la Iy, es inactivada por la aplicacion de un pulso
condicionante de 500 ms a —20 mV partiendo de un potencial de sostenimiento de —100 mV
y posteriormente se retorna al potencial de sostenimiento durante un periodo de tiempo
variable (At) antes de aplicar un segundo pulso (pulso de prueba) a —20 mV durante 20 ms.
El curso temporal de la recuperacion de la inactivacion es determinado midiendo la relacion
de la amplitud de la Ina generada durante la aplicacion del pulso de prueba entre la
magnitud de la Iy, generada durante la aplicacion del pulso condicionante, esta relacion es
graficada en funcion del At. Los datos graficados son ajustados con una funcion
exponencial doble

A
21 7

, donde A; y A, son las fracciones relativas de corriente que inactivan con las constantes de
tiempo 71 y 7, respectivamente, y0 es la amplitud del componente de estado estable.

Todas las graficas y ajustes se realizan utilizando los programas OriginPro7
(OriginLab Corp. Northampton, MA, USA) y SigmaPlot 8.02 y 9 (SPSS Inc., Chicago, II.
USA). Todos los datos son presentados como = el error estandar de N experimentos. La
significancia de la diferencia entre medias se calcula mediante el andlisis de varianza de
una via (ANOVA), seguido de la prueba Holm-Sidak para comparaciones mudltiples.
Considerandose estadisticamente significativa cuando P<0.05, P<0.01, P <0.001.
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7. Resultados.
7.1 Extension del modelo de la subunidad a.

El modelado de los segmentos S5 de la subunidad o del canal de sodio, han permitido
establecer los puntos de anclaje del total de las asas extracelulares, las cuales, segin indica
una linea de evidencia electrofisiologica, podrian estar implicadas en el establecimiento de
una asociacion molecular con la subunidad f1 (Makita y cols., 1996; Qu y cols., 1999).

7.1.1 Insercion de dominios transmembrana: Identificacion y modelaje de los
segmentos S5.

La distribucion de dominios extracelular, transmembrana e intracelular de la
subunidad a de la isoforma rNav1.4 depositados en las bases de datos (Uniprot, NCBI) (en
especifico del dominio 1V), no coincide con publicaciones anteriores ni con el modelo 3D
(Hille 2001; Scior 2009), por lo que se procedi6 a delimitarlos y definirlos. El resultado del
analisis de hidropatia predice 6 segmentos transmembranales por domino, la ubicacién de
dichas regiones son diferentes a las de la base de datos de NCBI. Con base a algoritmos de
prediccion de estructura secundaria, el grado de exposicion al solvente y el indice de
hidropatia, se definieron por consenso 4 secuencias helicoidales e hidréfobas que
constituyen los segmentos transmembrana S5 de la subunidad a. (Las asas que constituyen
el vestibulo extracelular del poro del canal unen a los segmentos S6 con el asa reentrante P
y ésta asa con el S5 en cada dominio, (fig 6) (ver apéndice 11.2)
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Fig.6 Gréfica de hidropatia del dominio I del canal de sodio rNav1.4 (izquierda). El cambio en la energia libre AG al trasladar
esta region de la proteina de una bicapa lipidica a un medio polar (agua) es graficado en funcién de la localizacion del amino acido
en la secuencia del dominio. Las lineas horizontales cerca del eje X (rojas) indican segmentos cuya insercion en membrana es la
més termodindmicamente favorable. La tabla de la derecha reporta las secuencias de estos segmentos asociadas a su valor de AG.
En rojo la secuencia del segmento antepenultimo que corresponderia los segmentos S5.

La longitud de las secuencias de S5 fue restringida a 23 aminoacidos coincidiendo
con la estructura molde original (canal de potasio MthK). Del mismo modo se definieron
las longitudes y las secuencias de las 8 asas extracelulares (2 de cada dominio) del canal
cuyas longitudes son de 110, 7, 21, 7, 31, 17, 18 y 28 amino&cidos.

Al considerar lo que se conoce del canal de sodio, es posible proponer una
distribucion plausible de sus residuos. Esta proteina es un heterotetramero en el cual cada
dominio posee 6 segmentos transmembrana (S1-S6), el cuarto de los cuales (S4), posee
cargas positivas y constituye el sensor de voltaje por lo que su valor de AG sera menor, €S
decir precisaria menos energia al pasar a un medio polar que los deméas segmentos
transmembrana y es debido a esta propiedad que, durante despolarizaciones, los segmentos
S4 aumentan su superficie expuesta hacia el lado extracelular. En cuanto al dominio I,
MPex reconoce 4 segmentos hidréfobos de 19 aminoacidos y uno de 58, en este caso los
residuos 102 a 120 con un valor de 0.64kcal/mol, constituiria la region donde se ubica el
segmento S4. El ultimo segmento es anormalmente largo, con una region intermedia que
posee valores negativos de AG, la cual constituiria la asa extracelular localizada entre el asa
re-entrante P y el segmento S6 (ver fig 1). Por lo tanto se puede identificar al segmento
transmembranal S5 con una secuencia MILTVFCLSVFALVGLQLF, la cual coincide con
la secuencia propuesta para S5 en la base de datos NCBI (region: 252 a 274, secuencia:
dvmiltvfclsvfalvglglfmg). La ubicacion del S2, requeriria de un anélisis mas exhaustivo, ya
que el sistema no sugiere la ubicacion transmembranal de este segmento, que se encontraria
entre los residuos 24 a 64 debido a que esta region es heterogéneamente polar y posee
unicamente valores negativos de AG.

Del mismo modo, para cada grafica por dominio se identifican 2 asas
extracelulares, i.e. regiones con un valor negativo de cambio de energia libre ubicadas entre
el segmento transmembrana final S6 y el asa P re-entrante, el pico positivo de AG anterior a
estas regiones corresponderia al segmento S5 y el pico positivo de AG anterior a S5 debera
poseer un valor siempre menor, pero positivo de AG, ya que pertenece al segmento sensor
de voltaje (transmembranal pero rico en cargas positivas) S4. De tal forma que se observa
un patrén de distribucion en la localizacién de las asas extracelulares entre S5 y S6, i.e.
siempre justo a los 150 residuos en direccion carboxilo terminal de las regiones que
comprenden S5 segun la base de datos NCBI (a partir del dominio II). (DIIS5 regién:
756..778, secuencia: wietmwdcmevaggamcltvflm, DIIS5 region: 1215..1236, secuencia:
nvkvnydnvglgylslligvatf, DIV region: 1535..1556, secuencia: Inpilnsgppdcdptlenpgtn). Este
mismo analisis se efectud para cada dominio de la secuencia del canal Nav1.4

Posterior a la ubicacion de las regiones S5, se calculé por consenso, la estructura
secundaria por aminoacido, con la finalidad de realizar un mejor alineamiento con la
estructura molde MthK (pdb:1Ing), sobre la cual también se efectué cada uno de los
analisis. El potencial de contenido helicoidal del molde, debe coincidir con el de la proteina
blanco, la cual se ubicara en diferentes regiones debido a que ésta, a diferencia del molde es
un heterotetramero.
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Fig.7 Prediccidon de estructura secundaria de una regién del dominio V. Por consenso y como se observa en el
modelo 3D publicado (Scior T., 2009) la region subrayada (42 linea) se encuentra en membrana y es helicoidal al
igual que la siguiente region (69-77) sin embargo, ésta, como lo sugiere el analisis de hidropatia (-6.85kcal/mol) se
ubica extracelularmente. Simbologia DSSP (define secondary structure of protein) calculado mediante TASSER (2°
linea) con valores de confianza (1? linea) y mediante Jpred, el perfil consenso, el del algoritmo HMM vy el del
algoritmo PSSM (52, 62, 72 linea) con sus valores de confianza (82 linea).
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Fig 8.Estructura secundaria del molde (MthK) y
prediccion de estructura secundaria de las regiones
del segmentos S5 de cada dominio (arriba), en
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Una vez alineadas las secuencias, se procedié a mutar los residuos del target en el
esqueleto de la estructura resuelta del canal MthK y manualmente se insertd cada una de las
4 hélices del canal de sodio generadas en el modelo previo del poro del canal y se refiné el
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modelo por campos de fuerza (CHARMM22_prot) (3000 pasos de simulacion Trust) a fin
de evitar contactos estéricos y relajar repulsiones electrostaticas sin  modificar
innecesariamente las coordenadas originales del molde, de manera similar a estudios in
silico previos sobre el canal de sodio (Scheib y cols., 2006).

7.1.2 Identificacion de los posibles sitios de unién en la subunidad a.
Gracias al analisis de hidropatia y al deposito de informacion en la base de datos NCBI se

identificaron las 8 asas proximas al poro del canal Nav1.4 (entre el segmento S5 Y S6) que
podrian interactuar con la subunidad B1 extracelularmente (tabla 2).

Tabla 2. Composicién aminoacidica de lasa asas extracelulares del canal de sodio Nav1.4. En colores, la prediccion de la

estructura secuendaria consenso de JPred. H.- predisposicion a formar alfa hélices, E.- predicion a formar hojas beta.

Dominio/ Secuencia Longi Carga+ Carga- | Carga Pro Gly Hidrofébicos
asa tud No.ofaa | No.ofaa | total ALV,
(aa) Y W,F,.M,L)
DI/1 MGNLROKCVRWPPPM DT'TT | 110 | 6 (5.4%) | 15(14%) | -9.9 | 5(4.5%) | 11(10%) | 35 (31.8%)
YN DTHYSNDTHYGHDTHY
| DTHNSQESWAG! STFDWEAY
INDEGNFYFLEGSNDALLCG!
SSDAGHCPEGYECTKAGRNEN
vovrs
DI/2 EERAAE 7 1(14.3%) | 0 (0%) 0.9 0 (0%) 1(14.3%) | 4(57.2%)
DI/l gﬁfffflff\_fffff?f?fﬁlflﬂlj 21 5(23.8%) | 2(9.5%) | 2.1 1(4.8%) | 1(4.8%) | 6(28.5%)
DIl/2 SI;IEXAGQ 7 0(0%) 1(14.3%) | -1.1 0(0%) 1(14.3%) | 3(42.8%)
DIII/1 ERFDISVVNNKSESESLMYTG | 31 4(12.9%) | 2(6.4%) | -0.1 0(0%) 1(3.2%) | 12(38.7%)
QURWMNVEVN
DIII/2 ZgﬁZDSREKEEQPHYEVN 17 3(17.6%) | 5(29.4%) | -2.8 1(5.8%) | 0(0%) 5(29.4%)
DIv/l ﬁg?f‘_’lﬁffff?@’lf? 18 2(11.1%) | 3(16.6%) | -1.1 0(0%) 2(11.1%) | 6(33.3%)
DIV/2 PILNSGPPDCDPTLENPGTNV | 28 1(3.6%) | 4(14.3%) | -3.1 6 4 13 (46.4%)
recone (21.4%) | (14.3%)

Dos estudios previos con quimeras de los canales Nav1.5-Nav1.4 y Nav1.2-Nav1.5
han propuesto que las asas extracelulares del dominio I y del dominio IV son determinantes
para la modulacion funcional a-B1 (Makita y cols., 1996; Qu y cols., 1999). Por lo tanto se
procedié a comparar mediante alineamientos multiples las secuencias de las asas DI/1 y
DIV/2 en los canales que son modulados por la subunidad B1. Como se puede apreciar en
la figura 9, el asa DIV/2 se encuentra mucho mas conservada entre las isoformas.
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Fig 9. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de 2 asas extracelulares entre los segmentos
transmembrana S5-S6. En el panel superior, el asa mas proxima al segmento S5 del dominio I, denominada:
DI/1 y en el panel inferior, el asa mas proxima al segmento S6 del dominio 1V, denominada DIV/2. Las
secuencias corresponden a 5 isoformas de canales de sodio de rata y (Nav1.4 de humano). Generado por Clustal
XenVEGA ZZ 2.3.2.

Debido a que las asas extracelulares del canal de sodio constituyen regiones
intrinsecamente desordenadas, su modelaje requiere de otros métodos (analogia, ab initio,
etc.). Se identificaron 4 posibles moldes de estructuras cristalizadas para modelar el asa
DIV/2 de las subunidad a Nav1.4, como se muestra en la figura 10. El alineamiento manual
basado en los giros de las asas y la superposiciéon tridimensional, muestra una buena
correspondencia en los dominios de proteinas a pesar de su baja homologia. La amilasa
porcina (1kxq) posee un valor de RMSD (raiz cuadrada del cuadrado del promedio de la
distancia entre los carbonos a de los residuos alineados A) de 0.5A a lo largo de un
alineamineto de 54 aminodcidos, con respecto a la amilasa humana (3blk). Ademas, la
amilasa porcina posee un porcentaje de identidad de 28% con la regién target del canal
Navl.4 (asa DIV/2).

lahj QGEYIVAVEDTET LKNV IVCEBcS|cTAW
Target Navl.4DIV ~ PILNSGPP 3C“|PT.;ENPbTNVRGD GNP

1kxq GVIKEVTINEBTTICGND
lcvl LISP r*I[N[m[n]Nﬂqur‘
3blk GoENDNBVTK EVT INBTTICG NDWY

Fig 10.Superposicion 3D y alineamiento de posibles moldes del asa extracelular del dominio DIV de
Navl.4 En el panel inferior se muestra el alineamiento manual de regiones estructuralmente analogas al asa
DIV/2 del canal Navl.4 en las 4 proteinas identificadas como posibles moldes. Los aminoéacidos en verde
constituyen los giros de de cambio de direccion en la elongacion de la cadena. Se distinguen los bordes de las
regiones conservadas en las secuencias. En el panel superior se muestra la superposicion tridimensional de las 4
regiones molde. En gris una lipasa bacterial (PDB: 1clv), en magenta una amilasa porcina (PDB: 1kxgA), en
amarillo una nitril-hidratasa bacterial (PDB: 1ahjG), en azul una amilasas salival humana (PDB: 3blk).
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7.1.3 Comparacion del modelo Navl.4 a con el canal bacterial NavAb.

El modelo (en coordenadas 3D extension: .pdb) de canal abierto desarrollado por
Tikhonov y Zhorov (2005), fue proporcionado por los autores y fue comparado con los
modelos desarrollados. Este modelo fue desarrollado a partir del mismo molde (canal de
potasio bacterial MthK) y contiene los segmentos S5 de cada dominio unido al asa P y ésta
a su vez unida al segmento S6 del canal de sodio, sin embargo las asas que unen los
segmentos transmembranas no son las del canal de sodio (son las asas mucho mas cortas
del canal de potasio).

Dominio |
Nav1.4 (Scior,lslas)

RMSD entre
36 paresde .
atomos: 1.070A

Fig 11. Superposicion del dominio DI del modelo de canal de sodio de Scior T (2009) con el propuesto por Tikhonov D By
Zhorov B S. Aunque la orientacion de algunas cadenas laterales difiere en algunos pares de residuos comparados en la figura, la
desviacion entre carbonos o (expresada por la raiz cuadrada del cuadrado del promedio de la distancia) es de menos de 2 A. Se
efectué un alineamiento tridimensional global (Needleman-Wunsch, con la matriz de puntaje BLOSUM-62) especifico entre el
segmento S6 y la asa P de cada modelo. Como se puede observar el modelo de Tiknonov y cols., las hélices transmembrana se
encuentran a una menor distancia, en parte por la restriccion de haber conservado las asas cortas del canal de potasio, a diferencia
del modelo de Scior cuyas estructuras han sido relajadas por calculo de campos de fuerza y las distancias corregidas para evitar
solapamientos o contactos estéricos.

De particular interés resulta la comparacion de la corona de triptéfanos (W402C,
W756C, W1239C, W1531A) en el vestibulo extracelular del poro del canal Nav1.4, puesto
que el triptofano 756, ubicado en el dominio I1, ha sido identificado como el sitio de union
al agente animalarico primaquina, resultado de investigaciones realizadas en el laboratorio
de biofisica del Instituto de Fisiologia de la Universidad Autonoma de Puebla (Scior et al.,
2010; Salinas-Stefanon et al., 2011).

La superposicion tridimensional de los dominios 11 del poro y filtro de selectividad
(SS2-S6) del modelo de Navl1.4 con la estructura cristalizada de NavAb, muestra una buena
correspondencia i.e. RMSD = 1.024A. A pesar de la baja identidad aminoacidica entre éstas
(16%). NavAb posee un triptofano en el sitio correspondiente a W756, la orientacion de su
cadena lateral es similar a la del modelo de Nav1l.4. (fig 12).
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NavAb sodium channel(3rvy
MthK potassium channel(1}
Nav1.4 TScior Alslas mode

SS1 Ploop

Fig 12. Superposicion tridimensional del modelo Navl1.4 y su estructura molde con la estructura cristalizada del canal
NavAb (cédigo PDB: 3rvy). En el panel de la izquierda se muestran los dominios | del modelo de Nav1.4 (en cian) y su molde, el
canal de potasio MthK (en magenta), sobrepuestos al mondmero canal de sodio bacterial NavAb (en gris). En el panel de la
derecha se muestra la superposicion del dominio Il del modelo (en rosa) con el canal NavAb (en gris). El triptdfano 756 en
representacion de bastdn se sobrelapa parcialmente a un triptéfano cercano en la secuencia de NavAb, aunque existe un gap en el
sitio correspondiente en el alineamiento global.
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7.1.4 Modelaje de la subunidad a a partir del canal NavAb.

La estructura homotetramérica del canal NavAb fue generada a partir del
homodimero (cddigo PDB: 3RVY). La secuencia de ésta fue alineada con la isoforma
Navl.4 de rata, poniendo especial atencion a la correspondencia de sus regiones
transmembranales. Varios modelos de fueron generados por medio de Modeller 9.12
(Eswar y cols., 2006), e inspeccionadas manualmente. Las regiones intracelulares del mejor
modelo obtenido, fueron removidas y cada una de los 8 asas extracelulares S5-S6 fueron
remodeladas y optimizadas (fig 13). EI modelo final fue sometido a una minimizacion
energética bajo el campo de fuerza AMBER99.

Fig 13. Modelo 3D de Ia
subunidad a del canal de sodio
rNavl.4. Vista transmembrana,
en el panel superior y vista
extracelular, en el panel inferior.
El modelo incluye los segmenos
transmembrana (S1-S6) y las
asas extracelulares de los 4
dominios. En cian el dominio I,
en azul marino el dominio I, en
morado el dominio Il y en rosa
el dominio IV. Los amino
acidos del filtro de selctividad
DEKA se encuentran en
representacion de radios de van
der Waal. Las asas de probable
interaccion con la subunid B1 en
amarillo, (La primera asa S5-S6
del dominio | y la segunda asa
S5-S6 del dominio 1V) (Makita
y cols., 1996; Qu y cols., 1999).
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El alineamiento final del homotetramero NavAb y el heterotetrdmero rNav1.4 indica
un porcentaje de identidad de 27%, con una desviacion de la raiz cuadrada promedio
(RMSD) entre 95 pares de atomos, de 1.146 A. La calidad estereoquimica del modelo fue
analizada y optimizada, mediante VEGA ZZ 3.0.1 y Chimera 1.8. En el modelo obtenido,
todas longitud de enlace son validas, ningln anillo aromatico se intersecta y el filtro de
selectividad DEKA se encuentra alineado. ElI modelo incluye 1071 residuos, que
comprende el 59% de la secuencia total de rNav1.4 (cddigo de acceso Uniprot: P15390).
El analisis de Ramachandran (fig 14) muestra que el 77% de los residuos del
homotetramero de la estructura molde (NavAb) esta dentro de las regiones permitidas, y el
70% de residuos del modelo se encuentra en estas regiones permitidas. El puntaje GA341
del modelo, basado en potenciales estadisticos es de 1. Se considera que un modelo, en
general confiable, posee un valor de >0.7, lo que indica una probabilidad mayor al 95% de
que la proteina tenga el plegado correcto (Melo y Sali 2007).

Sin embargo, antes de realizar simulaciones con el modelo, éste debe ser refinado
con mayor precision, con el fin de resolver 12 contactos o clashes estéricos
(sobrelapamiento de van der Waals >0.6 A), modelar rotdmeros con angulos ¢ y y para los
amino &cidos excluidos de las regiones admisibles en el anélisis de Ramachandran (fig 14)
disminuir su energia potencial.

180

Fig 14. Mapa de
Ramachandran del
modelo de rNavl.4 en
desarrollo. Los puntos
azules  representan  los 60
valores de los angulos ¢
y v de los aminidacidos
del modelo.

Las regiones en verde
muestran la probabilidad
de la combinacidn de éstos —60
angulos basado en Ila

estructura  de proteinas ! :
de alta resolucion (Lovell _120L i e e %o . , : ,
y cols., 2003). . e o0

120
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o
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7.2 Modelaje de la subunidad B1.

La proteina rBl1 consta de

Longitud | Carga Carga (-) Carga Pro Gly Hidropho s L
(aa) ) total ALV, 218 _,amlnoaC|dos, la
(lineal) YW,FM,L) | prediccion de la estructura
secundaria indica que existen
142 21 26 -8.2 0 | 8(56%) | 52(36.6%) .
(148%) | (18.3%) 2 segmentos a-hélice, el

primero de los cuales

Tabla 3. Composicion general del dominio extracelular de la subunidad B1. Carga (residuos 1 a 18) 8.2%

total aproximada a partir de la secuencia lineal (primaria). constituye el péptido sefial, a

continuacion se distingue un

dominio inmunoglobulinico de 128 aminoacidos (22 a 150) 58.7%. El dominio extracelular

total constituye un 65% de la proteina con 142 residuos. El segundo dominio helicoidal
(161-182) corresponde al segmento transmembrana de 22 residuos (10%). (Tabla 3)

HHHHHHCCCCSSSSSSCCCSSSSSCCSSSSSSSSSSCCCCCCCCSSSSSSSSCCCCCCSSSSSSSCCCCCCCCCCCCCCCSSSSSCCCCCCCCCSSSSSSSCCCCCCCSSSSSSSSCCCCCCCCCCCCSSSSSSSSSSSCCCCCCHA
LALVVGAVLVSSAWGGCVEVDSETEAVYGMTFKILCISCKRRSETTAETFTEWTFRQKGTEEFVKILRYENEVLOLEEDERFEGRVVWNGSRGTKDLQDLSIFITNVTYNHSGDYECHVYRLLFFDNYEHNTSVVKKIHLEVV DKANRDMA
HHHHHHHH---- - ---EEEEEEE---------EEEEEEEEE------EEEEEEE---------------EEEEE----------EEEEEE-------EEEEEEEEE----------E---EEEEEEEEE------ HHH
HHHHHHHHHH--- - ---EEEEEEE----------EEEEEEEE-------EEEEEE-----------—----EEEEE----------EEEEEE--EE---EEEEEEEEE------------—--EEEEEEEEE-------
HHHHHHHHHH---- - - -
BBBBBBBBBBBBBBBBBB-B---B-BB-B--B-BBBBBB —-—-BBBBBB--B-
-BBBBBB-B---B--B-B-—----

-BBBBB-B---B-B
---B-B-B--------B-B-B-B------

Fig 15 Prediccion de estructura secundaria del dominio extracelular de la subunidad B1. Simbologia del algorithmo DSSP (define secondary
structure of protein) H.- a-hélice, E, S.- segmento B., calculado mediante TASSER (1° linea) y mediante Jpred, el perfil consenso, el del
algoritmo HMM vy el del algoritmo PSSM (52, 62, 72 linea) con sus valores de confianza (82 linea).

Sea

"

Hydropathy (kcal/mol)
B Strand/Hairpin Score

-10.0 —

Neutralized (h)

L |
| 100

200
200 Residue Number
Residue Number

Fig. 16. Grafica de hidropatia de la subunidad B1 (en el panel de la izquierda). El
cambio en la energia libre AG al trasladar esta region de la proteina de una bicapa lipidica a
un medio polar (agua) es graficado en funcién de la localizacion del amino &cido en la
secuencia del dominio. Las lineas rojas horizontales cerca del eje X indican segmentos cuya
insercién en membrana es la mas termodindmicamente favorable. En el panel de la derecha,
célculo de la formacion de estructuras B, en morado los puntajes para la formacion de
segmentos 3, en amarillo para la formacion de motivos horquilla B.
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proteina

mielinica

de

adhesion a membrana PO constituyo el
mejor molde para modelar el dominio
extracelular de la subunidad B1. Varios

algoritmos
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fueron

utilizados obteniendo un porcentaje de
identidad de 28%, (BLASTp) y un
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28

Alignment of rBetal to Myelin Protein PO

Algorithm Performance

80.5 79.6

41.7
34.4

809

Mediante el protocolo de modelado I-
TASSER (por roscado) se generaron 5
modelos de B1.

MUSCLE

Meedleman-Wunsch

BLASTp EMBOSS Threading

A continuacion se describen los
parametros de calidad para el mejor
modelo.

Fig 17. Desempefio de 5 diferentes algoritmos de alineamiento,
primera barra (rojo) de izquierda a derecha el porcentaje de secuencia
target alineada (coverage), segunda barra el porcentaje de identidad
(verde) y tercera barra (morado) el porcentaje de sustituciones
TET™  (positivos).

~b

Fig. 18. Mapa de Ramachandran
del modelo de la subunidad B1.
La regiones en rojo corresponde a
residuos con la mas favorable
combinacién de angulos diédricos
¢ (entre N-Ca y C-N) y ¢ (entre C-
N y Ca-C), las regiones A y a
denotan combinaciones de residuos
que forman un a hélice, las B y b
tienden a formar parte de una hoja
B. El 57.1% del modelo esta en las
regiones méas favorables, un
adicional 35.3% en regiones
adicionalmente  permitidas, un
4.5% en regiones generosamente
permitidas y un 3% en regiones no
permitidas.

Psi (degrees)

45 0 45 90 135 18
Phi (degrees) El

135

-180
analisis de
Ramachandran indica que el 57.1% del modelo seleccionado tiene la combinacion mas
favorable de angulos ¢ y ¢, el 99.9% de las longitudes de enlaces y el 88.2% de los &ngulos
de enlace se encuentra dentro de los limites admisibles. EI método DFire obtiene un valor
de energia libre promedio de -227.26 poco mas estable que la propia estructura cristalizada
que posee un valor de -217.79. La raiz cuadrada de la distancia promedio (RMSD) de los
Ca es de 0.91A, éste valor junto con otras dos pruebas (TM-score 0.37 + 0.12, C-score: -
3.08) indican que la similitud estructural con la proteina molde es significativa.

En base al conjunto de pruebas QMEAN la calidad total del modelo es de 0.371, la
cual esta por encima del promedio para proteinas del mismo tamafio (+/-10%) determinadas
experimentalmente que es de 0.35.
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7.2.1 Topologia de la subunidad p1.

El dominio inmunoglobulinico
extracelular de Bl presenta un pliegue de dos 2
hojas B plegadas y 8 giros (cambios de direccidn
en la elongacion de la cadena). EI nimero de
segmentos [ en los cinco mejores modelos
generados varia, el mejor modelo presenta 5
segmentos [ antiparalelos en una hoja y 2 en la
otra. También se observan 3 motivos tipo
horquilla, (i.e. segmentos pequefios helicoidales
de 3 a 4 residuos de longitud cercanos a un giro)
(fig. 19).

El calculo de isopotenciales
electrostaticos permite la identificacion de dos
motivos altamente cargados, el principal cuenta
con 4 residuos acidos consecutivos E81, E82 y
D83 E84 (el asa del primer giro entre las hojas
que forman el pliegue 1g) y otra regién positiva
de 3 residuos béasicos consecutivos K44, R45,
R46, en el asa distal del segundo giro entre las
hojas B del dominio Ig.

Estos mOtIV,OS varian 0.53A (RMSD) Fig 19. Modelo de la subunidad B1 del canal de sodio,
entre 7 pares de atomos (Ca) del molde Yy  enmagenta una de las dos hojas B que forman el pliegue
1.44A (RMSD), entre 4 pares de atomos  lg, contiene 5 segmentos B antiparalelos. Las distancias

respectivamente indicativo de la desviacién relativas de las cadenas laterales de residuos que forman
! segmentos [ estdn mas restringidas en su espacio

conformacional de la estructura cristalizada. conformacional (e.g. C43 y C21 cerca del extremo amino

terminal), que las de los aminoacidos que forman bucles

Alici P Ai Ati aleatorio (random coil) (e.g. en naranja). El puente de

.7'2'2 .A.na“SIS I_3|0|nformat|.co para disulfuro que establece C40 con C121 estabiliza el
identificar residuos escenciales para la pliegue Ig.

modulacion del canal de sodio.

Con el fin de identificar aminoécidos en la subunidad B1, esenciales para la
modulacion del canal de sodio, se realiz6 un alineamiento de multiples secuencias de
diferentes especies de vertebrados. Tomando en consideracion que existe evidencia de que
B1 modula la corriente de sodio en vertebrados mamiferos y no mamiferos, pero no en
invertebrados donde otra proteina diferente cumple esta funcion (Chopra y cols., 2007; Du
y cols., 2009). De tal forma que se gener6 un fenograma por el algoritmo Neighbor Joining,
mediante NJplot a partir del alineamiento de multiples secuencias obtenido con ClustalX
(fig 20).

El alineamiento muestra aminoacidos altamente conservados entre especies, lo cual
sugiere que la sustitucion de éstos, constituiria una mutacién deletérea, es decir, tendria un
efecto negativo en el fenotipo y disminuiria la adecuacion biologica, por lo que no se
encuentra en poblaciones actuales de ninguna especie. De esta forma resulta probable que
tales aminoacidos desempefien un papel funcional importante en la proteina.
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Fig 20. Fenograma generado a partir del alineamiento de las secuencias proteicas de Bl de 9 especies de
vertebrados (4 mamiferos y 5 peces) junto con 3 proteinas homologas que no modulan el canal, especificamente: B3 de
rana, la proteina de mielina PO y 2 de rata (r2, rP0 y xB3). El inserto muestra el puntaje de similitud de las secuencias
de todas las especies con respecto a la f1 de humano. Las distancias génicas evidencian una relacion mas estrecha dentro
del taxon de mamiferos que dentro del de peces. Ademas la secuencia hp1 difiere mucho mas con la de hp2 (13.5) y hf33
(43.7) de humanos que con la $1 de cualquier otra especie.

A partir de este andlisis bioinforméatico de datos reportados en la literatura e
incluyendo informacién aportada por el modelo 3D de B1, se hizo un registro y seleccion
de los aminoacidos que podrian desempefiar un papel importante en la modulacion a-3 del
canal de sodio. Producto de estos analisis, se identificd a la Arg89 en la secuencia de la
subunidad B1, ésta podria jugar un papel importante en la modulacion de la corriente del
canal.

La arginina 85, la cual es bastante conservada, estd asociada a casos familiares de
epilepsia generalizada con episodios febriles + (GEFS+). Frente a este alineamiento, puede
apreciarse que la poseen todas las secuencias moduladoras del canal e incluso rp2, la cual
no lo modula. También observamos que la arginina 89 se encuentra completamente
conservada en todas las proteinas, lo cual sugiere que es imprescindible para algin proceso
esencial (figura 21).
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7.2.3 Identificacion de puntos calientes (hotspots) potenciales.

Un hotspot es un aminoécido ubicado en la interface de un complejo protéico (o
zona de contacto entre dos proteinas), tal que, si es mutado, reducira la energia de union
entre dichas proteinas (AAG >2.5Kcal/mol). Estadisticamente, las argininas tienen la mayor
probabilidad (12.7%) de constituir hotspots en una interface proteina-proteina (Ofran y
Rost 2007).

Se ha identificado en el modelo de la subunidad B1 generado en el presente trabajo,
a la arginina 89 (R89) como probable hot spot entre la interface a-p1, por lo que se ha
decidido generar la mutacion puntual R89A, con el fin de evaluar sus efectos sobre la
corriente de sodio, en base a las siguientes observaciones:

1) Su cadena lateral se encuentra expuesta al solvente.

2) Se localiza en una region flexible y opuesta al motivo E23D25E27 (considerado
importante para la modulacién de la corriente mediada por B1 por McCormick y cols. 1998)
3) Posee una carga opuesta a la predominante en las asas del vestibulo externo de la
subunidad a, por lo que sugiere que su carga es la caracteristica fisicoquimica que tendria
mas importancia para asociacion a-p1 del canal de sodio.

4) Aunque es un aminoacido con carga positiva, el modelo sugiere que esta se encuentra
neutralizada gracias al puente de sal que ejerce con E87; por lo que resulta factible suponer
que la aproximacién de un dominio con un carga negativa de mayor magnitud (como es el
caso del vestibulo extracelular de la subunidad a Nav1.4) conseguiria romper el puente de
sal intramolecular y establecer una asociacion electrostatica intermolecular por un
mecanismo alosterico de asociacion molecular conocido como induced fit. Este mecanismo,
consiste en un cambio de conformacion secuencial reversible de una proteina inducido por
un ligando u otra proteina al asociarse con ésta (Changeux, 2012).

5) R89 esta conservada tanto en la isoforma humana como la de rata de B1 y en la
subunidad B2, la cual aunque no modula el canal, si se encuentra asociada a la subunidad .
6) Aungue R89 también esta conservada ademas en la proteina de mielina PO, la cual es el
molde para el modelaje de 1 y no modula la corriente (McCormick y cols., 1998) el
residuo E89 (similar o equivalente) no se encuentra ni en 2 ni en PO.

7) McCormick y cols. (1999) disefiaron 5 proteinas quiméricas (rp1/P0) cada una de las
cuales modula la corriente justo como el canal nativo asociado a o aunque éstas poseen
sustituciones de subdominios enteros (extracelulares inmunoglobulinicos). En uno de los
mutantes, el residuo R96 fue remplazado por una serina (como parte de la sustitucion de
region: GSR por DIS), sin ningun cambio funcional aparente. Sin embargo todas las
quimeras funcionales conservan R89.

Se ha sugerido, con base a estudios estadisticos, que normalmente participan 10
puentes de hidrogeno en asociaciones proteina-proteina, sin embargo solo el 5% de los
residuos que se encuentran en la interface constituyen hotspots, es decir contribuyen mas
2kcal/mol en una interfece tipica de 1 200 to 2000 A% (Xu et al, 1997; Ofran & Rost 2007).
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Fig. 21. Alineamiento interespecifico de secuencias de al subunidad B1 del canal de sodio. Las secuencias de
vertebrados (lineas en gris 1-9) alineadas con 3 proteinas relacionadas: la secuencia de rata de B2, la secuencia de B3
de rana y la proteina de mielina PO (lineas en marrén 10-12). Los sitios conservados de probable importancia
funcional se encuentran marcados en cian. La triada acida (EDE) esta implicada en la modulacién de los canales de
sodio dependientes de voltaje (de rojo en el primer panel). Las mutaciones a cisteina o histidina de la arginina 85 (de
rojo en el segundo panel) estan asociadas acasos familiares de epilepsia generalizada con episodios febriles mas
(GEFS+). Las regiones marcadas en amarillo y verde forman laminas B y hélices o respectivamente. El consenso de
prediccidn de estructura secundaria para la secuencia de B1 (calculada mediante Jpred) se presenta en la linea 14.
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De particular utilidad ha sido el calculo del &rea accesible al solvente en la prediccion de
hotspots (Guney Yy cols., 2008; Xia y cols., 2010), ademas Xu y cols., (1997) argumentan
que diferencias en la geometria de los puentes de hidrégeno y puentes de sal
intramolecualres juegan un papel fundamental en la formacion de interfaces, por lo que
resulta ventajoso analizar detalladamente la libertad conformacional de los enlaces de
hidrogeno, proximos a nuestro propuesto hot spot R89 de acuerdo a los modelos de

Blgenerados, comparando el area accesible al solvente y la variacion estructural de éstos
con respecto a la estructura molde, la proteina de mielina PO.

En la figura 22 se puede apreciar que el puente salino del modelo de B1 es mas
accesible al solvente que el correspondiente en su estructura molde. Ademas, los modelos
generados indican que existe la posibilidad de formacion de puentes de hidrdgenos
adjacentes (media=4, en un radio de 3A) a esta arginina 89, que coinciden con un aumento
en la superficie accesible al solvente total, con una desviacion en RMSD ~>5A (fig 22 B).
Esto hace probable que Is sustitucion de la cadena lateral de este amino acido provoque un
cambio electrostatico en una region del dominio extracelular de B1 expuesto al solvente y

por lo tanto accesible a la subunidad .

Fig 22. (A) Puente salino en el
modelo de la subunidad f1
(morado), entre R89 y E87. La
estructura molde PO (en gris) esta
superpuesta al modelo. La arginina
correspondiente también forma un
puente salino intramolecular, (R69
con D92). (B) Caracteristicas
conformacionales de R89 en los 11
modelos de B1 y su molde PO. El
numero de puentes de hidroégeno
proximos a R89 (3A) en el eje x esta

10000 1 graficado contra el rea accesible al
| . 6000 solvente del dominio extracelular
: 9500 | = sggg tota}l _jynto con una medida de
= 9000 = 7500 variacion de cada modelo con
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Fig 23.
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Por lo tanto se propuso la sustitucion de la R89 por una alanina, con el fin de
evaluar la contribucién de la cadena lateral de éste aminoacido a la modulacion que ejerce
Blsobre el canal Navl1.4, mediante la generacion del mutante R89A.

Otros sitio altamente conservado es la glicina 33 (G33) cercana al extremo amino
terminal, la cual se propone, constituye una bisagra de asa en el giro en la elongacion de la
cadena, la cual forma una hoja B plegada antiparalela. Esta hoja B contiene el motivo E23
D25 E27, el cual se encuentra fuertemente implicado en la modulacion que ejerce esta
subunidad sobre el canal (McCormick 1998).

También se puede observar (en las figuras 21 y 32), que el amino acido que precede
a G33, la tirosina 32 (Y32), se encuentra conservado entre especies en menor grado, su
cadena lateral aromatica polar, de acuerdo al modelo se encuentra expuesta al solvente en
una region mas proxima a la membrana celular. Con el fin de evaluar la importancia
funcional de este motivo de bisagra se propuso la sustitucién de Y32 por una alanina y G33
por una metionina con el fin de introducir una cadena
lateral hidrofoba voluminosa, la cual desestabilizaria
la asociacion o-pl. Por lo que se generaron los
mutantes Y32A y G33M independientemente.

Adicionalmente, se identificaron otras
proteinas cristalizadas Ig, cuya estructura secundaria
es altamente conservada, a pesar de su divergencia
funcional y su baja identidad aminoacidica. Una
tirosin-kinasa, un receptor T y un anticuerpo,
presentan la misma disposicion general del pliegue
inmunoglobulinico (fig 23).

El potencial para formar wun enlace
electrostatico en el residuo equivalente a R89 esta
altamente conservado. Su probable relevancia
funcional resulta evidente en las proteinas lg, i.e.,
siempre constituye un residuo bésico (arginina o
lisina) a pesar de la baja identidad de las secuencias
de aminoacidos de éstas proteinas con la subunidad
Bl (< 25%). En particular 2 proteinas en la posicion
equivalente, se encuentran formando un puente de

Superposicion tridimensional del

modelo de la subunidad B1 con 3 proteinas Ig

cristalizadas: NTRK2_HUMAN,
TRGC2_HUMAN, y un anicuerpo de camello
VHH. A pesar de su divergencia funcional, las
hojas B aniparalelas (en verde) y los segmentos a
hélices (en naranja) se encuentran altamente
conservados. Los aminodcidos en el sitio
correspondiente a R89 se encuentran en
representacion de bastones.

sal con un acido aspartico o glutamico en un rango
de distancia de ~5A. Finalmente el alineamiento
Smith-Waterman 3D indican puntajes de 25%, 16 y
28% de homologia para cada una de las estructuras

Ig.

Otros sitios de interés son las cisteinas
proximas al extremo amino terminal. Se puede

observar que la cisteina 43 (C43), se encuentra altamente conservada y el plegamiento
terciario del modelo del dominio extracelular de B1, indica que se encuentra cercana a la
cisteina 21, lo que sugiere que podria establecer un puente de disulfuro. Existe evidencia
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experimental de la formacion de este puente de disulfuro para los aminoacidos
correspondientes en la subunidad B3 del canal de sodio (Yereddi y cols. 2013); por lo que
se evalud los efectos de la sustitucion de la cisteina 43 por una alanina mediante la
generacion del mutante C43A. El cual elimina este hipotético enlace covalente intracatenar.

En resumen, el modelo propone que existen dos enlaces intracatenares que al ser
neutralizados, reducirian la modulacién de la corriente, que la subunidad B1 ejerce sobre el
canal Navl.4. Estos enlaces son: un puente de disulfuro entre C21 y C43 y un enlace no-
covalente, constituye un puente de sal entre E87 y R89 (flecha en blanco figura 24), el cual
al ser neutralizado por la mutacion R89A no tiene efecto sobre la modulacion de voltaje del
canal Nav1l.4.

Fig 24. Superposicion tridimensional del modelo
del dominio extracelular de la subunidad B1 del
canal de sodio (en gris) con su estructura molde,
la proteina de mielina PO (cddigo PDB: 1neu) (en
azul). Los resultados experimentales del presente
trabajo sugieren que los residuos en rosa son de
importancia funcional para la modulacion que esta
subunidad ejerce sobre el canal Nav1.4. Las flechas
indican puentes de sal intramoleculares en 31, en el
que participa R89 y otro en el que participa R85,
cuyos mutantes R85C y R85H estan asociados a
epilepsia (GEFS+) (Xu et al., 2007). Se ilustra la
ubicacidn relativa de la triada &cida (E23 D25 E27)
la cual constituye el dominio mayormente implicado
en la modulacién del canal de sodio (McCormick y
cols., 1999; Brackenbury e Isom 2011).

7.2.4 Mapeo de restriccion del gen SCNBI1 (rp1) y secuenciacion.

La electroforesis en gel muestra que el vector de B1 posee 2 sitios de corte para la
enzima Kpnl, uno de los cuales se sabe de antemano, se encuentra en el vector
pGEMHEnew Yy el otro se ubicaria en la secuencia del gen SCNB1. Por lo tanto la enzima
genera dos fragmentos de aproximadamente 7000 y 1000 pares de bases. Ademas este
vector posee un sitio de corte BamHI y debido a que el producto de digestion al correr en
gel genera solo un fragmento esto indica que el gen SCNBL1 no posee ningln otro sitio de
corte para esta enzima y el vector corre mas rapido que el control debido a que ha sido
linearizado al ser cortado en un solo sitio (fig 25).
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Cirl p1 p1/Kpnl  Marcador  B1/BamH|
Fisio  BBM 41Kb  Fisioc  BBM

Fig 25. Deteccion por
electroforesis en gel de agarosa
de la clona del gen SCNB1 que
codifica la subunidad B1 en
condiciones control, (en la primera
banda) y digerido con las enzimas
de restriccion Kpnl (segunda y
tercerca banda) y BamHI (quinta y
sexta banda). Las muestras del
700 mismo  vector provienen de
diferentes laboratorios, Instituto de
Fisiologia BUAP (Fisio) y el
laboratorio de Bioquimica vy
Biologia Molecular de Toluca
(BBM).

1,000

Las mutaciones fueron corroboradas mediante la secuenciacion de nucleoétidos de
las regiones en las que se enceuntran.Una vez recibida la secuenciacion de las cadenas
sentido (Fw) y antisentido (Rv) de la region de interés del plasmido alinearon éstas, con la
correspondiente secuencia nucleotidica (obtenida de la base de datos NCBI) del gen de f1
(Scnlb). La figura 26 muestra el alineamiento de la secuencia nucleotidica del mutante
R89A con el gen nativo Scnlb (codones de inicio y término en gris).
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WT GG |GT GGT GTGGAACGGTAGTC GGGGCACCAAGGACCT GCAGGACCTGTCCATCTTC 540

RE89A GG |GT GGT GTGGAACGGT AGTCGGGGCACCAAGGACCT GCAGGACCTGTCCATCTTC 218
R e

WT  ATCACCAATGTCACCTACAACCACTCTGGCGACTACGAATGTCACGTCTACCGTCTCCTC 600

R89A ATCACCAATGTCACCTACARCCACTCTGGCGACTACGAATGTCACGTCTACCGTCTCCTC 278
et ke K e 8 e R e

WT TTCTTTGATAATTACGAGCACAACACCAGCGTCGT CAAGAAGAT CCACCTGGAGGTGGTG 660

R89A TTCTTTGATAATTACGAGCACAACACCAGCGTCGTCAAGAAGATCCACCTGGAGGTGGTG 338
ek ek ek ke ek bk ok ko ke ok ok ko ok ek ek

WT GACAAGGCCAACAGAGATATGGCAT CCATCGTGTCAGAGAT CATGATGTACGTGCTCATT 720
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RB9A GCCACGGAAGCTGCTGCACAAGAGAATGCCTCGGAATACCTGGCCATTACTTCCGAGAGC 518
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R89A 578
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Fig 26. Alineamiento del gen que codifica la subunidad rp1 del canal de sodio (SCN1B) con la secuenciacion obtenida
del producto de PCR de mutagénesis R89A. La columna de la izquierda muestra la cadena sentido de la secuenciacion, en
gris el codén que corresponde al primer aminoacido N-terminal de B1 y en rojo, el codon que corresponde a R89 (WT) o A89
(MT), respectivamente. En la columna de la derecha se alinea la cadena antisentido de la secuenciacion con la secuencia
nativa, en gris el codon de paro al final de la region codificante de Pl1. En la parte inferior se muestra la region del
electroferograma producto de la secuenciacién donde se localiza (subrayado en negro) el codon de A89.

7.3 Analisis electrofisiolégico de los mutantes de p1.

El fenotipo nativo (WT) de la subunidad B1, tipicamente acelera la inactivacion y la
recuperacion de la inactivacion, y modifica la dependencia de voltaje de activacion e
inactivacion del canal de sodio hacia potenciales mas hiperpolarizantes (Patton y cols.,
1994; Chen y Cannon 1995; Makita y cols.,, 1996; Vijayaragavan y cols., 2001;
Spampanato y cols., 2004; Tan y cols.,, 2011). En la figura 27 se muestran trazos
representativos de corrientes obtenidas de ovocitos transfectados con el canal Navl.4 en
ausencia y presencia de la subunidad B1 y los mutantes puntuales de la subunidad 1. Es
posible observar la aceleracion del decaimiento de la corriente que B1 ejerce sobre el canal
Navl.4 fue interrumpido por la sustitucion de alanina de la cisteina 43 y la arginina 89,

pero no por los mutantes Y32A y G33M.
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Fig 27. Trazos
representativos  de
las corrientes del
canal Navl.4 con y
sin B1 y con los
mutantes puntuales
de B1 generados a
partir de un protocolo
de pasos
despolarizantes de -
100 mV a +50 mV
partiendo de un
potencial de
sostenimiento de -100
mV con una duracién
de 30 ms.

La relacion corriente voltaje del canal Navl.4 indica que el canal empieza a
activarse a partir de -40mV, registrando el pico de corriente al rededor de -20mV, y un
potencial de equilibrio (Eeq) de +40mV aproximadamente (fig 28). No se encontraron
diferencias significativas entre las corrientes normalizadas al pico (P=0.79), ni entre las
corrientes al pontecial de equilibrio (P=0.131), entre ningun grupo.
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—— \ . . = Fig 28. Relacion corriente voltaje (I-
-T00 : v 60 V) del canal Navl.4 con y sin Bl y
cada uno de sus mutantes. Se muestra
el promedio normalizado al pico de
corriente + ES. Las corrientes fueron
generadas
a partir de un protocolo de pasos
despolarizantes de -100 mV a +50 mV
partiendo de un potencial de
sostenimiento de -100 mV con una
duracién de 30 ms.

normalized |,

—O— Nav1.4+p1 (n=5)
—@— Nav1.4+R89A

-1.0 A —A— Nav1.4+C43A (n=5)

7.3.1 El mutante B1-C43A altera la modulacion del voltaje de activacion que la
subunidad Blejerce sobre el canal Nav1.4.

La figura 29 muestra que la co-expresion de la subunidad PB1, induce un
desplazamiento de la curva de activacion de los canales Navl.4 hacia potenciales mas
hiperpolarizantes. Este efecto es alterado por el mutante C43A, a diferencia de la co-
expresion con el mutante R89A. C43A indujo un aumento significativo del voltaje medio
de activacion, lo que es considerado un efecto de pérdida de funcién de la subunidad
Blsobre la modulacion que ejerce en el voltaje de activacion (tabla 4). Este efecto fue
exclusivo del mutante C43A como se puede apreciar, al comparar los voltajes medios de
activacion de cada mutante en el panel inferior de la figura 29.

Fig 29. Curvas de conductancia de
la corriente de sodio del canal
Navl.4 en ausencia y presencia de la
subunidad B1 y dos de sus mutantes
puntuales. Los datos de cada grupo
fueron ajustados a la ecuacion de
Boltzmann (panel superior). Las
conductancias fueron calculadas a
partir de las corrientes obtenidas
mediante el protocolo en el panel de
en medio y normalizadas con respecto
=T a la conductancia maxima (Guax)
I Y J Y ' Y (n=5-9). Los voltajes medios (V) de
-100 -80 -60 -40 -20 0 activacion de cada grupo fueron
comparados con respecto al fenotipo
Em (mV) nativo i.e. Nav1.4+p1 y son mostrados

en la tabla4 (pag 64)

Nav1.4
Nav1.4+p31
Nav1.4+B1-C43A
Nav1.4+B1-R89A

o4 1®)

©
()

+50 mV

-100 m\
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7.3.2 Los mutantes de B1-C43A, B1-Y32A y B1-G33M alteran la modulacion del
voltaje de inactivacion que esta subunidad ejerce sobre el canal Nav1.4.

Como se aprecia en la figura 28, la co-expresion de las subunidad B1, induce un
desplazamiento de la curva de inactivacion de estado estable, hacia potenciales mas
hiperpolarizantes y este efecto es alterado debido a las mutaciones C43A, Y32A y G33M.
La C43 se encuentra en la primera hoja 3, cercana al extremo amino terminal, mientras que
Y32 y G33 constituyen la primera horquilla o giro en la elongacién de la cadena en
direccion carboxilo terminal del dominio extracelular de la subunidad B1 (fig 32). Note que
la sustitucion de R89, situada en otra horquilla mucho mas distal al amino terminal, no
induce esta segunda clase de efecto pérdida de funcion (figs 30, 31 y 32).

10 @
0.8
2 06 O Navii4
° ® Nav1.4+p1
% A Nav1.4+31-C43A
E 0.4 1 v Nav1.4+p1-Y32A
= 0 Nav1.4+31-G33M
0.2 -
0.0 1 F—=—0—¢
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0
Em (mV)
1s
+20
25ms
-20
-100 mV-
-120

2ms

Fig 30. Curvas de inactivacion de estado estable de la corriente de sodio del canal Navl.4 en ausencia y
presencia de la subunidad B1 y tres de sus mutantes puntuales. Los datos de cada grupo fueron ajustados a la
ecuacion de Boltzmann, se muestra el promedio de cada grupo + el error estandar (n=5-9). El protocolo doble de
inactivacion aplicado se muestra en la esquina inferior izquierda.

7.3.3 Los mutantes p1-C43A y P1-R89A enlentecen la inactivacion de los canales
Navl.4.

La subunidad B1 tipicamente acelera la cinética del canal de sodio, en ausencia de
esta subunidad, la fase de inactivacion al pico y la recuperacion de la inactivacion de los
canales Nav1.4 es significativamente enlentecida. La figura 33, ilustra la desaceleracion de
la fase de inactivacion inducida por los mutantes B1-C43A y B1-R89A con respecto al
fenotipo nativo Nav1.4+B1 en trazos representativos. Solo estos 2 mutantes indujeron una
desaceleracion de la inactivacion de la corriente.
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—— Nav14
— Nav1.4+p1 Fig 33. Trazos representativos
—— Nav1.4+31-C43A superpuestos normalizados de
Nav1.4+B1-R89A corrientes Navl.4, obtenidas al
—— Nav1.4+B1-Y32A aplicar un pulso despolarizante de -
—— Nav1.4+1-G33M 20mV (voltaje al pico) a partir de un
o 2 ¥ potencial de sostenimiento de -
o ee— T 100mV.

normalized INg

5ms

Los datos del curso temporal de inactivacion al pico de corriente fueron ajustados,
célula por célula a una ecuacion exponencial simple. La constante de tiempo de
inactivacion de B1-R89A fue significativamente mayor que la del fenotipo nativo (tabla 5).
Los datos de Nav1.4+31-C43A y Navl.4 (-B1) no se ajustaron a esta ecuacion.

7.3.3 Los mutantes f1-C43A y p1-R89A enlentecen la recuperacion de la inactivacion
de los canales Nav1.4.

En la figura 34 se muestra la recuperacion de la inactivacion de canales Navl.4 en
ausencia y presencia de la subunidad B1 y dos de sus mutantes. El fenotipo nativo (Nav1.4+
B1) produce una recuperacion de la corriente de cerca del 50% después del primer
milisegundo; R89A y C43A desaceleraron este proceso en un 90 y 95% respectivamente (P
< 0.05). La fraccion recuperada de R89A fue diferente del fenotipo nativo despues de una
At de 10 ms (P = 0.05), sin embargo C43A fue significativamente diferente hasta una At de
100 ms (P = 0.05) Los datos de cada ovocito de cada grupo fueron ajustados
individualmente y el promedio de las constantes de tiempo de cada grupo fueron
comparadas. Solo la constante de tiempo de recuperacidon rapida (trs) de C43A fue
diferente de la de Nav1.4+p1 (tabla 4).
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Fig 34. Recuperacion de la inactivacion de canales Navl.4 en ausencia y presencia de la
subunidad Bl y sus mutantes C43A y R89A, éstos produjeron una desaceleraron de la
recuperacion en un 33% y 10% aproximadamente con respecto al fenotipo nativo Nav1.4+81. Los
datos representan el promedio de cada grupo + el error estandar (n=4-9)

7.3.5 El mutante p1-C43A induce una acumulacion de inactivacion.

La presencia de la subunidad B1 acelera, en algunas isoformas del canal de sodio, la
recuperacion ante despolarizaciones a altas frecuencias. Como se muestra en la figura 35, la
corriente generada por la subunidad o de Nav1.4 descendié a un 70% después del segundo
pulso a 1Hz de frecuencias y mostré una acumulacién de inactivacién (rundown) de
alrededor del 60%, con respecto al control después de despolarizaciones repetidas. El
mutante C43A indujo una reduccion del 10% de la corriente después del segundo pulso y
tuvo un rundown de ~20%); a diferencia de los datos de R89A y el fenotipo nativo (Navl1.4+

B1). A una frecuencia de 5Hz, se

10 observé el mismo 20% de rundown para
) OWWO C43A sin efecto para el resto de los
0.9 éé%% grupos.

=z
X

3 0.8 M % %M%
g' Fig 35. Estimulacién repetida a 1Hz.
o 0.7 CI) Efecto de la co-expresion de |la
s subunidad B1 y sus mutantes en
g 0.6 <> corrientes de canales Nav1.4 generadas
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Tabla 4: Parametros biofisicos de la dependencia de voltaje de activacion e inactivacion.

Tipo de canal

Navl.4
Nav1l.4+p1
Nav1.4+p1-C43A
Nav1.4+p1-R89A
Navl.4+p1-Y32A
Navl.4+p1-G33M

Activacion Vi, Pendiente Inactivacion
(mV) Vi (MV)
-25.9+0.5*** 18+0.3*** -545+04***
-33.4+0.2 3.1+0.1 -61.8+0.3
-29 + 0.1*** 1.8 £0.3*** -59.1 £0.4**
-33+0.1 26+0.1 -62.6+0.5
-34+0.1 2.1+0.1** -56 + 0.3***
-325+1 23+0.1 -56 + 0.4***

Pendiente

5+031
47+0.1
6.5 £0.2***
55%0.2
46+0.1
47+0.1

Los valores fueron obtenidos de los ajustes a la ecuacion de Boltzmann para cada grupo (n=5-9). Las diferencias
significativas fueron determinadas mediante una prueba ANOVA de una sola via seguida por una prueba Holm-Sidak para
comparaciones multiples con respecto al fenotipo nativo Nav1.4+p1 (*P<0.05; **P<0.01, ***P < 0.001).

Tabla 4.1: Valores P de las comparaciones multiples de los voltajes medios de activacion

Navl.4+R31
<0.001

<0.001
0.633
0.478
0.569

Nav1.4+R31-C43A
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001
<0.001

Nav1.4+R1-R89A  Nav1l.4+R1-Y32A  Navl.4+R1-G33M

<0.001
0.633
<0.001

0.572
0.461

<0.001 <0.001
0.478 0.569
<0.001 <0.001
0.572 0.461

0.081
0.081

Tabla 4.2: Valores P de las comparaciones multiples de los voltajes medios de inactivacién

Navl.4

Navl.4

Nav1.4+R1 <0.001

Navl1.4+R1-C43A <0.001

Nav1.4+R31-R89A <0.001

Navl1.4+R1-Y32A <0.001

Navl1.4+R31-G33M <0.001

Navl.4

Navl.4
Nav1.4+R1 <0.001
Nav1.4+R1-C43A <0.001
Nav1.4+R1-R89A <0.001
Nav1.4+R1-Y32A 0.108
Navl1.4+R31-G33M 0.139

Navl.4+R1
<0.001

0.002
0.397
<0.001
<0.001

Nav1.4+R1-C43A
<0.001
0.002

<0.001

<0.001
<0.001
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Nav1.4+R1-R89A  Nav1l.4+R1-Y32A  Navl1l.4+R1-G33M

<0.001
0.397
<0.001

<0.001
<0.001

0.108
<0.001
<0.001
<0.001

0.994

0.139
<0.001
<0.001
<0.001

0.994
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Tabla 5: Parametros cinéticos de la inactivacion y recuperacion de la inactivacion.

Tipo de canal Constante de Constantede  Fraccionde  Constante de
inactivacion recuperacion  canales de recuperacion
Tinac (MS) rapida Tast Recrapida  lenta Tgon
(ms) (Frast) (ms)
Navl.4 NA 4.740.4*%** 0.01 10931+£2704***
Nav1.4+p1 0.6+0.03 1.7+0.3 0.93 236188
Nav1.4+p1-C43A NA 2.7£0.04** 0.89 636+36
Nav1.4+p1-R89A 2.6£0.3*** 2.310.1 0.92 376140
Nav1.4+p1-Y32A 0.48+0.04 NA NA 743144
Nav1.4+p1-G33M 0.46+0.03 NA NA 760+30

Los parametros de la inactivacion fueron obtenidos del ajuste a una ecuacién monoexponencial y los de la recuperacion de
la inactivacion fueron obtenidos de un ajuste a una ecuacion biexponencial. (n=4-9), con excepcion de Y32A Y G33M
que se ajustaron mejor a una monoexponencial. Cada célula se ajust6 individualmente y los promedios fueron comparados
con respecto al fenotipo nativo Nav1.4+B1, Las diferencias significativas fueron determinadas mediante una prueba
ANOVA de wuna sola via seguida por una prueba Holm-Sidak para comparaciones multiples
(*P<0.05;**P<0.001***P<0.001).

7.4 Simulacién de los efectos fisicoquimicos de los mutantes de la subunidad p1.

Con el fin de investigar el cambio en la energia potencial electrostatica producida
por cada mutante, se calculo la isosuperficie del potencial electrostatico molecular (ESP)
del modelo de B1. En breve, se genera una isosuperficie, a partir de la ley de Coulomb (ver
métodos seccion 6.4) y en base al calculo cargas atomicas parciales (método de mecénica
molecular)

(ver apéndice 12.5.2).

En la figura 36 A se aprecia el aumento local de acidez producida por la sustitucion
neutralizante de la R89 por alanina, debido a la pérdida del puente de sal intramolecular
propuesto entre E87 (flecha amarilla fig 36 A) con su cadena lateral ahora reactiva. Este
cambio electrostatico no afecté la dependencia de voltaje ni de activacion ni de
inactivacion.

El modelo predice que el mutante C43A produce un aumento local en el area polar,
debido a la liberacion del grupo tiol de la cisteina 21 (flecha amarilla fig 36 B), sin
embargo, los resultados experimentales sugieren un posible aumento de entropia, de este
modo reduciendo la rigidez del extremo amino terminal, el cual parece participar
criticamente en la modulacién de la dependencia de voltaje de activacion e inactivacion del
canal.

En efecto, otras manipulaciones estructurales en el primer giro de este extremo
amino terminal introducidas por medio de mutaciones puntuales, perturban selectivamente
la dependencia de voltaje de inactivacion. Los mutantes Y32A y G33M indujeron un
desplazamiento de la curva de inactivacion de estado estable hacia potenciales mas
despolarizantes, comparado con el fenotipo nativo Nav1.4+B1 (fig 30). Sin embargo estos
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mutantes, no modificaron la dependencia de voltaje de activacion ni tuvieron efectos
significativos sobre la cinética de inactivacion y recuperacion.

El modelo de B1 muestra que la sustitucion la tirosina 43, por alanina, descubre un
residuo acido (E148), previamente involucrado en una red de puentes de hidrégeno
(incluyendo D148, A150 y D151) con el grupo hidroxilo de Y43 (fig 36 C y panel inferior).
La sustitucion del residuo consecutivo de glicina por metionina (G33M), introduce una
cadena lateral voluminosa e hidrofébica (fig 38 D) produciendo el mismo efecto de pérdida
de funcion selectiva que produjo Y43A.

Fig 36. Efectos estructurales y electrostaticos de los mutantes de p1. La superficie
potencial electrostatica (ESP) en la escala de color de Coulomb para: (A) B1-R89A, esta
mutacion increment6 la carga negativa debido a la pérdida de un puente de hidrégeno entre
R89 y E87, cuyo grupo carboxilico se encuentra ahora expuesto y reactivo. (B) La ESP en
un radio de 7A de la posicion 43 en B1-C43A, esta sustitucion impide la formacion de un
enlace disulfuro intramolecular teérico entre C21 y C43, incrementando la entropia en una
region de por si escasamente regular. (C) La ESP en un radio de 5A del residuo 32, la
sustitucion de tirosina en B1-Y32A incrementa la polaridad desestabilizando una red
coordinada de puentes de hidrégeno, debido a la pérdida de un hidroxilo, el cual se
encontraba previamente compartiendo un hidrogeno con N148 y la reducciéon en
hidrofobicidad debido a la pérdida del anillo aromatico fenil de la tirosina (panel de la
esquina inferior izquierda). (D) La ESP en un radio de 5A de la posicion 33 en B1-G33M,
éste mutante introduce una cadena lateral larga, hidrofébica. Los célculos fueron hechos
bajo el campo de fuerza AMBER/Gasteiger.
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Los métodos para la prediccion de hotspots suelen dividirse en a) métodos basados
en energia, es decir en el célculo de energia libre que produce, por ejemplo la sustitucion
por alanina de un residuo en particular y b) métodos basados en caracteristicas, es decir,
discriminan posibles hotspots del resto de los residuos de la proteina, a partir de su
secuencia, estructura o una combinacion de ambas (Xia y cols., 2010).

Dentro de las caracteristicas empleadas en este segundo tipo de métodos se
encuentra, el calulo del area superficial accesible al solvente (Guney y cols., 2008; Tuncbag
y cols., 2009; Xia y cols., 2010) y el &rea polar superficial (Xia y cols., 2010; Eric y cols.,
2013). Estos parametros fueron calculados para los modelos de B1 y sus cuatro mutantes.
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Fig 37 Caracteristicas
energéticas y
superficiales globales del
modelo  del  dominio
extracelular de p1 y sus
mutantes y su realcion
con el cambio en los
parametros

electrofisiol6gicos del
canal Navl.4. La energia
libre total (Etot) fue
calculada después de una
minimizacién  energética
bajo el campo de fuerza
CHARMM27 con un
gradiente de convergencia
de 1x10° npasos. La
diferencia entre el voltaje
medio de inactivacion
(Inac AVy,) de los 4
mutantes con respecto al

fenotipo nativo
(Nav1.4+B1) en funcién
del area superficial

accesible al solvente (B) y
en funcién del area polar
superficial (E). La
diferencia en la constante
de tiempo lenta de
recuperacion de la
inactivacion (Atgey) de los
4 mutantes con respecto al
fenotipo nativo
(Nav1.4+B1) en funcién
del area superficial
accesible al solvente (C) y
en funcién del area polar
superficial (F). Los datos
en B, C, E y F fueron
ajustados a una regresion
lineal simple y se muestra
su coeficiente de regresion
y los limites de confianza
al 95% curvas en azul.
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En la figura 37 A y D se aprecia que todos los mutantes incrementaron la energia
libre total, el area superficial accesible al solvente y el area polar superficial del dominio
extracelular de B1.

Resulta interesante el hecho de que la neutralizacion de la arginina 89 parece
producir el mayor aumento en enrgia libre, lo que podria indicar que el propuesto puente de
sal (entre R89y E87) da estabilidad a la estructura de 1, Sin embargo a pesar del aumento
local de acidez que este mutante generaria (fig 36 A) el aumento en el &rea polar superficial
total, en comparacion con los otros mutantes es bajo para R89A. Por otra parte, el mutante
que posee un mayor incremento en el area polar superficial es Y32A, lo que refleja la
magnitud de la desestabilizacion de la red de enlaces de hidrégeno propuesta (fig 36, panel
inferior).

Con el fin de investigar si existe relacion entre éstos parametros in silico y los
cambios electrofisiologicos experimentales de B1 y sus cuatro mutantes, se realizaron
regresiones lineares simples, por minimos cuadrados de los cambios en el voltaje medio y
de las constantes de tiempo de inactivacion y recuperacion de los mutantes con respecto al
fenotipo Navl1l.4+ B1. Se puede apreciar que el area polar superficial total parece ser
directamente proporcional al cambio en el voltaje medio de inactivacion (Inac AVy) y a la
diferencia en la constante de tiempo lenta de recuperacion de la inactivacion (Atsjow) de 10S
4 mutantes con respecto al fenotipo nativo (Nav1.4+p1) (fig 37 E y F). A diferencia del
area superficial accesible al solvente donde no hay correlacion (fig 37 By C).

Si los residuos de importancia funcional identificados en el presente estudio
constituyen verdaderos hotspots, los dominios de la subunidad a se ubicarian en cavidades
adyacentes a estos residuos de B1. El calculo descriptivo de estas cavidades fue llevado a
cabo mediante el software Fpocket (Le Gilloux y cols., 2009). EI cual ilustra estas posibles
cavidades en forma de burbujas que representan grupos caracterizados de esferas alpha, un
concepto originalmente propuesto para describir la geometria de sitios de union a ligandos
(Liang y cols., 1998). Cada esfera alpha conecta en su superficie cuatro atomos
equidistantes, coloreadas de acuerdo a su polaridad. Una esfera alpha que conecte al menos
3 atomos apolares (con una electronegatividad < 2.8) es considerado apolar, sin este no es
el caso la esfera esconsiderada polar (en violeta).

Como se aprecia en la figura 39 A, la sustitucién C43A incrementa el volumen de
una esfera polar adyacente, pero imposibilita la formacién de otra por debajo de este
residuo. EI mutante Y32A incrementa la formacion de cavidades polares y las redistribuye
en direccion carboxilo terminal, es decir hacia donde se ubicaria la membrana celular. La
introduccién de la cadena lateral apolar de metionina mediante el mutante G33M, produce
contra-intuitivamente, un aumento en las cavidades polares locales y ademas es el mutante
que produce el segundo mayor aumento en el area polar superficial total (fig 37 D).
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Fig 39 Grupos de esferas alpha (Fpockets)
contiguos (10A) a residuos de interés
funcional identificados (en representacion
de volumen de van der Waals de alambre).
(A) El mutante C43A genera un incremento
en cavidades polares. (B) El mutante Y32A
incrementa la polaridad de las cavidades
adyacentes C) G33M incrementa el area
polar de esferas alfas locales (D) R89A
reduce el nimeros de cavidades apolares
alrededor de este aminoacido. Grupos de
esferas alpha polares en violeta y apolares en
color arena. El residuo C-terminal se muestra
en renresentacion de bastones en B. C v D.
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7.5 Dimerizacion de la subunidad p1.

Aparte de modular el mecanismo de compuerta del canal, la subunidad B1 interactia con
otras subunidades B1 a traves de interacciones trans-homofilicas de adhesion celular. Se ha
propuesto que dicha interaccion podria llevarse a cabo de célula a célula en los nodos de
Ranvier (Isom 2001). Por lo que la subunidad Bl debe poseer un sitio de union para su
dimerizacion, ademas de su sitio de union a la subunidad o. Mediante simulaciones de
docking proteina-proteina, se identificé un posible sitio de unién, el cual, como se observa
en la figura 40, no interfiere con los sitios que subyacen a la modulacién de la corriente.

Fig 40. Dimerizacién del dominio extracelular la subunidad B1. La simulacién de anclaje molecular muestras que
en la asociacion de los monémeros (en cian y magenta respectivamente), no intervienen los sitios identificados de los
que depende la modulacién de la corriente (en dorado, representacion de bastones). El panel de la derecha muestra la
imagen especular de la derecha en la cual se ha calculado la superficie de la interface entre ambos monomeros.
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8. Discusion.

El objetivo principal de esta tesis, que combina mutagénesis sitio-dirigida, registros
electrofisiologicos y simulaciones in silico, es el de estudiar la participacion funcional de
residuos particulares en la subunidad B1. Elucidar los posibles determinantes moleculares
que subyacen a la modulacién de la

corriente que esta subunidad ejerce 80
sobre el canal Navl.4 y adquirir 7

indicios de la localizacion de su Alignments imply similrity fhhri:hmoﬁ;t
interface. 50 of 3D strucutre
g 40 B rBetalto
g 2 Myelin PO
8.1 Modelaje de la subunidad B1. alignments

20

En términos generales dos proteinas 10
son consideradas homologas (i.e. 0
relacionadas entre si por evolucion 0 20 40 60 80 100 120 140
divergente de un ancestro comun) si
su porcentaje de identidad es mayor al

30% para una secuencia de 200 a 250 | . e residuos alineados en f o
: : 0 Fig 42. El nimero de pares de residuos alineados en funcion de
residuos que constituye del 25 al 30% de porcentaje de identidad. La curva denota el umbral de homologia,

un dominio tipico de una proteina  donde todo par de proteinas cuyos valores estan por encima de ésta,

citosolica (SCiOI’ y Wahab 2007), (fig poseen similitud estructural significativa. Los puntos corresponden
42) a los valores de los alineamientos de la subunidad 1 del canal de

sodio con la proteina mielinica PO.

Alignment length

Dicho lo anterior es indispensable
sefialar que se ha demostrado que la
estructura proteica es mas conservada que la
secuencia proteica entre homdlogos. Por lo
que el modelado de proteinas por homologia
se basa en la premisa razonable de que dos
proteinas homdlogas compartiran  una
similitud estructural significativa.

Un porcentaje de identidad menor al
20% entre dos proteinas molde-target
constituye lo que en modelado por homologia
se denomina “zona crepusculo” (Chothia y
Lesk 1986). No obstante, a pesar de una
identidad extremadamente baja (15%), la
similitud general espacial podria permitir el

P/
modelado computacional por homologia  Fig 43. Superposicién del dominio extracellular B1 con
(Scior y Wahab 2007). su estructura molde Estructura cristalizada de la proteina

- - mielinica de adhesién a membrana PO (gris) a 1.9A de
Por lo tanto, aunque el ObjetIVO resolucion superpuesta al modelo de la subunidad rf1

con respecto a la subunidad Bl no es  (magenta). Ambas estructuras forman el pliegue Ig de 2

determinar si esta posee una proximidad  hojas P, sin embargo Bl posee 3 segmentos [ plegada
menos que la proteina PO.
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evolutiva estrecha con la proteina mielinica PO, si esto es cierto, al menos hasta cierto
grado, ambas compartirdn una topologia lo suficientemente similar para generar a partir de
la estructura experimental de PO un modelo realista de Bl y util en el estudio de su
estructura-funcion (fig 43).

Los puntajes de los alineamientos (globales, i.e. excluyendo a BLASTYp el cual es local) de
ambas proteinas se encuentran ligeramente por debajo del limite propuesto para implicar
automaticamente una similitud estructural (fig 17). El analisis de los sitios de interés
funcional requirio de comparaciones con otras estructuras cristalizadas, los cuales
resultaron altamente conservados a pesar de la baja identidad con éstas estructuras
inmunoglobulinicas (fig 45).

8.2 Efectos de pérdida de funcion selectivos e independientes.

Los resultados electrofisiologicos nos permiten apreciar dos tipos de pérdida de funcion, 1)
La reduccion en la disponibilidad de canales Navl1.4 durante la inactivacion y la
recuperacion producidos por C43A y R89A, y 2) pérdida de la modulacion de voltaje de
activacion (por el mutante C43A) y de inactivacion de estado estable ( por los mutantes
C43A, Y32A y G33M.

En el caso del mutante R89A su efecto en la cinética es selectivo, ya que no
disminuyd la capacidad de modulacion de voltaje de esta subunidad. Similarmente Y32A 'y
G33M no disminuyeron la aceleracion de la inactivacion y recuperacion que esta subunidad
ejerce sobre corrientes Nav1.4. Esto sugiere que los dos tipos de modulacion que ejerce la
subunidad B1 sobre los canales Nav1.4 i.e. la dependencia de voltaje y la aceleracion de la
cinética dependen de dos sitios distintos de asociacion molecular y son entre si
independientes.

Otros autores han llegado a ésta misma interpretacion al realizar registros en
quimeras de las asas extracelulares de los canales Nav1.2 y Nav1.5 (Qu y cols., 1999). En
dicha publicacién los autores argumentan que varias asas extracelulares influencian la
dependencia de voltaje de activacién e inactivacion, mientras que el asa DIVSS2-S6
(segunda asa en direccion carboxilo terminal del dominio 1V) juega un papel determinante
en la modulacion de la cinética que ejerce f1 (Qu y cols., 1999).

Por otro lado, en el presente estudio el mutante C43A impact6 significativamente
todos los parametros electrofisiologicos, incluyendo la dependencia de uso, es decir
produjo una acumulacion de la inactivacién mayor que el fenotipo nativo. Sin embargo
nuestra interpretacion es que este mutante puntual desestabiliza un dominio de mayor
extension al impedir la union covalente tener C21 y C43.

8.3 Modulacion de B1 de acuerdo a la teoria de transicion de estado.

Se debe tomar en cuenta que dado que los canales ionicos dependientes del voltaje son
complejos proteicos altamente flexibles, cambios conformacionales significativos deben de
ocurrir durante sus transiciones entre los estados en reposo, activado e inactivado en
respuesta a despolarizaciones (O'Reilly y cols., 2008). Por lo tanto se debe considerar la
existencia de maultiples y transitivos modos de asociacion molecular (binding modes) entre
las subunidades o y B1 del canal de sodio. En efecto ésta es la interpretacion que sugieren
los efectos selectivos anteriormente mencionados, la cual concuerda con el modelo de
estado para asociaciones reversibles proteina-proteina, en el que re-arreglos
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conformacionales optimizan la union molecular, generalmente involucrando movimientos
de cadenas laterales (Xu y cols., 1997).

Varios estudios experimentales y numeéricos, incluyendo registros de canal
unitario y simulaciones de teoria de tasa de Eyring han, por mucho tiempo, apoyado la
teoria de que la subunidad B1 modula las corrientes del canal de sodio dependiente de
voltaje al causar un cambio en la fraccion de canales del mecanismo de compuerta de modo
lento al répido sin afectar la cinética de cada modo (Isom y cols., 1992; Bennett y cols.,
1993; Patton y cols., 1994). Esto implica que las subunidades a por si solas son capaces de
inactivar y recuperarse en un modo rapido (i.e.,cuando ~50% de canales estan recuperados
de la depolarizacion al pico en 1ms, fig 34), pero la probabilidad de que lo hagan es baja,
i.e. el proceso es termodindmicamente desfavorable (Bennet y cols., 1993).

Consecuentemente la union de la subunidad B1 a la a reduce la barrera de energia
de tal modo que la probabilidad de transitar en el modo répido incrementa debido a la
formacion de la interface funcional proteina-proteina, como se esquematiza en la figura 44.

C2>2C>C>C>C>0~> 1

Fig. 44 Diagrama de estado del perfil de
HY energia de Eyring para mecanismo de
,*|‘l compuerta del canal Navl.4 con y sin B1.
I
I

i La depolarizacién pone en marcha el

I
Nav1.4a ,"
I

v meca_nis_mo de activacion dgl canal, al
if\ disminuir la barrera enerética standard
AR (AfG®. La asociacién molecular entre
subunidades reduce la barrera energética para
las transiciones de estados cerrados y abierto
hacia el estado inactivado, reduciendo el
tiempo de inactivacion del canal Navl1.4+ Bl

Nav1.4a+p1
B (adaptado de Bennet y cols., 1993).

Free Energy (AG)

Reaction coordinate

Si bien tanto los resultados experimentales y predicciones computacionales
coinciden con esta teoria, también introducen el argumento de que el efecto alostérico por
el cual B1 es capaz de incrementar la disponibilidad de canales en el modo rapido vy el
efecto alostérico por el cual Bl modula la dependencia de voltaje, no dependen uno del
otro. Los resultados experimentales revelan que R89A reduce la disponibilidad de canales
que inactivan y recuperan rapido sin afectar la dependencia de voltaje o la disponibilidad de
canales ante despolarizaciones repetidas a 1Hz.

8.4 Interpretacion de la relacién estructura-funcién de R89.

El dominio extracelular de Bl al igual que las asas del vestibulo extracelular de la
subunidad a del canal de sodio son predominantemente acidas. Los célculos electrostaticos
predicen una carga neta de entre -8 y -7 (bajo campos de fuerza AMBER y CHARMMM
respectivamente) para el dominio extracelular de f1 (142 residuos).
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La razon fundamental detras de la neutralizacion de la arginina 89 fue la de forzar
una pérdida de carga positiva en una region de posible interaccion con la subunidad a. Sin
embargo la interaccion a-f1 en esta region debe ser un evento tardio, dado que este residuo
no perturba la activacion y gradual pero consistentemente desacelerd la inactivacion y la
recuperacion. De acuerdo con los estudios in silico, se propone que R89 interviene con su
cadena lateral en un puente de sal expuesto al solvente, el cual se rompe al aproximarse al
vestibulo externo de la subunidad o y a continuacion, despues de la despolarizacion se une
directamente a ésta. Tal evento molecular side-flipping de asociacion molecular
intracatenario a intercatenario, adecuadamente apoya los presentes hallazgos a cerca de lo
que causa este cambio en la fraccion de canales de modo lento a rapido sin modificar el
voltaje medio de inactivacion (tablas 4 y 5).

Interesantemente, la escala de tiempo de la rotacion de cadenas laterales de un
aminoéacido, es decir el proceso que ha sido modificado por la mutacidn, ocurre en una
escala de tiempo de 1x10'ms (Hille 2001). En esta escala de tiempo se calcula que se
llevan a cabo movimientos atémicos de una amplitud de 0.1 a 10A. Ademas, el largo de la
cadena lateral de una arginina en una conformacion termodinamicamente favorable es de
6.18A (Dunbrack 2002). Por lo tanto, dado que la inactivacion del canal Nav1.4+p1 sucede
en ~1ms, es posible que este side-flipping molecular de R89 involucre varios pasos, es
decir, la formacion y rompimiento de varios puentes de hidrdgeno, antes de establecer una
asociacion molecular proteina-proteina con atomos vecinos, como lo sugiere la
comparacion de los modelos de B1 (fig 22 B)

Con la finalidad de explorar el espacio conformacional posible del aminoacido R89,
se llevaron a cabo simulaciones de minimizacion energética por el método de gradientes
conjugados en VEGA ZZ 2.3.2 de éste aminoacido en solvente (en interaccién con
moléculas de agua). Se observo, a partir del mejor modelo 3D generado anteriormente de
Bl que R89 presenta una longitud de 5.69A (del carbono alfa al nitrogeno del grupo
guanidina de R89), sin embargo también se registran isomeros conformacionales (o
rotameros) de R89, que bajo las mismas condiciones de minimizacién energética, pueden
alcanzar hasta 7.18A (Dunbrack 2002; Pettersen y cols., 2004).

En el modelo atomico original de B1, la arginina 89, establece un puente de sal
intramolecular con el glutamato 87 con una fuerza de unién o energia libre de -0.32
kcal/mol, y ésta aumenta después de una simulacién en solvente de agua a -0.45kcal/mol,
éste puente de sal es conservado aun en un rotamero de R89 cuya cadena lateral alcanza
una mayor longitud (probabilidad = 0.065, energia de enlace = -0.21kcal/mol). Tal es la
magnitud del cambio de energia libre que conllevaria la sustitucion R89A en el mutante,
puesto que la cadena lateral de alanina no es reactiva, ademas del establecimiento de un
puente de hidrogeno de R89A entre la cadena principal de la valina 90 y la alanina 89 con
una energia de -0.06kcal/mol. Como referencia Bennett y cols., (1993) han calculado a
partir de datos experimentales electrofisiologicos, mediante la teoria de Eyring que los
cambios en el mecanismo de compuerta del canal generados por la subunidad 1 pueden
ser explicados por un disminucion de 2.68kcal/mol en la tasa limitante de la barrera
energética producto de la unién B1 a la subunidad o del canal Nav1.4, especificamente para
la recuperacion de la inactivacion (Bennett y cols., 1993).
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8.5 Interpretacion de la relacion estructura-funcion de C43.

Por otra parte el mutante C43A produce efectos de pérdida de funcion generalizados,
inducidos probablemente a una significativa introduccién de entropia translacional
producto de la pérdida de este hipotético enlace disulfuro entre C21 y C43, permitiendo
mayor flexibilidad al asa amino terminal en el que la cisteina 21 se encuentra (fig 38). En
base a la comparacion con proteinas cristalizadas, argumentamos que este cambio
estructural no pudo haber causado un colapse de la estructura, debido a que ninguna de las

estructuras inmunoglobulinicas
cuyo plegamiento es notablemente
similar al modelo de B1 poseen un
puente disulfuro en el sitio
correspondiente a C43, sin embargo
todas ellas conservan un motivo de
hoja [ antiparalela (fig 45).

Fig 45 Superposicion tridimensional del modelo de
la subunidad B1 con 3 proteinas Ig cristalizadas:
NTRK2_HUMAN, TRGC2_HUMAN, vy un
anicuerpo de camello VHH (c6digos PDB: 1neu_A,
1wwb_X, 1hxm_B, 1kxq_H). Se observa un puente
disulfuro altamente conservado uniendo los dos
filamentos (B que forman el pliegue
inmunoglobulinico de sandwich B (flecha en rojo).
Los aminoé&cidos en el sitio correspondiente a R89
se encuentran en representacion de bastones, dentro
del circulo punteado. (B1 en cian, lwwb_X en azul

amarillo).

No obstante no se puede excluir la
posibilidad de que el trafico a lo
largo del citoesqueleto o la
insercion de membrana de este
mutante haya disminuido debido a
la alta eficiencia del promotor del vector pPGEMHEnew, en el cual se encuentra insertado el
gen SCN1B (B1). De este modo la amplitud de corriente no puede ser comparada entre
grupos.

Coincidentemente Yu y colaboradores (2005) obtuvieron resultados similares con
la subunidad B3 del canal de sodio, cuando probaron la misma sustitucion en la cisteina
correspondiente. El mutante C24A en B3 (correspondiente a C43A en 1) produjo un ligero
cambio en el voltaje de medio de activacion del canal Nav1.5 y modifico significativamente
el de inactivacion (Yu y cols., 2005).

En otra serie de estudios C24A impidio la union homofilica a la subunidad a,
segun mostraron los ensayos de inmunoprecipitacién en células HEK293. La interpretacion
de los autores es que el enlace disulfuro, del que C24 forma parte, no participa directamente
en el sitio de unién para su dimerizacion, sino que contribuye a orientar los residuos que
interactan en la asociacion molecular a-f1 (Yereddi y cols., 2013). De la misma forma, las
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simulaciones de anclaje molecular de Bl en este trabajo, sugieren una participacion
importante de la cisteina correspondiente, C43 en el establecimiento de asociaciones trans-
homofilicas, ya que esta se encuentra proxima al sitio de unidn de dimerizacidén propuesto
(fig 40). Lo cual también indicaria que el puente disulfuro perdido debido a la mutacion
C43A, no participa directamente en la interface Nav1.4-B1, sino que contribuye a la union
estabilizando los residuos en interaccion directa con la subunidad a.

Un reciente estudio in silico también involucrd la participacion de C43 en el sitio
de union B1-B1. Ademas el modelo del complejo dimérico de esta subunidad presentado en
esta tesis, coincide con el modelo de dicha publicacion, en particular 16 de los 20 amino
acidos involucrados en la interface p1-B1 segun los resultados publicados se encuntran en la
interface propuesta en la figura 40 (Liu y cols., 2013).

El mutante G33M constituye la sustitucion que introduciria la mayor entropia
rotacional per se (debido a su larga y flexible cadena lateral), en efecto fue el mutante con
mayor aumento en el area superficial accesible al solvente y el segundo en incremento de
energia libre total (fig 37). Interesantemente éste no presenté un efecto de pérdida de
funcion evidente sobre la inactivacion del canal, sin embargo su comportamiento cinético
no se ajustd a una ecuacion exponencial, a diferencia del fenotipo nativo, R89A y Y32A.
De la misma forma, el hecho de que C43A no se ajustara Se ajustara a esta caida
exponencial sugiere un incremento comparable en la entropia causada por la pérdida del
enlace covalente que C43 podria estar formando con C21. Sin embargo es dificil apoyar
este posible incremento en la entropia de C43A a partir de los célculos de energia libre por
mecénica molecular esclusivamente, por lo que se precisaria de dinamicas moleculares para
proporcionar una mejor explicacion de los resultados experimentales.

El érea polar total del dominio extracelular de B1 parece estar involucrada en la
modulacién del voltaje de inactivacion y en la cinética del canal Navl.4, a diferencia de
area superficial accesible al solvente. La correlacion estos parametros in silico con
resultados electrofisiologicos experiemntales indican que el &rea polar podria ser
directamente proporcional al cambio del V1, de inactivacion y al cambio en la constante de
tiempo lenta de recuperacion de la inactivacion (fig 37).

Esto significa que la reducion de la superficie apolar por los mutantes puntuales
esta asociada a los efectos pérdida-de-funcién en sensibilidad de voltaje y cinética. Lo que
coincide con estudios previos que indican que las interaciones hidrofdbicas contribuyen a la
estabilidad de la interface proteina-proteina. Sin embargo, también se ha observado que en
regiones intrinsecamente desordenadas las interacciones polares juegan un papel mayor que
en complejos protéicos estructurados (Wong y cols., 2013). Como se ha mencionado
anteriormente, se propone que las asas del vestibulo extracelular de la subunidad o con las
que ésta podria interactuar con B1 constituyen regiones intrinsecamente desordenadas.

La desaceleracion de la recuperacion de la inactivacion y el incremento en la
acumulacién de inactivacién (o rundown) durante estimulaciones a altas frecuencias podria
ser importante para restringir la hiperexcitabilidad durante la conduccién del dolor y las
neuropatologias como la epilepsia (Meadows y cols., 2002). El mutante R89A retardd la
recuperacion de la inactivacion sin incrementar la acumulacion de la inactivacion, mientras
que el mutante C43A perturb6 ambos efectos (fig 35).
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8.6 Magnitud del efecto de los mutantes de p1.

Aunque la reduccion en la fraccion de canales bajo el protocolo de
recuperacion de R89 y C43 se limita a los 10 y 100 ms, sus efectos no son triviales en
comparacion con reportes en la literatura al respecto. Importantemente, la principal
evidencia a cerca de los principios que gobiernan la asociacion a-pl1 no ha avanzado en
poco méas de 13 afios (McCormick vy cols.,, 1999; Brackenbury e Isom 2011).
Concretamente se ha propuesto que la triada acida E23, D25, E27 localizada entre los sitios
conservados C43 y Y32 juega un papel fundamental en la modulacion a-B1. Los autores
concluyen que ocurre un 22% de reduccion en la fraccion de canales que inactivan en el
modo rapido comparado con el fenotipo nativo Navl.2+B1 cuando la subunidad a es co-
expresada con el triple mutante de B1-E23Q-D25Q-E27Q (McCormick y cols., 1999). Este
mutante no produjo una desaceleracion significativa de la recuperacion de canales
Nav1.2+p1- E23Q-D25Q-E27Q (McCormick vy cols., 1999). En cambio el mutante C43A
si produjo una constante de tiempo de recuperacion de la inactivacion significativamente
mayor y su efecto en la cinética es claro (tabla 5, fig 36).

Por otra parte Xu y cols., (2007) observaron que la mutacion 31-R85C, encontrada
en casos familiares de epilepsia generalizada con convulsiones febriles (GEFS+) solo
modifica las constantes de tiempo de inactivacion del canal Navl1.2 a potenciales
hiperpolarizantes de +20mV a +50mV, pero no a potenciales cercanos al pico de corriente
del canal de sodio (-20mV) (Xu y col., 2007), los autores encuentran, al igual que en el
presente estudio, diferencias significativas de los mutantes R85H y R85C en los primeros
milisegundos del curso temporal de la recuperacion de la inactivacion rapida, sin embargo
solo hasta los 10 ms, mientras que nuestro mutante R89A genera diferencias durante una
ventana de tiempo mas amplia, hasta los 100ms, (fig 36).

En dicha publicacion el mutante R85C pero no R85H afectd la inactivacion de los
canales. En el presente estudio el modelo de B1, tras ser sometido a pasos de refinamiento
indico que R85 podria formar puentes de sal al igual que R89. La discrepancia encontrada
en el estudio experimental de Xu y cols., (2007) puede ser simulada computacionalmente;
la histidina, siendo una base débil remplaza a la arginina reorganizando la red de
interaccion no covalente, mientras que la substitucion por cisteina la desorganiza.

Por otra parte la neutralizacion del glutamato 87, con el cual, segin el modelo R89
establece un puente de sal, estd asociada a otra canalopatia. La mutacion E87Q ha sido
identificada en una familia turca afectada por el sindrome de Brugada (Watanabe y cols.,
2008).

El mutante C121W esta también asociado a casos familiares de GEFS+ y epilepsia
del I6bulo temporal (Meadows y cols., 2002; Scheffer y cols., 2007) Esta mutacion, a
diferencia del mutante C43A, alteraria significativamente el pliegue inmunoglobulinico ya
que se puede observar en el modelo que ésta cisteina se encuentra realizando un puente
disulfuro con C40, el cual mantiene unidas ambas hojas B plegadas y ademas existe
evidencia experimental de la existencia del puente disulfuro C40-C121 en B1 (Barbieri y
cols., 2012). Esta asociacion covalente se encuentra conservada en las estructuras
cristalizadas con las que se compara el modelo de B1 (fig 45).
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Resulta interesante el hecho de que esta mutacion no disminuye la translocacion de
subunidades o en la membrana, sin embargo si reduce sus capacidades adhesivas,
disminuyendo la agregacion celular, por lo que se argumenta que el enlace covalente del
dominio inmunoglobulinico es esencial para que la capacidad de la subunidad de formar
uniones homofilicas B1-p1 (Meadows et al., 2002). Lo que también sugerimos que pasaria
con el mutante C43A en base a las simulaciones de anclaje molecular (fig 37).

Los autores argumentan que el mutante C121W aumenta la excitabilidad observada
en epilepsia debido a efectos mas sutiles como la modificacion de la fraccion de canales
(hNav1.3) disponibles que abren a potenciales de membrana subumbral y reduciendo el
rundown dependiente de frecuencia de la corriente de sodio. En el fenotipo nativo
(aNav1.3+B1) se registra una reduccion aproximada del 60% después de la aplicacion de un
tren de 100 pulsos (por 5ms, a -10mV, 80Hz), mientras que en células que expresan el
mutante C121W la corriente solo se reducen en un 20 a 30% (Meadows et al., 2002). En
contraste, el mutante C43A incrementd el rundown de la corriente Navl1.4-B1 bajo
despolarizaciones repetitivas a una frecuencia menor, de 1Hz, constituyendo una pérdida de
funcion.

8.7 Asociacion de B1 a canales de potasio.

Recientemente se ha descubierto que la subunidad B1 del canal de sodio Se co-
ensambla y modula canales de potasio dependientes de voltaje (Marionneau y cols., 2012).
Nguyen y cols., (2012) han reportado que f1 modula los canales Kv1l y Kv7, pero no Kv3 e
identificaron distintos dominios involucrados en tal modulacién. Los autores proponen un
modelo del complejo Kv1.2-B1 en el que el segmento transmembrana establece contactos
clave con el segmento S5 de la subunidad a de potasio, los aminoacidos involucrados son la
leucina 13 y 17 (numeracién transmembrana), sin embargo observan que varios residuos
altamente conservados en 1 se asocian al canal Kv1.2 (Nguyen y cols., 2012).

Fig 46. Vista lateral del modelo
del canal homotetramérico de
potasio Kv1.2 con la subunidad
p1 del canal de sodio. Los
monodmeros estdn en 4 diferentes
colores azules, la subunidad B1 en
café claro y los residuos de los
segmentos S1 y S5 de la subunidad
a expuestos a los lipidos de
membrana que difieren dentro de la
familia de canales de potasio
dependientes de voltaje se muestran
en esferas naranja y verde
respectivamente. En negro  se
muestra la posicion relativa de los
residuos  extracelulares de la
subunidad B1 identificados en el
presente  trabajo, de interés
L19 funcional para la modulacién del
canal Nav1.4 (adaptado de Nguyen

V15 ycols, 2012).
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La interface incluye dos asas extracelulares de este canal. Resulta interesante
observar que dos de los sitios identificados en el presente trabajo se encuentran en la
interface Kv1.2-p1 (fig 46).

Finalmente, la interpretacion de los resultados del presente trabajo coinciden con el
modelo Monod-Wyman-Changeux (MWC) sobre la modulacion alostérica proteina-
proteina, en cuanto a que: 1) la mutaciones pueden modificar el equilibrio alostérico
espontaneo entre el estado conformacional relajado y tenso de un complejo proteico (para
el caso de Nav1.4-B1, entre el modo lento y rapido de mecanismo de compuerta y entre el
estado B1-sensible y Bl-insensible a voltaje). Y 1) en un sistema de interaccion entre
subunidades proteicas (o protdbmeros) en membrana, varias clases de respuestas a sefiales
regulatorias especificas pueden existir, desde transiciones de fase graduadas
(desaceleracion de la inactivacion) hasta respuestas discretas todo-o-nada (pérdida de la
modulacion del voltaje de inactivacion), dependiendo de la isomerizacion y la energia libre
de la interaccion entre protomeros en ensambles de proteinas largos y periodicos
(Changeux 2012).

9. Perspectivas.

El presente estudio, eshoza la
existencia de dos 0 mas modos de asociacion
molecular a-f1 del canal de sodio
parcialmente independientes. Uno de los
cuales subyace a la modulacién de voltaje y
el otro a la modulacion de la cinética.

Esto podria implicar que 2 0 més
asas extracelulares de la subunidad o
interactlan con dominios discretos de Pl1,
como en el caso de la asociacion al canal
Kv1.2 (fig 46) (Nguyen y cols., 2012). La
determinacion 'y  modelaje  de  los
aminoacidos en la subunidad o que
participan en tal asociacion representa un
reto mucho mas grande debido a que estos,
muy probablemente estdn contenidos en
regiones intrinsecamente desordenadas vy
poco conservadas entre las isoformas (tabla
2 y fig 13). A pesar de esto, a la luz de la _ -
literatura (Makita y cols., 1996) y en base al qubunidad pa. Los stios ientiicados ce relevanc
presente andlisis in silico se propone la estructural-funcional en representacion de bastones en
existencia de hotspots en las asas negro. LasI cavid?des intramol_tle;:ulztes polz;(e_s Sn
extracelulares DI/L y DIV/2. Esta Ultima et i dimerizacion <o moesia. en
posiblemente interactlle con regiones cercanas representacion de malla.

a R89 en la subunidad B1 para modular la
cinética del canal.
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Estudios comparativos preliminares sugieren que la comparacion de interfaces de
estructuras cuyo pliegue Ig es similar al de B1, podrian ser de utilidad para la elucidacion de
la interface a-fl y la identificacion de otros hotspots (Scior y cols., 2013 datos no
publicados).

Se ha reportado que la subunidad B1 posee un alto grado de N-glicosilacion,
especificamente, se ha detectado la presencia de acidos sialicos, lo que indica la presencia
de N-tetraglicanos hibridos maduros, aunque su composicién exacta no ha sido determinada
(Messner y Catterall., 1985). Ademas existen reportes contradictorios respecto al papel
funcional de esta modificacién postraduccional en la modulacion de la corriente
(McCormick y cols., 1998; Johnson y cols., 2004). Se realiz6é un analisis in silico para la
prediccion del estado de glicosilacion de la subunidad B1 el cual identifica 4 sitios de N-
glicosilacion. Las asparaginas 114 y 135 poseen una probabilidad de glicosilacion de 0.5y
0.6 respectivamente. Tedricamente la adicion de tetraglicanos tipicos, que contienen &cidos
sialicos en estos posbiles sitios de glicosilacion no interferiria con la asociacion de
dominios de la subunidad o alrededor de los amino &cidos de importancia funcional
identificados en este trabajo (en naranja en la figura 41).

Fig 41. Modelo del
dominio extracelular de
la subunidad Bl
glicosilada. Los posibles
sitios de N-glicosilacion en
verde. Un tetraglicano
tipico estd unido a dos
residuos de asparagina,
N135 Y N114, en
representacion de bastones
(enlace  glicosilico  no
mostrado). Los sitios de
interés  funcional  en
naranja. El amino terminal
en magenta y el carboxilo
terminal en rosa. La

formula de cada
Tetra-N-glycan tetraglcgn_q y la
composicion de un N-
QLYLRYLLYL tatraglicano hibrido,
O0O00 d ..
alalals maduro, tipico se muestra
Qe en la parte inferior.
[]
O]

Sialic Acid C1MH18NO9
Galactose @
MN-Acetylglucosamine

Mannose

Resulta necesario considerar el papel de la glicocilacion de ambas subunidades del
canal, ya que se ha encontrado la presencia de carbohidratos que constituyen hasta el 36%
de la masa de las subunidades 1 y B2 (Messner y Catterall, 1985). La transferencia de N-
glicanos a las proteinas comienza en la cara citoplasmica del reticulo endoplasmico (RE) y
ésta es subsecuentemente remodelada a través del RE y en el aparato de Golgi por un
complejo de glicosidasas y glucosiltransferasas acopladas a membrana. Estas enzimas son
altamente sensibles al ambiente fisiologico y al estado bioquimico de la célula en la que
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estas se expresan (Varki y cols., 2009). Ademas, existe evidencia de una asociacion
temprana de la subunidad B1 con la subunidad a del canal de sodio dentro del reticulo
endopladsmico para su posterior migracion a traves del citoesqueleto (Zimmer y Benndorf,
2002). Debido a esto resulta probable que la unién a la subunidad o determine los sitios de
glicosilacion de B1.

Si los sitios de interés funcional descritos en este trabajo participan en dicha
asociacion a-pl temprana en el citosol, los residuos de asparagina libres capaces de
glicosilarse serian N114 y N135 (fig 41). Los resultados preliminares del modelo in silico
de glicosilacion muestra dos grupos de N-tetraglicano asociados a cada uno de estos
residuos, ya que se ha sugerido la presencia de al menos un carbohidrato complejo que
probablemente contenga residuos de &cido sidlico (Messner y Catterall, 1985).

Aunque Bennet y cols., sostienen que la glicosilacion del canal de sodio es esencial
para la modulacion de la corriente en varias isoformas (Bennett y cols., 1997; Johnson y
cols., 2004), McCormick y colaboradores no encontraron efectos significativos al mutar los
4 sitios posibles de glicosilacion en el dominio extracelular de 1. Estos autores mutaron
individualmente cada asparagina a glutamina y generaron una la doble mutante N110Q-
N114Q, sin observar una pérdida de funcion significativa en ningin caso (McCormick y
cols., 1998).

Como se ha argumentado los resultados experimentales y los estudios
computacionales podrian contribuir al entendimiento de algunas de las patologias asociadas
a la interaccion de B1 con los canales de sodio, introduciendo la intrigante posibilidad de
disefiar farmacos que selectivamente interfieran con un proceso biofisico especifico. Bajo
este contexto, seria de particular interés el explorar si los mutantes disefiados presentan
también estos efectos de pérdida de funcion selectiva en canales Navl.7. Estos canales
participan importantemente en nocicepcion, estan asociados a patologias neuropaticas y se
conoce que son modulados por la subunidad B1 (Vijayaragavan y cols., 2001; Farmer y
cols., 2012). El desarrollo de compuestos que interrumpan selectivamente la interaccion
entre Navl.7 y Pl podria abrir la puerta al disefio de farmacos que combatan
especificamente el dolor periférico (Theile y Cummins 2011).

10. Conclusiones.

e La subunidad B1 del canal de sodio modula la dependencia de voltaje y la cinética
del canal Nav1.4 mediante una asociacion extracelular no covalente.

e Mediante métodos bioinforméaticos, de modelaje molecular y registros
electrofisiologicos se identificaron residuos en el dominio extracelular de B1 cuya
participacion es critica para esta modulacion.

e EI mutante C43A perturba la capacidad de esta subunidad para modular la
dependencia de voltaje de activacion e inactivacion, ademas de la aceleracion de la
inactivacién y la recuperacion e incrementa la acumulacion de inactivacion ante
despolarizaciones repetidas a 1Hz en canales Nav1.4.

e El mutante R89A perturba selectivamente la capacidad de Pl para acelerar la
inactivacién y recuperacion de canales Navl.4, sin afectar la modulacién de voltaje.
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e Los mutantes Y32A y G33M en la orquilla del primer giro (amino terminal) de la
subunidad B1suprimen selectivamente la modulacion del voltaje de inactivacion que
esta subunidad ejerce sobre canales Nav1.4.

e Los estudios de modelaje por homologia y simulaciones in silico de B1 sugieren la
existencia de dos enlaces intramoleculares involucrados en la asociacion funcional
del complejo Nav1.4-f1. Un enlace disulfuro entre C21 y C43 y un puente de sal
entre R89 y E87.

e El modelo tridimensional del dominio extracelular de 1 propone la existencia de
una interface para la asociacion homofilica (dimerizaciéon) y dos sitios de
glicosilacion (N135 y N114) que no interfieren con los posibles dominios de
asociacion con la subunidad o.

e El modelo sugiere que existe una cavidad entre R89 y Y32 que funcionaria como
sitio de asociacion entre la subunidad a y B1 en canales de sodio Navl .4.
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12. Apéndice

12.1 Alineamientos de Secuencias Aminoacidicas.

La proteina de estudio (en este caso la de las subunidades del canal de sodio) se
denomina target o estructura/secuencia objetivo, mientras que la(s) proteina(s), que poseen
informacidn experimental disponible que se emplea(n) para la generacion del modelo se
denomina molde. Una proteina molde debe de guardar una relacion estrecha con la proteina
target, ya sea de homologia (cercania filogenética) o analogia (similitud funcional), ambas
relaciones implicarian una parecido de las secuencias target y molde, por lo que el
alineamiento de ambas es necesario para determinar la utilidad de la proteina molde en la
generacion del modelo estructural de la proteina target.

Con el fin de garantizar el mejor posible alineamiento entre la estructura molde y la
estructura blanco (target) se ha hecho uso de diferentes algoritmos de alineamiento.

BLASTp (via NCBI): herramienta de busqueda de alineamiento béasico local,
requiere de solo la secuencia lineal como input, considera una secuencia iniciadora de
alineamiento (“semilla”) de solo 3 aminoécidos y utiliza la matriz de puntaje de sustitucion
BLOSUM-62. Una Matriz de Puntajes de Sustitucion asigna valores a cada tipo posible de
cambio de aminoacido o sustitucion entre los 20 tipos de aminoacidos basado en las
frecuencias de sustituciones observadas en proteinas evolutivamente relacionadas. La
utilizacion de estas matrices para evaluar los alineamientos asume que las tasas de
mutacién estimadas entre proteinas estrechamente relacionadas (85% idénticas) pueden ser
extrapoladas a proteinas mas distantes entre si, por lo que es posible especificar
empiricamente la probabilidad relativa con la que cada residuo muta a otro residuo
especifico a través de la historia evolutiva.

Needleman-Wunsch (via Chimera UCSF): consiste en un alineamiento global tipo,
el cual, toma en consideracion similitudes de estructuras secuendarias, dandoles un peso en
el puntaje calculado a partir de la matriz de puntaje BLOSUM-62 (Pettersen y cosl., 2004).

MUSCLE (via NCBI): comparacion multiple de secuencias por prediccion
logaritmica, a partir de secuencias lineales se construye un alineamiento progresivo en el
que se ejecuta un refinamiento utilizando transformadas de Fourier.

Los alineamientos resultantes a partir de cada método son comparados y evaluados
en base a diversos pardmetros como el porcentaje identidad (1d%).- No. de residuos
idénticos en las dos secuencias (dividido entre la longitud de la secuencia mas corta), el
porcentaje de secuencia blanco alineada (coverage), el porcentaje de sustituciones
equivalentes, “remplazos conservativos” o “positivos”.- es el cambio de un aminoacido por
otro de la misma clasificacion fisicoquimica o con el cual posee similitudes determinantes
(e.g. carga, polaridad, aromaticidad, hidrofobicidad, flexibilidad, volumen etc.). El valor de
S-score se obtiene de la suma de los valores por cada posicion alineada (calculados en base
a los valores de una matriz de puntajes de sustitucion) menos los valores por cada brecha
(penalizaciones por cada no-continuidad). El valor E es el numero de diferentes
alineamientos con puntajes equivalentes 0 mejores que se espera encontrar al azar en una
base de datos. Entre menor sea el valor E el S-score es mas significativo.
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12.2 Analisis de Hidropatia.

Este consiste en mostrar el valor tedrico del cambio de energia (AG) que se
obtendria al mover una regién de un péptido de una bicapa fosfolipidica a un medio acuoso,
al tomar en cuenta las propiedades fisicoquimicas de los residuos que contiene. Esto es un
indicador de la probabilidad de que tales regiones se encuentren embebidas en membrana o
expuestas al solvente (e.g. solucioén extracelular o citosol, etc.). Valores altos de AG
(Kcal/mol) indican que es termodinamicamente desfavorable (porque precisa de energia)
conducirlas a un medio acuoso por lo que es probable que constituyan dominios
transmembrana. El analisis de hidropatia de las secuencias de las subunidades del canal de
sodio ha sido efectuado mediante el software MPex 3.2 (Snider y cols., 2009).

Este programa estd disefiado para el analisis de secuencias de proteinas de
membrana mediante el método de grafico de hidropatia de Kyte y Doolittle (1982), una de
las escalas empleadas es la escala de hidropatia experimental de residuo completo
determinada en el laboratorio de Stephen White de la Universidad de California Irvine,
incluyendo las contribuciones del enlace peptidico, se ha determinado la escala para a)
interfaces de membrana POPC (fosfatidilcolina) y para b) n-octanol (fig 48).
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Fig 48. Escalas de hidropatia experimental de residuo completo determinada en el laboratorio de

Stephen White, Universidad de California Irvine.

12.3 Prediccidn de Estructura Secundaria.

Con el fin de determinar la probabilidad de que cualquier secuencia dada de
aminodcidos del canal forme un hélice a, una hoja B plegada o un asa de disposicion al azar
se ha hecho uso de diversos servicios en linea los cuales mediante diferentes algoritmos
asocian para cada residuo un tipo de estructura secundaria junto con un valor de confianza
0 certeza de la prediccion.

Uno de los métodos para este fin es Jpred un servidor que calcula a partir de la
secuencia lineal de amino acidos, 2 tipos de perfiles (y un consenso final) basados en
diferentes métodos de prediccion con redes neuronales multiples. Jpred, primero compara
la secuencia target contra proteinas cuya estructura ha sido determinada y depostiada en el
Banco de Datos de Proteinas (PDB), por medio de alineamientos BLAST. Ya que se ha
observado que la manera mas confiable de predecir la estructura secundaria de una proteina
es por similitud con otras proteinas de estructura conocida. (Cole y cols., 2008).
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Ademas del consenso final del tipo de estructura secundaria, asi como valores de
confianza, Jpred devuelve 2 perfiles de predicciones: la prediccion en base al algoritmo
HMM (modelos markovianos escondidos), el cual constituye una maquina probabilistica
finita usada para modelar secuencias estocasticas, este tipo de algoritmos es “entrenado”, es
decir aprende a corregir sus predicciones. El segundo perfil devuelve la prediccion PSSM
(matriz de puntaje de posicion especifica) en el cual la secuencia es alineada con secuencias
en la base de datos UniRef90, por medio de PSI-BLAST (herramienta de busqueda de
alineamiento local basica, iterativo de posicion especifica), con 3 iteraciones y filtrada por
redundancia. Jpred posee un porcentaje de prediccion correcto de 81.5% (Cole y cols.,
2008).

Otros métodos empleados, se basan en descripciones energéticas de la elongacion
de segmentos helicoidales, como el programa AGADIR, el cual predice el contenido
helicoidal de péptidos monoméricos considerando interacciones de corto alcance; ademas
predice la localizacion de “giros conformacionales” o cambios de direcciéon en la
elongacion de la cadena peptidica. AGADIR se basa en la teoria de hélice/bucle (hélix/coil
theory), la cual consite en descripciones energéticas de polipéptidos cortos para formar
hélices o, basadas en mecénica estadistica. A partir de esta teoria se desarrollan algoritmos
que cuantifican la tendencia helicoidal de secuencias de amino acidos (Lacroix y cols.,
2002).

Uno de los métodos automaticos de modelaje utilizado fue I-TASSER. Este servicio
en linea utiliza un alineamiento tipo roscado o enfilamiento (Threading) que consiste en
alinear las secuencias en base al cambio de energia libre generado al incorporar las cadenas
laterales de la estructura target a la cadena principal del molde (por lo que se requiere
coordenadas de la estructura). El alineamiento que genere un menor valor de AG (mas
favorable) es seleccionado. Se calculan perfiles DSSP (estructura secundaria definida de
proteinas), algoritmo con el cual se asignan estructuras secundarias a cada aminoacido de
acuerdo a las coordenadas a resolucién atomica de la proteina. EI ambiente TASSER toma
en cuenta predicciones de diferentes algoritmos de enfilamiento que incluyen célculo de
accesibilidad al solvente (Roy y cols., 2010).

12.4 Distancias Génicas y construccion de fenogramas.

La construccién de arboles filogenéticos posee varias aplicaciones dentro de la
investigacion bioldgica actual. Una de ellas es la inferencia de funcion de proteinas
(Hollich y cols., 2005).

Como ejemplo de esto, especificamente valido para el canal de sodio, se ha
comprobado la participacién sobresaliente de residuos de asparagina en el segmente S6, en
la inactivacion lenta, los cuales son los aminoacidos més conservados incluso en secuencias
bacteriales (Payandeh y cols., 2012).

Existen dos tipos de métodos para construir arboles filogenéticos, el fenético,
basado en distancias génicas y el cladistico, basado en caracteres. Este primero mide la
distancia pareada o disimilitud entre dos secuencias de diferentes especies, la cual
corresponde al numero de mutaciones o eventos evolutivos desde que dos especies
divergieron (Higgs y Manchester, 2001). Sin embargo no todos las mutaciones se
encuentran registradas en las secuencias actuales a comparar, por lo que el contar el nimero
crudo de diferencias entre dos secuencias (haming method) no refleja necesariamente la

83



84

historia evolutiva de una secuencia. Por lo que se ha propuesto calcular la distancia génica
(K) a partir del modelo de Jukes-Cantor;

K= -3/4 In(1- 4/3p) .

Donde K, la distancia génica YT E Ad
es el numero promedio de
substituciones 'y p es el
porcentaje de diferencia.

Esta relacion revela que la

parcant diferance
=
-

correccion se incrementa con 0.2

la distancia génica, pero 0t ]

cuando el porcentaje de o . . . . . .
diferencia se satura (75%), la o 05 1 15 2 25 3 35
distancia génica no es genelic distance

anOCIble (LANS,  2010), Fig 49. Modelo de estimacion de distancia génica propuesto por

(fig 49). Jukes y Cantor (1969), el cual estima los limites de confianza para
estimar el grado de divergencia evolutiva a partir del porcentaje de
diferencia de secuencias actuales tomado de LANS, 2010).

En el presente trabajo se hace uso de NJ (neighbour joining method), uno de los méas
populares métodos para construir arboles o fenogramas con el proposito de comparar las
secuencias de diferentes especies y diferentes isoformas del canal de sodio.

Este algoritmo no asume la hipoétesis del reloj molecular (MCH), es decir no mide la
distancia evolutiva solo en base a la tasa promedio de acumulacion de mutaciones, de
hecho ajusta la tasa de variacion entre ramas (Perriére y cols., 1996).

Se comienza con un arbol en estrella no resuelto y cada par de secuencias es
evaluado para ser unidas, mientras que la suma de la longitud de todas las ramas es
calculada del arbol resultante. El par de secuencias que produce la suma menor es
considerado el par de vecinos mas cercanos y se unen, posteriormente se insertan nuevas
ramas entre este par y el resto del arbol y la longitud de ramas es recalculada. EI proceso se
repite hasta que solo una terminal esta presente, por lo que se produce como resultado un
solo arbol, el cual podria ser parcial o sesgado ya que los errores en estimacion de distancia
son exponencialmente largos para distancias largas (Wen-Hsiung y cols., 1991).

12.5 Modelaje Molecular.

El modelado molecular consiste en el desarrollo de modelos matematicos que
constituyen representaciones de entidades quimicas con informacion asociada a sus
propiedades fisicoquimicas fundamentales, ademas de su posicion relativa en coordenadas
cartesianas. Existen dos tipos principales de modelos matematicos, el modelaje por
mecanica molecular y el modelaje por quimica cuantica o ab initio. El primero aplica
mecanica newtoniana clasica a la representacion y el comportamiento de atomos y enlaces
(en lugar de nucleo y electrones). Las posiciones atomicas son ajustadas para adecuarse a
parametros empiricos conocidos como longitud de enlaces y angulos derivados de
mediciones experimentales.
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El segundo tipo de modelo se sustenta exclusivamente en la fisica cuantica tedrica y
sus ecuaciones para describir la interaccion entre nucleos cargados positivamente alrededor
de una nube de electrones cargados negativamente. Generalmente no utiliza parametros
experimentales, derivando un modelo exclusivamente a partir de principios tedricos, por lo
que se conoce como métodos ab initio (Williamson y cols., 2006).

Idealmente la ecuacidn relativista dependiente de tiempo de Schrodinger describe
las propiedades de los sistemas moleculares con gran precision, sin embargo cualquier
sistema de mas de unos cuantos &tomos no puede ser manipulado a nivel ab initio. Por lo
tanto resulta necesario el uso de aproximaciones; a mayor nivel de complejidad y entre
mayor sea la duracion del proceso de interés, mas severas sera las aproximaciones
requeridas.

La ecuacion de Schrodinger:

ih 8/5ty = Hy

Es una expresion matematica compleja que describe completamente la quimica de
un sistema molecular donde: v es la funcién de onda, la amplitud probabilistica para
configuraciones diferentes del sistema en tiempos diferentes, ih 6/5t es el operador de
energia (i es la unidad imaginaria y h es la constante de Planck reducida) y H es el operador
Hamiltoniano. Debido a la dificultad de esta ecuacién, se hace uso de computadoras en
conjunto con simplificaciones y parametrizaciones empiricas para resolver esta ecuacion
(Hess y cols., 2006).

El modelaje por homologia de una proteina (blanco o target) consiste en: a)
identificar un homdlogo cuya estructura haya sido determinada experimentalmente (molde),
b) encontrar el mejor alineamiento molde-blanco, ¢) mutar computacionalmente cada
aminoacido de la proteina blanco en el lugar correspondiente del esqueleto de la estructura
resuelta experimentalmente y d) refinar y evaluar el modelo eliminando contactos estéricos,
optimizando angulos y longitudes de enlace (validacion estereoquimica) y obteniendo una
conformacién de baja energia libre (validacion termodinamica) sin diferir mucho de la
estructura molde (validacion bioldgico-evolutiva) (Holtje y cols., 2003).

12.5.1 Determinacion Experimental de Estructuras Moleculares.

Los datos experimentales de donde provienen los parametros de geometria
molecular, provienen de estudios de difraccion de rayos X de cristales, estudios de
difraccién de neutrones y electrones y espectroscopia de microondas (Allen y cols., 1987;
Williamson y cols., 2006). La primera compilacion mas importante fue la Publicacion
Especial de Sociedad Qumica No. 11: “Tablas de Distancias Interatdmicas y Configuracion
en Moléculas e Iones”, la cual resume los resultados obtenidos por métodos de difraccion y
espectroscopia anteriores a 1956 (Allen y cols., 1987).

La cristalografia de rayos X, ha sido empleada ampliamente para la determinacién
de estructuras moleculares a resolucion atomica, las cuales son depositadas en bases de
datos como el Banco de Datos de Proteinas (Protein Data Bank), la cual contiene mas de 85
000 estructuras (Neutze y cols., 2004; Bogan 2013).

La cristalografia de rayos X consiste en purificar proteinas y forzarlas a formar
estructuras cristalinas regulares de entre decenas de micrometros a milimetros. A estos
cristales se les aplica radiacion sincrotrénica (emitida al acelerar particulas cargadas a
través de un campo magnético). La difraccion (o los patrones de cambio de direccion de los
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fotones) al pasar por la proteina cristalizada son medidas en un detector, produciendo
puntos o0 manchas, llamadas puntos Bragg. La incidencia del haz de rayos X de las
proteinas ordenadas y los patrones de dispercién codifican las posiciones de los atomos de
la molécula de estudio. Con el fin de reducir el dafio que la radiacion produce en la
proteina, este procediemiento es realizado en condiciones criogénicas. (Neutze y cols.,
2004; Bogan 2013).

El desarrollo de modificaciones a esta técnica, como la incidencia de rayos X
coherentes, rayos X laser de electrones libres y cristalografia serial de femtosegundos, ha
permitido la elucidacion de estructuras de proteinas dificiles de cristalizar, glicosiladas y a
temperatura ambiente, a una resolucién de < 2A (2x10™ um). La emisién de pulsos de
rayos X de una duracién de 10 femtosegundos han permitido incluso la exploracion del
movimiento de atdmos y electrones en reacciones quimicas (Bogan 2013).

12.5.2 Mecéanica Molecular.

El término “Mecanica Molecular” (MM) es empleado para designar un conjunto de
métodos computacionales ampliamente aceptados para calcular geometrias y energias
moleculares. La energia potencial de un conjunto de atomos es calculada por medio de la
ecuacion de Hooke:

Etot = ZEst + ZEbend + zEtors + ZEVdW + zEeIect

La energia total de una molécula (E) €s igual a energia de estiramiento de sus enlaces E
mas la energia de rotacion de angulos (Epeng) mas la energia de torsion (Ers) mas la energia
de van der Waals (Evqw), cual puede ser repulsiva o atractiva dependiendo de la distancia
internuclear, mas la energia electrostatica (Eelect).

Las propiedades electronicas de las moléculas estan definidas por la distribucion de
sus electrones alrededor de sus nucleos positivos, en mecéanica molecular, éstas son
convertidas en cargas atdbmicas parciales o puntuales, una caracteristica molecular reducida
a propiedades atdémicas, estos valores no son observables pero son de utilidad para
correlacionar o predecir propiedades moleculares quimicas o fisicas (Holtje y cols., 2003).

La mecéanica molecular permite calcular la energia estérica de una molécula en
término de las desviaciones a valores éptimos, “relajados o no restringidos” de distancia de
enlace, angulos y torsiones. Estos valores no restringidos junto con constantes de fuerza
(parametros de ajuste derivados empiricamente) constituyen un campo de fuerza (FF).

12.5.3 Campos de Fuerza.

Un campo de fuerza constituye, una funcion matematica con parametros empiricos
usada para describir la energia potencial de un sistema de particulas. Existe una amplia
variedad de métodos para derivar estos parametros para ser utilizados en mecéanica
molecular, por lo que el mejor método a elegir, depende de que propiedades se quieren
calcular (Wang y cols., 2000).

Los parametros empiricos reproducen los datos experimentales de un conjunto de
moléculas (training set). Las constantes de fuerza son estimadas empiricamente y
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optimizadas para reproducir los datos experimentales de otro conjunto de moléculas
(diferente al training set) (Wang y cols., 2004).

Generalmente las longitudes de enlaces en equilibrio y los angulos de enlace
provienen de experimentos de difraccion de rayos X y calculos ab initio de alto nivel. Los
valores energéticos calculados a partir de diferentes campos de fuerza son comparados con
las energias conformacionales determinadas experimentalmente de acuerdo a 6 clases de
mediciones: I) cambio de entalpia de vaporizacion (AH gas phase), IT) cambio de energia de
vaporizacion (AE gas phase), III) cambio de energia libre de Gibbs de vaporizacion (AG
gas phase), IV) cambio de entalpia en solucién (AH solution), V) cambio de energia libre
de Gibbs en solucidn (AG solution), VI) cambio de energia libre de Gibbs en solucion a
baja temperatura (AG solution low temperature) Wang y cols., 2000).

La idea basica de la mecanica molecular es que los enlaces poseen longitudes y
angulos naturales, los valores de equilibrio de éstos y las correspondientes constantes de
fuerza usadas en la funcion de energia potencial estan definidas en el campo de fuerza y son
denotadas como pardmetros del campo de fuerza (Héltje y cols., 2003).

La energia de estiramiento de enlaces esta dada por:
Esr = 1/2 kp (r — 1o)?

Donde ky, es la constante de fuerza de estiramiento de enlace en kJ/mol-AZ r es la longitud
real del enlace y ro es la longitud del enlace sin restricciones o de equilibrio.

La energia de rotacion de angulo esta dada por:
Epena = 1/2 K (8 — 8p)°

Donde kg es la constante de fuerza de rotacion de angulo en kJ/mol, 6 es el angulo entre dos
enlaces adyacentes y 6 es el valor de equilibrio de este &ngulo en grados.

La energia de torsidn de enlace esta dada por:

Etors = 1/2 ke {(1 + cos(nt - ®g)}
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van der Waa ttraction regime

Fig 50. Representacién gréfica de parametros para el calculo de la energia potencial molecular por Mecénica
Molecular (MM). La energia potencial total esta en funcion de (de izquierda a derecha) la longitud del enlace,

el &ngulo entre dos enlaces adyacentes, la torsion entre dos enlaces y la energia de van der Waals entre dos
atomos no enlazados (tomado de Hess y cols., 2010).

Donde k. es la constante de torsidn en kJ/mol-deg, n es la periodicidad (nimero de energia
minima en un ciclo, usualmente 2 o 3 dependiendo de la simetria del enlace) y @ es el
angulo torsional de referencia en grados (usualmente 0° para una funcién coseno con un
valor energético maximo a los 0° 0 a los 180°) (Hess y cols., 2010).

La interacciobn de van der Waals entre dos atomos independientes es usualmente
representado por el potencial Lennard-Jones, el cual presenta variantes de acuerdo al tipo
de campo de fuerza (FF) que se emplee, una de ellas esta dado por:

Evdw: ZAij/l’l2 - ZBij/TG

Donde Aj; es el coeficiente de repulsion, Bj; el coeficiente de atraccion y r la distancia entre
los atomosesiy j.

Finalmente se utiliza una funcion para tomar en cuenta la fuerza electrostatica entre dos
atomos introduciendo un término de interaccion Coulombica dado por:

Eelec = {1/8} {(Ql QZ)/r}

Donde ¢ es la constante dieléctrica, Q1 y Q2 son las cargas de los atomos en interaccion y r
es la distancia.

La constante dieléctrica para un solvente polar como el agua es 80, para solventes
no polares es de 2 y para proteinas se determina en base a su superficie expuesta al
solvente, entre menos expuestas menor serd el valor de €. La constante dieléctrica se utiliza
como una medida macroscopica de la polarizabilidad de un medio en lugar de tomar en
cuenta la polarizabilidad de cada atomo.

Algunos campos de fuerza (FF) incluyen otros términos (e.g. out-of-plane, puentes
de hidrégeno) y usan funciones de energia potencial méas diferenciadas, pero en términos

88



89

generales la energia del campo de fuerza (energia potencial total) es una medida de las
restricciones estéricas intramoleculares, por lo que es importante modificar las coordenadas
iniciales de los atomos de cualquier modelo para llegar a un valor minimo o
suficientemente bajos (i.e. una conformacion estable) (Holtje y cols., 2003).

A temperatura ambiente, la energia de una molécula es tal que sus atomos se
encuentran en movimiento permanente, las posiciones relativas de los sustituyentes en un
enlace sencillo varian en el tiempo. Por lo tanto cada compuesto con uno o varios enlaces
simples existe en cada momento en muchos diferentes rotameros o conférmeros. La
composicion cualitativa y cuantitativa de esta mezcla estd cambiando permanentemente, sin
embargo solo los conférmeros de baja energia se encuentran con mayor frecuencia (Holtje
y cols., 2003).

12.5.4 Métodos de minimizacion energética.

La optimizacion geométrica es un calculo estandar en la quimica computacional
cuyo fin es encontrar la conformacion mas relajada o la de menor energia de una molécula.
Este método involucra un proceso iterativo en donde a cada paso la geometria molecular es
modificada ligeramente y la energia de la molécula es comparada con la del ciclo anterior.
Mientras que el calculo de transicion de estado es el procedimiento inverso a la
optimizacion geométrica, éste método busca la estructura de maxima energia (Williamson y
cols., 2006).

En una reaccion termodindmicamente controlada, la diferencia energética entre dos
conformaciones se debe frecuentemente al impedimento estérico. Si la molécula de estudio
se optimiza en una conformacion, se puede hacer uso del calculo de punto Unico (single
point calculation) para determinar cuanta energia se necesita para que se forme la
conformacién no preferida. En este caso el método solo realiza un ciclo computacional para
calcular la energia de una geometria particular fija (Williamson y cols., 2006).

Existen 3 tipos principales de optimizacion geométrica 0 minimizacion energética
por campos de fuerza: 1) Aquellos que solo hace uso de evaluacion de funciones, en donde
cada paso se hace en base a los resultados de evaluaciones previas, como en el método
simplex. Il) Aquellos que utilizan primeras derivadas, las derivadas parciales de la energia
potencial con respecto a todas las coordenadas, en los programas de dindmicas moleculares
(MD), son iguales a las fuerzas con signo negativo). Ejemplos de éste tipo de métodos son
el algoritmo de Steepest Descend, Congugate Gradient y Powell. Y por ultimo III)
Aquellos métodos que utilizan segundas derivadas, €stos son superiores en cuanto a sus
propiedades de convergencia cerca del minimo local, sin embargo sufren de grandes
requisistos de célculo y almacenamiento de informacién. Ejemplo de éstos es el método
Newton-Raphson (Héltje y cols., 2003; Williamson y cols., 2006).

El algoritmo de desenso r steepest descend utiliza las primeras derivadas de la
energia potencial (calculadas numéricamente) para aproximarse al minimo energético,
después de cada desplazamiento de cada atomo la energia es recalculada y el proceso se
detiene una vez que se llegue a una condicion minima predeterminada. Este algoritmo es
particularmente Util para generar estructuras de baja energia a partir de informacion
cristalogréfica poco definida, o para relajar moléculas construidas graficamente. En general
es un buen acercamiento inicial, tosco e introductorio a subsecuentes minimizaciones
empleando un algoritmo mas avanzado como el de conjugate gradients (gradientes
conjugados). Este algoritmo acumula informacion sobre la funcion de cada iteracion,
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previniendo la reversion de un progreso hecho con anterioridad. EI més significativo gasto
computacional y tiempo por iteracion son compensados por una mas eficiente convergencia
al minimo lograda por el método de gradientes conjugados (Hoéltje y cols., 2003;
Williamson y cols., 2006).

Ya que el nimero de conférmeros que una proteina puede tener estd en funcién del
numero de enlaces peptidicos, Cyrus Levinthal, en 1969 hizo notar que el tiempo de
plegamiento en el que un péptido pueda alcanzar su estructura nativa puede ser
astronémicamente largo, si se exploran todas las posibles conformaciones al azar.

Una proteina de 100 aminodcidos tendrd 99 enlaces peptidicos y por tanto 198
angulos 6 y ¢. Si cada uno de estos &ngulos puede estar en una de 3 formas estables, la
proteina podria plegarse en un méaximo de 3*® conformaciones diferentes (incluyendo
posibles redundancias). De esta forma si esta proteina adquiriese su configuracién correcta
probando secuencialmente todas las posibles conformaciones, requeriria de 108" segundos
para encontrar su conformacion nativa, lo cual es poco méas tiempo que la edad del universo
(6x10'"), sin embargo se conoce las proteinas adquieren su estructura nativa
espontaneamente en una escala de microsegundos a decenas de segundos. Esto es conocido
como la paradoja de Levinthal (Zwanzig y cols., 1992).

La paradoja se resuelve si el muestreo de confomaciones no es al azar sino guiado y
acelerado por interacciones locales, lo que sugiere la formacion de puntos nucleares de
partida en el proceso de plegado debido a interacciones estables que forman secuencias
locales de aminoacidos, lo que en simulaciones computacional se traduce en la introduccion
de funciones de potenciales energéticos (Zwanzig y cols., 1992).

12.5.5 Anaélisis Conformacional Sistematico.

El modelado molecular implica el proceso general de describir sistemas quimicos
complejos en términos de un modelo atdmico realista con el objetivo de entender y predecir
sus propiedades macroscépicas. Las propiedades macroscépicas fisicas pueden ser de dos
tipos: 1) propiedades estaticas en equilibrio, como la constante de unién de un inhibidor a
una enzima o la energia potencial promedio de un sistema, y Il) propiedades dindmicas en
no-equilibrio como los procesos de difusion en membranas, las dindmicas de cambio de
fase o las cinéticas de reaccion (Hess y cols., 2010).

Resulta necesario generar un conjunto representativo de una estructura a una
temperatura dada con el fin de estimar sus propiedades macroscopicas. Ademas, el célculo
de energias libres y potenciales termodinamicos precisa de extensiones especiales a las
técnicas de simulaciones moleculares. Estas en principio proveen informacion atémica
detallada, parte de la cual no es relevante para las propiedades macroscopicas de interés.

Lo cual abre una puerta a la simplificacion de las descripciones de las interacciones
y el promedio sobre detalles irrelevantes. La mecanica estadistica es la ciencia que sirve de
marco teorico para tales simplificaciones, i.e. considerar grupos de atomos como unidades
o densidades y flujos en respuesta a gradientes termodindmicas en lugar de velocidades y
aceleraciones individuales en respuesta a fuerzas (Hess y cols., 2010).

Existen dos tipos de métodos para generar conjuntos representativos en equilibrio y
asi explorar el espacio conformacional: a) por simulaciones Monte Carlo y b) por
Dinamicas Moleculares (MD). El objetivo de éste ultimo es reproducir el movimiento
dependiente de tiempo de una molécula basandose en mecanica molecular (campos de
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fuerza empiricos); por lo que la ecuacion clasica de movimiento es resuelta a intervalos
regulares de tiempo, representada por la segunda ley de Newton:

Fi (t) =m; q; (t)

Donde F; es la fuerza en un atomo i, al tiempo t; m; es la masa del &tomo y a; es la
aceleracion del atomo i al tiempo t. El gradiente de la funcion de energia potencial se utiliza
para calcular las fuerzas sobre los atomos, mientras que las velocidades iniciales de los
atomos son generadas al azar al principio de la simulacién. Basandose en las coordenadas
atomicas iniciales del sistema, se pueden calcular nuevas posiciones y velocidades de los
atomos al tiempo t, al moverse €éstos a nuevas posiciones se genera una nueva
conformacién y el ciclo se repite en un nimero de pasos de tiempo predefinido. Si la
configuracion inicial esta muy lejos de equilibrio la simulacion de MD fallard, por lo que se
requiere de una robusta minimizacion de energia previa (Holtje y cols., 2003; Hess y cols.,
2010).

Las coordenadas a través del tiempo representan una trayectoria del sistema. La
coleccion de conformaciones energéticamente accesible producida por este procedimiento
se conoce como ensemble (Holtje y cols., 2003; Hess y cols., 2010).

Con el fin de explorar las diversas conformaciones (con posible relevancia bioldgica) que
una macromolécula puede tener, se han diseflado métodos que varian sisteméaticamente
cada uno de los angulos de torsién de la molécula para generar todas sus posibles
conformaciones. Con el incremento adecuado en el angulo se puede obtener una imagen
completa de su espacio conformacional. Usualmente se utiliza un tamafio de paso (step
size) de 30°, por lo que una rotacién completa de 360° origina 12 conformaciones.

El namero total de conformaciones depende tanto del tamafio del paso como del
numero de enlaces rotables (n):

No. de Conformaciones = (360/step size)"

En primer lugar se realiza una reduccién de conformaciones Ilamada cribado de van
der Waals (“bum check”), antes de calcular el potencial energético, este procedimiento
excluye toda estructura en la que exista un solapamiento de volimenes de atomos no
directamente conectado entre ellos. El criterio matematico para determinar la validez de
una conformacion en este caso es simplemente el radio de van der Waals, asi pues la
tension estérica (steric strain) se define como la interaccion repulsiva que ocurre cuando
dos atomos son forzados a estar a una distancia menor que sus radios atomicos (Holtje y
cols., 2003).

A continuacion se realiza el calculo de energia potencial por mecanica molecular sin
considerar las interacciones electrostaticas, esto con el fin de reducir el gasto de tiempo
computacional y ya que se ha observado que se obtiene el mismo resultado al realizar este
analisis conformacional in vacuo y sin considerar cargas. Si la inclusion de interacciones
electrostaticas es justificada en el andlisis confomacional es necesario emular el efecto del
solvente ya que las cargas atomicas no solo dependen de la conectividad, sino que también
son sensibles a su ambiente espacial discreto (HOltje y cols., 2003).

En segundo lugar se realiza una exclusion adicional fijando una ventana de energia,
debido a que las conformaciones de alta energia se encuentran en una proporcién
insignificante. El valor para esta ventana de energia depende tanto del tamafio de la
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molécula de estudio como del tipo de campo de fuerza aplicado y varia de entre 5 y
15kcal/mol. Por ultimo las estructuras generadas se agrupan en clisters mediante un
andlisis de factor de acuerdo a la variacion de sus &ngulos de torsién y se elige un
representante de cada “familia” o cluster con el que tenga menor energia (HOltje y cols.,

2003).
12.5.6 Evaluacion de los Modelos.

La calidad de los modelos se evaltia en términos de geometria molecular y de
potenciales energeticos (ver mecanica molecular, energia pototencial). Para evaluar la
geometria de cada residuo, la prueba de Ramachandran determina las posibles
combinaciones de valores de los angulos diedro (angulo entre dos planos) del enlace
peptidico, ¢ (entre el enlace Ca —N;) y ¢ (entre el enlace Ca —CO;) que cada aminoacido
puede presentar en diferentes estructuras estables o regulares. Se ha observado que existen
conjuntos (pares de valores de ¢ y ¢ permitidos) y subconjuntos (pares de valores de ¢ y ¢
mas favorables) que corresponden a cada tipo de aminoacido formando un a-hélice 0 un
segmento B plegado, al graficar los valores de ¢ contra ¢ de la proteina blanco (Holtje y
cols., 2003).

De manera general, en cuanto a la calidad del modelo generado con respecto al
molde se calcula el valor de RMSD (la raiz cuadrada del cuadrado del promedio de la
distancia entre los carbonos a del molde y los del modelo en A), por tanto este valor es una
medida de la variacion del esqueleto del modelo con respecto al esqueleto del molde
(estructura cristalizada), tal variacion es en efecto debida a la insercion de las cadenas
laterales de la proteina blanco. Del mismo modo, la prueba TM-score mide la similitud
estructural al molde, ésta a diferencia del valor de RMSD resuelve el problema de “error
local”, por el cual una diferencia en la orientacion o direcciéon de la elongacion de la
cadena de aminoacidos genera un valor alto de RMSD a pesar de que la topologia general
sea correcta. El rango de valores de TM-score es de 0.17 a 0.5, a mayor valor, mejor es la
topologia de la proteina independientemente de su tamafio. El protocolo empleado para la
generacion del modelo (I-TASSER) calcula un puntaje de confianza especifico Illamado C-
score para estimar la calidad del modelo, el cual toma en cuenta el alineamiento de
fragmentos por enfilamiento (threading) y parametros de convergencia de ensamblaje de
los fragmentos generados y tiene un rango de [-5,2] donde entre menor sea el puntaje
mayor es la calidad del modelo (Roy vy cols., 2010).

Finalmente se empleo QMEAN, una prueba que contempla la evaluacion de
parametros tanto estereoquimicos como termodinamicos para comparar la calidad total del
modelo frente a estructuras determinadas experimentalmente, ésta es producto de la
combinacion lineal de 6 descriptores estructurales, de solvatacion y de potenciales de
interaccion energeéticos (Benkert y cols., 2009).

12.8 Activacion del canal Navl.4.

Para construir la gréafica relacion corriente-voltaje (I-V), es de practica comdn la
aplicacion de un protocolo de activacion de pasos progresivos despolarizantes de 10 mV.
Con el fin de excluir posibles errores de control de voltaje, solo ovocitos con corrientes
iguales 0 menores a 6.5 pA fueron considerados para el analisis, sin embargo como se
muestra en la figura 51, es posible fijar el voltaje y obtener el mismo comportamiento
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registrando corrientes Nav1.4 de mayor magnitud. La aplicacion de un protocolo en pasos
progresivos de 5mV indica el incremento suave de la magnitud de la corriente entre -40 y -
20mV aproximadamente, como se ha reportado en el presente trabajo.

INa (uA)

-0.4

-0.5 A

-0.6 -

-0.7

—8— Navl.4+Betal WT
current-voltage activation
5mV step protocole
Representative trace

-100

-80 -60 -40 -20

test pulse (mV)

93

Fig 51. Corriente representativa del canal Navl.4 co-
expresado con la subunidad B1 obtenida mediante un
protocolo que parte de un potencial de sostenimiento de
-100 mV hasta -25 mV.de pasos progresivos
despolarizantes de 5 mV.
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