BENEMERITA

DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y CENTRO DE QUIMICA-
INSTITUTO DE CIENCIAS

POSGRADO DE CIENCIAS QUIMICAS

INVESTIGACION COMPUTACIONAL DE AGENTES CAPACES DE MODULAR
AL DOMINIO DE ENLACE A NUCLEOTIDOS CICLICOS (CNBD) DE LOS
CANALES HCN (CANALES REGULADOS POR NUCLEOTIDOS CICLICOS

ACTIVADOS POR HIPERPOLARIZACION)

ENERO DE 2025
TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE:MAESTRIA EN QUIMICA

ESPECIALIDAD EN FISICOQUIMICA

PRESENTA:

OMAR MENDEZ FERNANDEZ

DIRECTOR DE TESIS:

JOSE MANUEL PEREZ AGUILAR

ASESOR DE TESIS:

FRANCISCO JAVIER MELENDEZ BUSTAMANTE




Oficio PCQ/438/2024

Mtro. Alfredo Avendaio Arenaza
Director General de Bibliotecas
Presente

A través de este medio me dirijo a usted para informarle que la tesis con titulo Investigacion
computacional de agentes capaces de modular al dominio de enlace a nucledtidos ciclicos (CNBD) de
los canales HCN, ha sido avalada bajo los preceptos de integridad académica; por tanto, se autoriza la

impresion de tesis del alumno:

Nombre del alumno: Omar Méndez Fernandez

Matricula: 222470375

Facultad: Facultad de Ciencias Quimicas - Instituto de Ciencias
Programa Educativo: Maestria en Ciencias Quimicas

Licenciatura o Posgrado: Posgrado

Sin mas por el momento, agradezco la atencién al presente.

ATENTAMENTE
“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de Z., a 06 de diciembre de 2024
S \D AD A P
¥ WCAS QU‘M/("<O-
7y 'r. =

Dr.Juan m&@iﬁ&&ua

Secretario Académico

ghcisco JavneLMe’lendez /B’ustamante
Codirector

Pasgrado en Ciencias Quimicas Edif. FCQ10, Ciudad Universitaria,
FCQ - ICUAP Col. San Manuel, Puebla, Pue.
C.P. 72570

22-22-29-55-00 Ext. 7397



Agradecimientos
A Dios (Al-lah, ), por permitirme terminar este proyecto tan importante en mi formacion.

A mis familiares, especialmente a mi mama (Maria Teresa de Jesus Fernandez Sanchez), a mi
papa (Felipe Méndez Huerta) y a mi hermano (Abraham Méndez Fernandez) por el apoyo que
me brindaron a lo largo de estos dos afios y medio.

A mi director de tesis, el Dr. José Manuel Pérez Aguilar; a mi codirector de tesis, el Dr.
Francisco Javier Meléndez Bustamante; a las doctoras Brenda L. S&nchez Gaytan, Maria
Eugenia Castro Sadnchez, Norma A. Caballero Concha, integrantes de mi comité tutorial.

A mis compafieros, el doctor Eliud Morales Davila, el M.C. Juan C. Garcia Hernandez y el M.C.
Mario F. Salamanca Vera, por su apoyo constante.

Al Laboratorio Nacional de Supercomputo (LNS), y al Consejo Nacional de Humanidades,
Ciencia y Tecnologia (CONAHCYT) por la beca otorgada.

“El amor es el camino y la via de nuestro profeta”.

-- Rumi



Resumen

Simulaciones de dindmica molecular (SDM) fueron realizadas para los sistemas CNBD (apo),
CNBD/cAMP y CNBD/cGMP con una escala de tiempo mayor a 500 nanosegundos en cada
caso. Para ello, tres estructuras representativas (correspondientes a 0, 250 y 500 nanosegundos,
respectivamente) fueron sometidas a un algoritmo de propagacion de perturbaciones. Los
resultados fueron comparados y, tras excluir los valores de tiempo y cadenas para los cuales
habia una diferencia estadisticamente significativa (segin pruebas de ANOVA y de t de
Student), se obtuvo un promedio. Hecho lo anterior, fueron escogidos algunos de los valores
intensidad de acoplamiento alostérico mas importantes (ACI hotspots), y luego se definid, para

cada sistema, el sitio alostérico mas relevante.

Posteriormente se determing, mediante el software Ohm, cuales eran las vias alostéricas mas
probables y los residuos criticos en dichas vias. Se procedi6 haciendo un andlisis de los residuos
criticos principales.

Mas tarde, se realiz6 una medicion de RMSF para los tres sistemas a lo largo de la trayectoria
de 400 a 500 nanosegundos, haciendo énfasis en los resultados que arrojaron diferencias
estadisticamente significativas entre el sistema CNBD (apo) y los sistemas CNBD/CAMP y
CNBD/cGMP.

Se concluy6 que es conveniente hacer Simulaciones de Dindmica Molecular antes de emplear
el algoritmo de propagacion de perturbaciones del software Ohm. Ademas, se concluy6 que la
unién a nucledtidos ciclicos conduce a una pérdida de la comunicacién alostérica entre el sitio
activo y los residuos mas proximos al segmento transmembranal, a la vez que ocasiona mayores
fluctuaciones en su posicion relativa (brinda mayores valores de RMSF), lo cual podria indicar

una pérdida en la conectividad entre motivos estructurales.
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1. Introduccién

1.1 Las proteinas.

Las proteinas son macromoléculas presentes en los sistemas bioldgicos y se ha estimado que
alrededor del 50% de la masa seca de las células estd compuesta por este tipo de biomoléculas.
Las proteinas ayudan a las células a llevar a cabo funciones tan diversas como la replicacion de
ADN, la biosintesis, el transporte de vesiculas para secretar desechos, el transporte de gases
como el oxigeno, asi como la realizacion de reacciones quimicas mediante las cuales se obtiene

energia [1].

Las proteinas se componen por subunidades a las que designamos residuos aminoacidicos, por
tratarse de una secuencia de aminoacidos enlazados mediante un tipo de enlace denominado
enlace peptidico. Especificamente, se trata de al menos 22 aminoacidos los que pueden estar
presentes en las proteinas [2]. Los aminoéacidos presentan diferentes caracteristicas quimicas
dependiendo de la naturaleza de los atomos que forman su cadena lateral. Por ejemplo, existen
aminoéacidos hidrofobicos porque su cadena lateral es alifatica, como la glicina (GLY, G), la
alanina (ALA, A), prolina (PRO, P), valina (VAL, V), leucina (LEU, L), isoleucina (ILE, 1) y
metionina (MET, M). Existen otros que son categorizados como aromaticos debido a los grupos
que presentan en su cadena lateral, como la fenilalanina (PHE, F), el triptéfano (TRP, W) y la
tirosina (TYR, Y). Estos dos ultimos tiene un caracter mas polar que la fenilalanina, a pesar de
que su cadena lateral es aromatica, e incluso presentan un comportamiento anfifilico (es decir:
que prefieren la interfaz entre la membranay el agua, en vez de sélo el interior de la membrana).
Por otra parte, hay también aminoacidos polares cuya cadena lateral no tiene carga, como la
serina (SER, S) y la treonina (THR, T), cuyas cadenas laterales incluyen el grupo alcohol, la
cisteina (CYS, S), cuya cadena lateral incluye el grupo tiol, la asparagina (ASN, N) y la
glutamina (GLN, Q), cuya cadena lateral incluye el grupo amida. Por otra parte, hay otros
aminoacidos polares cuya cadena lateral estd cargada positivamente a valores de pH neutros,
como la lisina (LYS, K), la arginina (ARG, R) y en algunas ocasiones, la histidina (HIS, H).
Finalmente, existen aminoacidos que a valores de pH neutro presentan una carga negativa, como
el aspartato (ASP, D) y el glutamato (GLU, E) [3].



Existen diferentes niveles estructurales de las proteinas, siendo el primero el que indica la
identidad de los diferentes residuos aminoacidicos presentes y denominado estructura primaria;
el segundo nivel, llamado estructura secundaria, se refiere a la disposicion espacial relativa de
los diferentes residuos y es principalmente determinado por un patron de puentes de hidrégeno
formados por 4&tomos de las cadenas principales. En este contexto, en los afios 50, por ejemplo,
se postuld la existencia de las hélices alfa, que son secuencias de aminoéacidos que tienden a
enrollarse en espiral de manera periddica, dejando su cadena lateral expuesta hacia el exterior
de la espiral. En algunas ocasiones, dichos residuos son capaces de establecer puentes de
hidrégeno a través de su cadena lateral expuesta y, con ello, dar estabilidad al segmento; esto
ultimo indica que los aminoacidos serina (SER, S), treonina (THR, T), cisteina (CYS, S),
asparagina (ASN, N) y glutamina (GLN, Q) pueden jugar un papel fundamental en la
estabilizacion de la estructura de las hélices alfa. Hoy se sabe que, aunque las hélices alfa pueden
estar constituidas por menos de 10 aminoacidos, también pueden tener hasta mas de 25
aminoacidos; de manera adicional, se sabe que éstas pueden ser lineales, curvas o torcidas
dependiendo esto ultimo de varios aspectos, desde la secuencia de aminoacidos hasta
distorsiones de los puentes de hidrégeno o del enlace peptidico inducidas por agentes externos
[4]. Ademas de las hélices alfa, existen otros motivos estructurales designados hojas beta
plegadas. Estas también tienden a estabilizarse por puentes de hidrogeno, pero se caracterizan
por el hecho de que se disponen a modo de hebras de la cadena de aminoacidos. Existen hojas
beta plegadas paralelas y antiparalelas, siendo las segundas mas estables que las primeras. En
las hojas beta plegadas paralelas, los extremos C-terminal y N-terminal de cada hebra tiene la
misma orientacion; en las hojas beta antiparalelas, ocurre lo contrario: la direccion se va
alternando, lo cual confiere mayor estabilidad estructural. Se observa en las hojas beta-plegadas
gue son sumamente usuales los aminoacidos aromaticos y los aminoacidos ramificados; por
ejemplo, por fenilalanina (PHE, F), tirosina (TYR, Y) y triptéfano (TRP, W), por una parte, e
isoleucina (ILE, I), treonina (THR, T) y valina (VAL, V) por otra parte. Ademas, se sabe que
hay ciertos pares aminoacidicos que tienden a interactuar en mayor medida entre si en hojas
beta antiparalelas; por ejemplo, PHE-PHE, PHE-TYR, GLU-ARG y GLU-LYS [5]. Aparte de
hélices alfa y hojas beta-plegadas, otros motivos estructurales presentes en las proteinas son los

siguientes: giros y vueltas, caracterizados por mayor flexibilidad estructural y menor estabilidad
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también; otras hélices menos estables que las hélices alfa, como las hélices 3(10) y las hélices
pi.

La estructura terciaria de una proteina, por otra parte, se refiere a la estructura tridimensional
de dicha biomacromolécula, resultante del conjunto de interacciones entre residuos, entre las
cuales estan incluidas no sélo los puentes de hidrogeno, sino también interacciones

hidrofobicas, puentes disulfuro, interacciones electrostaticas, fuerzas de van der Waals débiles,
etc. [6].

Cuando una proteina no es homomeérica, sino dimérica u oligomérica, sus mondmeros
establecen sus enlaces con los mismos tipos de interacciones entre residuos antes mencionados
(esto es: puentes de hidrégeno, puentes disulfuro, interacciones hidrofobicas, interacciones
electrostaticas y fuerzas de van der Waals). A esto ultimo se le conoce como la estructura

cuaternaria de una proteina [6].

1.2 Proteinas membranales y canales ionicos.

Dentro del conjunto de las proteinas, destaca un grupo denominado como proteinas
membranales, transmembrana o integrales de la membrana. Ademas de lo que su nombre
sugiere, es decir: que son proteinas que atraviesan la membrana plasmatica, tienen las siguientes
caracteristicas: representan entre un 20 y un 30% de todas las proteinas, y desempefian
generalmente una funcion en “la comunicacion y el transporte entre las células y el mundo

exterior” [7].

Desde el siglo XIX, se especulaba que debian existir en las células canales que ayudaran el
transporte de determinadas sustancias hacia el interior o exterior de la célula. En 1952, el trabajo
de Hodgkin y Huxley propicié que avanzara la aceptacién de la idea de canales a traves de los
cuales fluyen iones. Entre las décadas de los sesenta y setenta, sin embargo, B. Hille y C.
Armstrong comenzaron su estudio en los canales idnicos, defendiendo la idea de que eran poros
moleculares. Fue hasta 1998 cuando R. McKinnon pudo cristalizar y caracterizar un canal de

ion potasio, K*, probando la validez de las suposiciones hechas previamente [8].

Los canales i6nicos dependientes de voltaje se caracterizan, entre otras cosas, por tener una

hélice transmembranal (S4) cargada positivamente, la cual es un sensor de voltaje que esta
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enlazado con las hélices transmembranales que forman el poro, ver figura 1. Ademéas, muchos

de éstos son oligoméricos o tienen una estructura semejante a la de un oligémero [8].

HCN channel

Figura 1. Estructura de un canal
ionico tetramérico (el HCN). Imagen
extraida de Lee, C.-H.; MacKinnon,
R. Structures of the Human HCN1
Hyperpolarization-Activated Channel.
Cell 2017, 168(1-2), 111-120.e11

closed

Una caracteristica importante que es compartida por varios canales idnicos dependientes de
voltaje, es que éstos pueden cambiar su permeabilidad a determinado ion rapidamente (por
ejemplo, los canales de sodio y potasio pueden cambiar su permeabilidad a sodio o potasio,
respectivamente, en menos de un milisegundo). Ademas, si bien su conductancia eléctrica puede
variar significativamente, generalmente ésta es de pocos a cientos de picosiemens (pS).
Respecto a qué tan estrechos pueden ser los poros, se encuentra que un poro abierto
generalmente tiene como regién mas estrecha un “didmetro” de pocos Angstroms (por ejemplo,

en su seccion mas estrecha, un canal de sodio presenta una seccion transversal de 3x5 A) [9].

Existe una familia de canales ionicos designados HCN (canales regulados por nucleo6tidos
ciclicos activados por hiperpolarizacion). Estos se caracterizan por ser tetraméricos, tener su
sensor de voltaje en una hélice transmembranal conocida como S4, tener una escasa selectividad
a iones como potasio y sodio, y por controlar la funcion de marcapasos en células cardiacas y

neuronales [10].

Los niveles de cAMP y de cGMP citosolicos magnifican la respuesta al voltaje de los HCN
mediante la interaccion con un sitio de union designado CNBD (dominio de enlace a nucleotidos
ciclicos) [10].
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1.3 Nucledtidos ciclicos

Los nucledtidos ciclicos son compuestos que pueden obtenerse como parte de la degradacion
enzimatica de los trifosfatos de nucledsido (ATP, por ejemplo). Se sabe que el monofosfato de
adenosina 3’,5’-ciclico (cAMP), el monofosfato de guanosina 3°,5’-ciclico (CGMP) y el
monofosfato de citidina 3°,5’-ciclico (cCMP) se encuentran de manera natural en los
organismos vivos, y que tanto el cCAMP como el cGMP, desempefian la funcion de mensajeros

secundarios [11].

Ademaés de lo anterior, se sabe que ciertos nucleétidos ciclicos pueden regular la funcion de
algunos canales ionicos, como es el caso del cCAMP y su papel como modulador de un canal de
potasio, el cual, como se observa en la figura 2, presenta una estructura tetramérica cuyo arreglo
tridimensional le permite formar un poro en la region central” [11]. El objeto de estudio de este
trabajo forma parte de un canal i6nico modulado por nucleétidos ciclicos (HCN1).

AN channe n
N ,
A Vpoeocoses Figura 2. Estructura tetramérica de los HCN.
' % Imagen extraida de Kim, D.; Roh, H.; Lee, H. M.; Kim,
74.;‘3;-_5;.;,]. R S.J.; Im, M. Localization of Hyperpolarization-
o . M. . AEEy 1
O L0 /Zfi_‘:;_,.,fj-\, X Activated Cyclic Nucleotide-Gated Channels in the
r‘ ded Ak L Vertebrate Retinas Across Species and Their
b ,\ ,(‘ &S L‘,", 15 aiy Physiological Roles. Front. Neuroanat. 2024, 18,
Tt A=
) \/ &l 1385932.
o ﬁ‘,_s “re
“.‘L‘?
™ g St

1.4 Técnicas computacionales

Como parte de las técnicas computacionales, se encuentran los experimentos in silico y los
experimentos in virtuo. Estos y los experimentos in vitro se caracterizan por estar sujetos a
menos restricciones éticas y técnicas que los experimentos in vivo, ya que emplean una
representacion artificial de un sistema vivo entero, y se pone a prueba el comportamiento de

dicha representacion ante diferentes procesos. Los métodos computacionales, sin embargo,
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pueden manejar condiciones mas parecidas a las fisioldgicas y tienen por ende una limitacion
menor al extrapolar los resultados a un organismo entero que los experimentos in vitro, los

cuales son llevados a cabo de manera aislada [12].

Los métodos in silico han sido ampliamente empleados en la experimentacion farmacocinética
y farmacodinamica; sin embargo, también han sido empleados en otras areas como la fisiologia
cardio-pulmonar [12]. Estos se basan en modelos matematicos de sistemas fisiol6gicos, ya sea
en ecuaciones diferenciales ordinarias o parciales, asi como en herramientas estocasticas [13].
“La validez de estos modelos se basa tanto en la validez del marco del modelo como de las
suposiciones correspondientes” [12]. Los métodos de andlisis para los modelos matematicos
incluyen “el analisis de bifurcacion” y “la estimacion de parametros”, asi como “el célculo k”,

“el calculo p” y “el calculo brane” [13].

Respecto a los experimentos in virtuo, puede decirse lo siguiente: éstos se caracterizan por el
hecho de que “el usuario puede probar la reactividad y la adaptabilidad del modelo en progreso.
Y entonces puede tomar la mayor cantidad de propiedades del comportamiento de los modelos
numeéricos que pueblan los universos virtuales” [13]. Ademas, estos experimentos buscan tomar
en cuenta (1) el ambiente y las perturbaciones en el sistema ocasionadas por aquél, (2) la
aleatoriedad, (3) diferentes modelos para diferentes niveles estructurales, entre otros aspectos
[13].

Entre las técnicas computacionales utilizadas para describir distintos aspectos relacionados con
biomoléculas, destacan las Simulaciones de Dinamica Molecular (SDM), que “capturan el
comportamiento de proteinas y otras biomoléculas a escala atdmica-molecular con una
resolucion temporal muy fina” [14]; el acoplamiento molecular, una herramienta util en la
prediccion de los modos de enlace de un ligante con una proteina cuya estructura tridimensional
es conocida [15]; asi como el modelado por homologia, cuyo objetivo es predecir una estructura
con base en su secuencia “con una precision que es comparable a los mejores resultados

obtenidos experimentalmente”. [16]

Acerca de las Simulaciones de Dinamica Molecular, puede decirse lo siguiente: son capaces de
predecir el comportamiento de cada particula (atomo) que compone al sistema a lo largo del

tiempo con base en un modelo que utiliza conceptos de Fisica Clasica para evaluar las distintas
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interacciones interatdbmicas. Dada la naturaleza atdmica de las particulas que componen al
sistema, la resolucion temporal es de apenas pocos femtosegundos (tamafio de paso). Asi, las
Simulaciones de Dinamica Molecular permiten predecir el efecto de cambios en la estructura,
como pueden ser mutaciones, cambios postraduccionales y unién a ligante, por mencionar
algunos. Ademas, nos permiten investigar una amplia variedad de procesos que afectan la
funcién de diferentes biomoléculas, incluyendo cambios conformacionales, interaccién con

compuestos de bajo peso molecular, asi como interaccion con otras biomoléculas [14].

Respecto al acoplamiento molecular, también conocido como docking molecular, puede decirse
gue su objetivo es predecir el reconocimiento molecular, encontrar modos de interaccién
probables y estimar la afinidad de enlace de dos moléculas (de las cuales al menos una suele ser
una macromolécula). De manera particular, los modos de enlace no sélo se refieren a los sitios
de uniodn, sino también a la orientacion y a la conformacion con la cual interactan con alta
probabilidad [15].

Es necesario escoger los métodos de acoplamiento adecuados para el objeto de estudio en
cuestion, ya que se basan en varias aproximaciones que hacen que unos métodos funcionen
mejor para ciertos sistemas. Existen diferentes funciones para calificar los modos de enlace; por
ejemplo, existen funciones empiricas y funciones basadas en un campo de fuerza. También
existen diferentes métodos de busqueda empleados en el acoplamiento molecular; éstos pueden
ser sistematicos (deterministas) o estocasticos (que involucran cambios aleatorios iterativos);
ademas, los métodos de busqueda pueden ser locales (que tienden a encontrar un minimo de

energia local o mas cercano) o globales (que buscan el minimo de energia global) [15].

La técnica computacional de modelado por homologia se basa en la premisa de que la estructura
de una proteina esta determinada por la secuencia de aminoacidos (estructura primaria) y que
secuencias similares adoptan estructuras similares [16]. EI modelado por homologia sigue un
proceso que puede constar de los siguientes pasos: identificacion de la o las plantillas,
alineamiento entre las plantillas y la secuencia blanco, generacion de la estructura
tridimensional de la cadena principal, refinamiento de los bucles, modelado de la cadena lateral,
optimizacion del modelo y validacién del modelo [16]; en muchas ocasiones, desde la

generacion de estructuras hasta la optimizacion del modelo, se realizan de manera simultanea.
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2. Marco teorico

2.1 Los canales activados por hiperpolarizacion modulados por nucledtidos ciclicos
(HCN).

Los HCN son canales idnicos escasamente selectivos dependientes del voltaje, esto es: su
apertura requiere de una diferencia de potencial negativa (de al menos -50 = 10 milivoltios). La
conductividad de estos canales es generalmente baja (del orden de 10! siemens), por lo que,
tras la activacion de los HCN, el flujo de iones ocasiona una corriente interna negativa. Durante
la despolarizacion diastdlica, por ejemplo, se observan, en mayor medida, el flujo de iones sodio
hacia adentro, y, en menor medida, el de iones potasio hacia afuera. Estos canales permiten
incluso el flujo de iones mas grandes, como ion bario y el tetraetilamonio, aunque no de ion
cesio [17].

Es posible identificar 4 isoformas de los HCN (designadas HCN1, HCN2, HCN3 y HCN4).
Cada una de éstas tiene una diferente dependencia de la conductividad con el voltaje; por
ejemplo, el umbral de HCN1 y HCN4 es de -40 milivoltios, mientras que el de HCN2 es
aproximadamente 20 milivoltios mas negativo [17], y también difiere el valor de V1. (la
diferencia de potencial para la cual la conductividad alcanza la mitad de su valor maximo).
Ademas de lo anterior, cada isoforma tiene un comportamiento cinético diferente; por ejemplo,
HCN1 presenta una activacién mas rapida que HCN2 y HCN4. Por tanto, se puede notar que la

conductancia de estos canales depende del voltaje como lo describe la siguiente ecuacion:

Gmax—Gmin
G(V) = Gmin + 1+eXp[(V—V1/2)/S] (1)’

donde Gpin, Gmax: V12 Y s Son parametros por determinar experimentalmente para cada
isoforma (Gmax €s la maxima conductancia posible, G, s la minima, V; ,, es una constante

Gmax+Gmin

para la cual G = ). Andlogamente, la siguiente ecuacién representa bastante bien el

comportamiento cinético de varios canales:

I 1 = p=t=1)/(t1/2-1) (2),

Imax

donde r es una medida del retardo en reaccionar y t;,, es una constante que depende de cual

. . . . 1
isoforma se trata y de la presencia o ausencia del ligante. No obstante, al suponer que —=

€s

max

una combinacion lineal de términos del tipo 1 — 2~¢="/(t1/2=7) | eg decir:
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th Zj G- [1- 2—(f—7’j)/(Tj—Tj)] (3),

Imax

se obtiene una mejoria, al igual que al suponer que

b L. {B - ﬁ[logﬁ(%)]“'”/“‘”} @,

Imax .8_1

donde S es un parametro por determinar experimentalmente, o

PRPRIERN 0 i

Imax a (5),
donde a es un parametro analogo. Para mas detalles respecto a esto, vease el Apéndice 1.

Es importante mencionar que, de las 4 isoformas, la més estudiada es HCN1 [17].

Respecto a la estructura de los HCN, se encuentran casi siempre como tetrdmeros, ya sean
heterotetrameros u homotetrdmeros en su forma funcional, y poseen seis hélices
transmembranales. Estas se abrevian S1, S2... S6, siendo S1 la mas cercana al extremo N-

terminal, mientras que S6 es la mas cercana al extremo C-terminal [17].

Las hélices S5y S6 son las que forman el poro del canal i6nico, mientras que la hélice S4 (rica
en aminoacidos cargados eléctricamente) contiene el sensor de voltaje. Respecto al poro,
conviene resaltar que éste tiene 2 sitios de filtro (donde abundan tirosinas) y que su secuencia
de aminoécidos es muy parecida a la del poro del canal de calcio Ky. Respecto al sensor de
voltaje, conviene resaltar que se ha propuesto que éste experimenta un movimiento ante el
umbral de voltaje, lo cual conduce a que se muevan las hélices S4 y S5, ocasionando asi la

apertura del poro [17].

Cerca del extremo C-terminal de los HCN, se encuentra el dominio de union a nucleétidos
ciclicos (CNBD), el cual es un dominio citosélico con alta afinidad a cAMP y a cGMP.
Actualmente, se sabe que la union del CNBD a cAMP o a cGMP acelera la activacion y
desacelera la desactivacion de los HCN, ademas de que desplaza el umbral de voltaje, y, con
ello, incrementa la probabilidad de apertura del poro. A pesar de lo anterior, la activacion de

estos canales no depende de nucleétidos ciclicos [17].

Los HCN son de suma relevancia para el correcto funcionamiento del sistema nervioso (central
y periférico) y del corazdn de muchas especies de animales. Destaca que, en el sistema nervioso,

impulsan la generacion y la transmision de sefiales nerviosas, mientras que, en el corazon,
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contribuyen a la funcion de marcapasos de células nodales [17], y diversos eventos que
incrementan o reducen significativamente su abundancia o su actividad estan correlacionados
con problemas de salud; por ejemplo: (1) algunas mutaciones de HCN estan correlacionadas
con la epilepsia hereditaria (se cree que se debe a que los HCN modulan la excitabilidad
neuronal, y la epilepsia se ocasiona por descargas excesivas y repentinas); (2) la enfermedad de
Parkinson esté correlacionada con la pérdida de neuronas dopaminérgicas, donde abundan las
isoformas HCN2 y HCN4; (3) dicha enfermedad también estd correlacionada con la
disminucion en la actividad de los HCN [18]; (4) la disfuncion del nodo sinoauricular esta
correlacionada con una disminucion de las isoformas HCN2 y HCN4 en dichos tejidos; (5) en
personas que padecen fibrilacion auricular, han sido encontradas mutaciones en HCN4; (6) el
incremento en la sintesis de los HCN en las auriculas cardiacas esta correlacionado con la
susceptibilidad a padecer fibrilacion auricular; (7) es posible inducir un blogueo auriculo-
ventricular en animales si se inhibe la sintesis de HCN4; (8) la hipertrofia cardiaca, la
cardiopatia isquémica y la insuficiencia cardiaca pueden ser acompafiadas por un incremento
en la corriente de HCN en los ventriculos (lo cual indica un posible desplazamiento del umbral
de voltaje hacia valores menos negativos). Esto es de suma relevancia, ya que diversas
enfermedades del corazdn se encuentran entre las principales causas de muerte a nivel mundial
[19].

Lo anterior hace que sea de interés cientifico hallar ligantes especificos para los HCN que
puedan controlar a conveniencia su funcionamiento y que puedan ser empleados como
farmacos. Por ejemplo, se ha planteado que un agente capaz de inhibir selectivamente la
isoforma HCN2 podria funcionar como analgésico debido al papel que dicha isoforma
desempefia en la percepcién del dolor [18]; ademas, existe ya en el mercado un farmaco (la
Ivabradina) que inhibe la Ir de los canales HCN, es decir: inhibe activacion de los HCN y, con
ello, el flujo de iones a través de éste; debido a ello, funciona como un agente bradicardico

especifico y se emplea para la cardiopatia coronaria y ante ataques cardiacos [17].

2.2 Comunicacion alostérica.

Se designa sitio alostérico a una region de una proteina que, al experimentar un cambio
conformacional, facilita o propicia otro cambio conformacional en otro sitio de la proteina.
Analogamente, se designa proteina alostérica a aquella que tiene al menos un sitio alostérico.

19



Existe un mecanismo en que la unién de una molécula en un sitio de una proteina puede afectar
otro sitio estereoquimicamente distinto, sin que los dos sitios puedan sobreponerse (en contraste
con el mecanismo de inhibicién por exclusion mutua debida a un impedimento estérico); dicho
mecanismo se conoce como alosteria o comunicacion alostérica, y hoy se sabe que las
interacciones entre sitios son “mediadas por alteraciones discretas, reversibles de la estructura

molecular de la proteina” [20].

A lo largo del tiempo, han sido propuestos diversos modelos para explicar la comunicacion
alostérica. Por ejemplo, en 1959, surgi6 un modelo (el de ajuste inducido) que explicaba la
especificidad de la actividad enzimatica basandose en la suposicién de que es necesario un
ajuste estérico para que una reaccion enzimatica pueda ocurrir; segun dicho modelo, tal ajuste
estérico ocurriria exclusivamente después de un cambio en la forma de la enzima inducido por
el sustrato; dicho de otro modo, se hacia la suposicion de que ligantes particulares pueden
inducir una conformacion adecuada en una proteina. En 1963, dicho modelo fue retomado en
el intento de explicar la actividad de ciertas enzimas bacterianas; el fundamento de lo anterior
era que, en efecto, se observaba un cambio en la conformacion de dichas enzimas asociado a la
transduccion de sefial; sin embargo, desde 1965, el modelo fue puesto en duda, y diversos
avances tecnoldgicos de las ultimas décadas han permitido obtener resultados experimentales
que indican que, en realidad, las diferentes conformaciones de las proteinas alostéricas existen

independientemente de si el ligante esta unido o no [21].

En 1966, Koshland, Némethy y Filmer [21] propusieron un modelo (KNF) para explicar la
alosteria basandose en la suposicion de que, en efecto, sucede un ajuste inducido; dicho modelo
propone multiples estados conformacionales para las proteinas, incluyendo intermediarios con
cambios en la estructura terciaria que dependen de la estructura del ligante y de la ocupacién;
sin embargo, en varios casos, como el de la lactato deshidrogenasa, no son observados los

intermediarios que predice este modelo, lo cual parece indicar un mecanismo concertado [21].

También en esa década, surgié uno de los modelos de alosteria mas importantes (Monod-
Wyman-Changeux, MWC), el cual planted que las proteinas alostéricas deben ser oligoméricas
y deben cumplir con ciertas propiedades de simetria (p. ej. minimo un eje de simetria); para

dichos oligbmeros, existen ciertos estados que difieren en la posicion o energia de los enlaces
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entre protomeros, y, por ende, también en ciertas restricciones conformacionales (es decir:
difieren en la estructura cuaternaria); cuando se experimenta una transicién entre dichos estados,
la afinidad de los diferentes sitios, a sus respectivos ligantes, cambia [20]. Dichos estados
conformacionales existen independientemente de la estructura del ligante y de si estdn o no
ocupados [21]. Segun este modelo, la transicién entre estados debe ocurrir de un modo tal que
la simetria molecular se conserve; ademas, en contraste con el modelo KNF, éste parte de la
suposicion de que las alteraciones estructurales no son ocasionadas por la union con el ligante,
sino que cada ligante estabiliza selectivamente el estado al que se une preferentemente, razén
por la cual, segin Changeux, este modelo es analogo a la teoria de Darwin respecto a la
evolucidén, mientras que el modelo KNF es analogo a la teoria de Lamarck. EI modelo MWC
inicialmente permitié explicar la retroalimentacion inhibitoria ejercida por ciertos ligantes
reguladores sobre ciertas enzimas y la cooperacion positiva entre las subunidades de la
hemoglobina, y hoy se sabe que describe la mayor parte de casos de alosteria documentados.
No obstante, también hay excepciones; por ejemplo, ciertos receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) funcionan sin experimentar oligomerizacion y ciertas proteasas presentan alosteria
siendo monoméricas. También se han puesto en duda algunos de los supuestos requisitos para
la experimentacién de alosteria; por ejemplo, se sabe que hay conjuntos moleculares sumamente
complejos que son escasamente simétricos y, sin embargo, muchos aspectos de su
comportamiento concuerdan con los predichos por este modelo; andlogamente, algunas
simulaciones de dindmica molecular (por ejemplo, de canales i6nicos de potasio tetraméricos)

han predicho transiciones en las que la simetria no se conserva. [20].

2.3 El estudio de la comunicacion alostérica a través del uso de un algoritmo de
propagacion de perturbaciones.

En laactualidad, se cree que la estructura secundariay terciaria de una proteina esta determinada
por su estructura primaria, y que, como consecuencia, existe informacion acerca de la dindmica
de plegamiento en la estructura primaria [16]. La alosteria ha sido considerada analoga al
anterior problema en cuanto una perturbacién en un sitio (el sitio alostérico) introduce
perturbaciones en otros sitios, entendiéndose por perturbacion, un cambio producido por la

unién de un ligante, una modificacion postraduccional, la absorcion de luz, etc. [22].
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Para predecir el comportamiento a nivel de residuos, herramientas computacionales que
emplean los resultados de las simulaciones de dindmica molecular ofrecen la posibilidad de
estudiar las diferentes vias de transmision de la informacion de una region de la macromolécula
a otra distante [22].

En 2020, Wang et al [22], lograron construir mapas de acoplamientos dinamicos en proteinas
con base exclusivamente en la estructura de las mismas y empleando el software Ohm,
desarrollado por el laboratorio del Dr. Dokholyan. Ohm es capaz de predecir vias y sitios
alostéricos, estructuras criticas y correlaciones entre pares de residuos. Dicho software se basa
en un proceso estocastico iterativo de propagacion de perturbaciones [22], es decir que se
describe con base en la probabilidad una secuencia de eventos (la propagacion de las

perturbaciones) que dependen de mdaltiples variables aleatorias.

El algoritmo de dicho software para calcular los valores de ACI (intensidad de acoplamiento

alostérico) se describe a continuacion.

Inicialmente, se obtiene la matriz de contactos. Para ello, se estima la cantidad de contactos
entre pares de residuos no adyacentes de la proteina; por definicién, los &tomos de la cadena
principal de dos residuos adyacentes (i y j tal que |i —j| = 1) no cuentan como contactos;
tampoco cuenta como contacto un par de atomos a y b si la distancia entre éstos (|r} — rg|) es
mayor a determinado valor critico (denotado mediante r,, su valor es arbitrario; de manera
predeterminada, se le asigna el valor de 7, = 3.4 &, pero puede modificarse si el usuario lo
considera necesario). Si denotamos mediante H (1, — |r} — rlf|) la funcién escalon de Heaviside

evaluada en x = r, — |r; — 1| es posible obtener la cantidad de contactos entre dos residuos

por medio de la siguiente suma: C;; = X, H(r, — |ri — r;|), donde la suma toma en cuenta todos
los posibles valores de a y b. Posteriormente, se calcula la cantidad promedio de contactos que
cada atomo del i —ésimo residuo forma con el j —eésimo residuo mediante la ecuacion N;; =

Cij/C;, donde C; es la cantidad de atomos del i —ésimo residuo [22].

Mas tarde, se obtiene la matriz de probabilidades. Lo anterior sirve para estimar la probabilidad

de que una perturbacion en el i —ésimo residuo no se propague al j —ésimo residuo (p;;), pues
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se hace la suposicion de que p;; = exp(—aN;;), donde a es otra constante arbitraria que
inicialmente adopta el valor predeterminado de a = 3.0, pero también puede ser modificada
por el usuario en caso de considerarse preciso. Mas tarde, se calcula la probabilidad de que una
perturbacion en el i —ésimo residuo si se propague al j —esimo residuo (P;;) mediante la

ecuacion P;; = 1 — p;; [22].

Hecho lo anterior, el software “induce una perturbacion” en cada residuo del sitio activo, con
lo que comienza el algoritmo de propagacion de perturbaciones. Para ello, define un par de
vectores de dimension N, donde N es la cantidad total de residuos de la proteina en cuestion;
dichos vectores son V'y W, y se asigna el valor de 1 para V,, y W, para los residuos del sitio
activo (identificados dentro de la proteina mediante el nimero n). Mas tarde, es generado un
namero aleatorio r entre 0 y 1, el cual es comparado con la probabilidad B,,, Si existe contacto
entre n y m (m es un nimero para identificar dentro de la proteina a cada residuo “vecino” del
sitio activo): solo si B,,, > r se considera que la perturbacion en el n —ésimo residuo se ha
propagado al m —ésimo residuo, y entonces se le asigna a una variable 1}, el valor de 1; de lo
contrario, se le asigna el valor de O; por otra parte, a W, se le asigna el valor de 1
independientemente de cual sea el valor de 1}, para todos los residuos vecinos del sitio activo.
El proceso se repite hasta que se ha asignado 1 a cada entrada del vector W. Ademas, se define

T; auna variable a la que se le suma 1 cada que V; ha adoptado el valor de 1. El anterior proceso
se repite 10,000 veces. Tras normalizarse el vector cuya j —ésima entrada es T;, cada una de

estas magnitudes es considerada una medida de la intensidad de acoplamiento alostérico [22].

Después de obtener las intensidades de acoplamiento alostérico, es posible determinar cuales
son los potenciales sitios alostéricos, y, una vez hecho lo anterior, es posible identificar las
diferentes rutas alostéricas y sus probabilidades. Tras determinar lo anterior, es posible también
identificar los residuos criticos y sus importancias relativas, donde siempre el inicio y el fin de

la ruta tienen un valor de 1.

A continuacion, en las Figuras 3 y 4, se expone este algoritmo a modo de diagrama de flujo.
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Figura 3. Algoritmo de Ohm para el calculo de los valores de Intensidad de Acoplamiento
Alostérico (ACI).
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N~

Figura 4. Algoritmo de Ohm para la determinacion de los residuos criticos y de sus
importancias.

2.4 Simulaciones de dindmica molecular (SDM).

Cualquier simulacion computacional es un modelo matematico que recrea computacionalmente

un proceso [23]; se trata de una representacion de la realidad compleja [23].

Quien usa las simulaciones computacionales adopta una postura empirista, es decir: asume “la

posicion filosofica de que la experiencia es una fuente de informacion acerca de nuestro mundo,
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y nuestra unica fuente” [24]. Esto no debe confundirse, sin embargo, con el hecho de que sélo
los experimentos materiales (in vivo e in vitro) sean validos; la experiencia puede también
alcanzarse a traves de los experimentos no-materiales, que incluyen los experimentos mentales
(in mente) y las técnicas computacionales (in virtuo e in silico). Estos ultimos difieren en el
aspecto de que los experimentos in silico permiten que siga su curso un proceso fijo, mientras
que los experimentos in virtuo tienen “la posibilidad de perturbar un modelo que esta corriendo”
[23].

Las simulaciones computacionales se basan en una epistemologia empirista constructivista, es
decir en una epistemologia que parte del planteamiento de que la ciencia nos proporciona teorias
empiricamente adecuadas, en vez de teorias literalmente reales, y que aceptar una teoria implica
Unicamente creer que es empiricamente adecuada [24], de acuerdo con la perspectiva del
filésofo neerlandés Bastiaan Cornelis van Fraassen. Como consecuencia, quien las usa admite
la necesidad de que exista una concordancia entre los fendmenos observables y los predichos
por una teoria para que esta Ultima sea aceptada; por eso mismo, utiliza modelos tedricos

previamente validados.

Si bien las simulaciones no son completamente aceptadas todavia entre gran parte de la
comunidad cientifica, es un error pensar que son menos reales que los experimentos materiales
[23].

Actualmente, las simulaciones de dindmica molecular (SDM) son empleadas para obtener,
desde el nivel atomico, propiedades de biomoléculas [25]. Los resultados obtenidos son
considerados cualitativos, no cuantitativos, pues, a menudo éstas prueban conformaciones
Unicamente en pocos minimos locales energéticos en una escala de tiempo generalmente corta,
lo cual dificulta la estimacion certera de ciertas magnitudes, si bien existen algunos artificios
matematicos y algunas técnicas computacionales Gtiles para estimar diferencias de energia libre.
Por ejemplo, para calcular diferencias de energia de Gibbs, se emplea el ensamble isotérmico-

isobarico. Para mas detalles al respecto, véase el Apéndice 2.

Especificamente, los softwares para llevar a cabo las SDM se basan en la resolucion numérica
de ecuaciones diferenciales basadas en la Mecéanica Clasica y a veces en aproximaciones

Mecanico-Cuanticas para describir algunas interacciones, para lo cual se emplean usualmente
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pasos de tiempo de pocos picosegundos o incluso tan pequeiios como 1 femtosegundo
(matematicamente, esto es: 1 X 107125 > 0(At) = 1 x 10~ 1°s) [25]. La escala de tiempo solia
ser hasta hace poco del orden de los picosegundos o de los nanosegundos (lo cual implicaba el
uso de una cantidad de saltos de un orden menor a 1 x 10°) [25]; sin embargo, innovaciones en
el area permiten extender dicha escala al orden de los microsegundos o incluso arriba de los
milisegundos (lo cual puede implicar el uso de una cantidad de saltos de un orden mayor a
1 x 10° [si se emplea At = 1 x 10715s] pero no mayor a 1 x 105) [25]. Si bien el limite
superior de la escala del tiempo es arriba de los milisegundos, incluso escalas de cientos de
nanosegundos sirven para obtener suficientes estructuras representativas y una idea general de
diversos fendmenos que ocurren a gran velocidad en un sistema fisioldgico; con lo anterior, se

evita caer en extrapolaciones demasiado aventuradas.

En concreto, los pasos de tiempo son empleados para calcular las nuevas posiciones y las nuevas
velocidades mediante la resolucion numérica de la segunda ley de Newton, que, para una

particula individual (j), seria

dv; d?r;
— s | o J
Fj - m] dt - m] dt?

a modo que

1
(vj)t+At = (v])t + m_] ) F] ) At !
asi como

(1), = (1), + (v) At ,

donde los subindices j indican que las propiedades fisicas correspondientes le corresponden a

la j —ésima particula.

A su vez, para estimar F; se hace la suposicion de que las fuerzas son conservativas, a modo
que es posible asociar una funcion U (correspondiente a la energia potencial) tal que F; = —V;U,

donde V; toma en cuenta las coordenadas especiales de la j —esima particula.
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CHARMM (siglas en inglés para Mec&nica Macromolecular de Quimica en Harvard) propone

la siguiente ecuacion para U, misma que se retoma en este trabajo:

U= Z K, - (b — by)? + Z Ky - (6 — 6,)% +

enlaces angulos

+ Z K, - [1+ cos(ny — 8)] + Z Kyg - (S —Sg)% + Z Ky (¢ — po)* +

dihedros dihedros impropios

12 6
_ <Rmin,ij> . (Rmin,ij> 4 q:9;
rij rl'j SDrl'j

Es posible sefialar que las SDM pueden ser Utiles para realizar inferencias, desde el punto de

+

pares de atomos no enlazados

vista bayesiano. El anélisis bayesiano requiere de la eleccion a priori de una distribucion
estadistica que tiene el objetivo de representar lo que se conoce acerca de ciertos parametros.
Escogiendo cuidadosamente el modelo el andlisis bayesiano puede evitar que lo previo a la
experiencia domine y distorsione “lo que la informacion esta tratando de decir” [26]. Una vez
gue se pone a prueba la adecuacion de la distribucion de probabilidad escogida a priori para los
datos, es posible conocer la distribucion de probabilidad que siguen los parametros definidos
cuando los datos varian, y, de ese modo, es posible hacer inferencias acerca de los parametros.

Para mas detalles al respecto, revisar el Apéndice 3.
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3. Hipotesis

La union a los ligantes nativos (CAMP o cGMP) afecta de manera significativa la comunicacion
alostérica dentro del dominio CNBD (por sus siglas en inglés cyclic nucleotide-binding domain)
del canal HCN1, misma que debe ocurrir en condiciones normales del sitio activo a la region
citosolica (en lo subsiguiente llamada “hélice 1) mas cercana al dominio transmembranal S6.
Los métodos computacionales nos ayudan a entender como se ve afectada la comunicacion
alostérica y como se ve afectado el movimiento de la hélice 1 a lo largo de una trayectoria, lo
cual puede ayudar a buscar un farmaco con efectos similares para incrementar la actividad de

dicho canal i6nico.
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4. Objetivos
4.1 General

Utilizar métodos computacionales para incrementar la comprension respecto a la comunicacion
alostérica dentro del sistema proteico y los factores que pueden afectarla, al igual que la
comprension respecto a las fluctuaciones de los residuos de ciertos dominios. De ese modo,
determinar qué efectos, en la comunicacion alostéricay en las fluctuaciones de ciertos dominios,

puede tener un farmaco que incremente la funcion de los canales idnicos bajo estudio.
4.2 Particulares

Describir la comunicacion alostérica dentro del CNBD del HCNL1 en el sistema apo (en ausencia

de ligantes), asi como en los sistemas en los que dicha proteina esta ligada a CAMP o0 a cGMP.

Encontrar, si es posible, una relacion entre la polaridad de los residuos mas involucrados en la

comunicacion alostérica.

Realizar mediciones de RMSF para medir las fluctuaciones que ocurren en los residuos que
forman parte de la hélice 1 a lo largo de una trayectoria de Simulaciones de Dinamica Molecular

tanto en el sistema apo como en el sistema ligado a CAMP y cGMP.

Realizar una comparacién entre el comportamiento del sistema en presencia y en ausencia de
ligantes, y obtener conclusiones respecto a la posible forma en que un ligante o un farmaco

podria afectar la comunicacion alostérica dentro del sistema y el movimiento de la hélice 1.
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5. Metodologia
Fueron obtenidas de la base de datos Protein Data Bank (PDB) las estructuras determinadas

experimentalmente mediante cristalografia de rayos X correspondientes al homotetramero de
HCN1 (como complejo con cAMP con el cddigo 5U60); de éste, se obtuvo también la

estructura apo y el complejo con cGMP.

Maés tarde, fueron seleccionados 207 residuos pertenecientes al dominio de enlace a nucleo6tidos
ciclicos (denominado CNBD por las siglas en inglés de cyclic nucleotide-binding domain) de
cada mondmero (segmento SER 402-ASP 608), y se desarroll6 un codigo en el lenguaje TCL
para preparar cada sistema tetramérico (apo, CNBD/cAMP y CNBD/cGMP) en un ambiente
fisioldgico. Posteriormente, se introdujo el sistema proteico en una caja de agua prismatica a
una distancia minima de 18+2 A del sistema homotetramérico y se incluy6 una solucién 0.15
M de NaCl. Dichos sistemas corresponden al estado inicial que sera investigado mediante la
técnica computacional de simulaciones de dinamica molecular. Los calculos se realizaron con
NAMD a una temperatura de 37 °C y a una presion de 1 atm. Para estimar las interacciones de
los 4&tomos del sistema, se emple6 el campo de fuerzas generalizado (en el caso en que fueron
incluidos los ligantes CAMP y cGMP) y el campo de fuerzas para proteinas de CHARMMS3G6;
los pasos de tiempo empleados fueron de 2.0 femtosegundos y la escala de tiempo de la

trayectoria fue mayor a 500 nanosegundos para cada sistema.

Se calcul6 el RMSD para los diferentes sistemas para comprobar que se alcanzaba estabilidad

estructural a lo largo de 500 nanosegundos de la simulacion.

Utilizando la estructura inicial del complejo ligante/proteina, se determind cuéles eran los
residuos que formaban parte del sitio activo, donde se seleccionaron todos aquellos residuos
que tenian alguno de sus atomos a un maximo de 4 A de distancia de cualquier &tomo de los
ligantes.

Una vez determinados los residuos que forman el sitio de union a ligante, se procedid a calcular
las intensidades de acoplamiento alostérico (ACI) para cada sistema, CNBD (apo),
CNBD/cAMP y CNBD/cGMP para las estructuras tridimensionales a 0 nanosegundos, 250

nanosegundos y 500 nanosegundos de simulacion.
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Los resultados fueron comparados y se obtuvo un promedio de las cuatro cadenas del
homotetrdmero (A, B, C y D) donde se excluyeron los valores de las cadenas y de tiempo de
simulacion para los cuales habia una diferencia estadisticamente significativa (segun pruebas

de ANOVA y de t de Student). Para mas detalles al respecto, véase el Apéndice 4.

Basado en el analisis anterior, se escogio el tiempo de simulacion mas apropiado para estudiar
los valores de ACI de cada sistema, y se determin0, para cada sistema, cuéles eran los 3 residuos
mas cercanos al segmento transmembrana S6 que, con mayor probabilidad, podian ser

considerados sitios alostéricos.

Hecho lo anterior, se procedio a determinar cuales eran las rutas alostéricas méas probables hacia

dichos residuos, y cuales eran los residuos criticos (con sus respectivas importancias).

Adicionalmente, se midié el RMSF de cada sistema para la trayectoria durante el tiempo de 400
a 500 nanosegundos, Yy luego se busco una correlacion entre dicha magnitud y la importancia de

los residuos criticos.

32



6 Discusion de resultados

6.1 Simulaciones de Dindmica Molecular.

Para cada sistema, se simuld una trayectoria de mas de 500 nanosegundos del homotetramero
correspondiente. A continuacion, en la figura 5, se muestra la estructura homotetramérica del
CNBD del HCN1/cAMP.

Figura 5. Estructura homotetramérica del CNBD del HCN1/cAMP. Las cadenas son
indicadas con diferentes colores. La cadena A en verde; la cadena B en cian; la, cadena C en
magenta, y la cadena D en amarillo. La estructura del ligante CAMP esta indicada en

morado.

Uno de los analisis que podemos realizar a partir de los resultados de simulaciones de dinamica
molecular es el del calculo de la desviacién de la raiz cuadratica media (RMSD por las siglas
en inglés de Root Mean Square Deviation), la cual es una medida de la distancia promedio entre
un grupo de atomos. En este caso, se empled para comparar la similitud de las diferentes
estructuras obtenidas de la simulacion de dindmica molecular, relativas a la estructura inicial,
utilizando las posiciones de sus &tomos de carbono alfa.

Se observo para el sistema CNBD (apo) que alcanza una meseta aproximadamente a 150

nanosegundos de la simulacion, lo cual indica que el sistema homotetramérico ha alcanzado
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estabilidad estructural dadas las condiciones de las simulaciones de dindmica molecular. Los
valores de RMSD relativos a la estructura inicial (estructura cristalogréfica), se encuentran por

debajo de los 4 A. Véase al respecto la figura 6.

CNBD (apo)

RMSD

0.5

0 100 200 300 400 500
t, ns

Figura 6. Valores de RMSD para el sistema CNBD (apo).
Para el sistema CNBD/cAMP, analogamente, el analisis de RMSD nos indica que el sistema

alcanza una meseta aproximadamente desde los 250 nanosegundos, lo cual indica cierta

estabilidad estructural del sistema homotetramérico. Véase al respecto la figura 7.
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Figura 7. Valores de RMSD para el sistema CNBD/CAMP.
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Por otra parte, para el sistema CNBD/cGMP, se observa una meseta aproximadamente desde
los 150 nanosegundos, indicando que el homotetrdmero alcanza desde entonces cierta

estabilidad estructural. VVéase al respecto la figura 8.

CNBD/cGMP

RMSD

0 100 200 300 400 500
t, ns

Figura 8. Valores de RMSD para el sistema CNBD/cGMP.

6.2 Determinacion de los residuos que forman el sitio de union a ligante.

Utilizando el criterio de 4 A descrito en la seccion de metodologia, se determiné que los sitios
activos de los sistemas CNBD/cAMP y CNBD/cGMP compartian los siguientes residuos: ILE
503, MET 530, PHE 538, GLY 539, GLU 540, ILE 541, CYS 542, ARG 549, THR 550, ALA
551, VAL 553, ARG 590, ILE 594, los cuales estan resaltados en azul en la figura 9a. Sin
embargo, el sitio activo del sistema CNBD/cAMP incluia, ademas de los antes mencionados,
los residuos LEU 532 y ARG 593 (resaltados en verde en la Figura 9b), mientras que el sitio
activo del sistema CNBD/cGMP incluia el residuo LEU 591 (resaltado en azul en la figura 9c).
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Figura 9. Residuos (a) comunes a los sitios activos, (b) del sitio activo de CNBD/cAMP. (c)
del sitio activo de CNBD/cGMP.

Debido a los protocolos de Ohm, el software empleado para estimar los valores de intensidad
de acoplamiento alostérico (ACI), es necesario especificar los residuos que formaran el
denominado sitio activo, se decidié incluir a los residuos comunes a los sitios activos de
CNBD/cAMP y CNBD/cGMP como aquellos que son considerados “el sitio activo” para el
sistema CNBD apo.

A partir del célculo de simulaciones de dinamica molecular del sistema homotetramérico
CNBD, se decidio realizar los analisis de comunicacion alostérica en 3 sistemas, el inicial
(denominado 0 ns), uno intermedio (denominado 250 ns) y uno final (denominado 500 ns),
donde las estructuras representativas de los sistemas intermedio y final fueron tomadas a los
250 ns y 500 ns, respectivamente, mientras que la estructural inicial es la estructura obtenida
experimentalmente. Dicha seleccion nos genero un total de 9 estructuras homotetraméricas a
analizar utilizando el protocolo de Ohm, CNBDapo_0ns, CNBDapo_250ns, CNBDapo_500ns,
CNBDcAMP_0ns, CNBDcAMP_250ns, CNBDcAMP_500ns, CNBDcGMP_0ns,
CNBDcGMP_250ns y CNBDcGMP_500ns.

6.3 Analisis estadistico de los resultados de Ohm.
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Tras realizar las pruebas estadisticas ANOVA y de t de Student para las diferentes estructuras,
se encontr6 que, para el sistema apo entre los tiempos de simulacion CNBDapo _0Ons y
CNBDapo_250ns, habia diferencias estadisticamente significativas para el 13.9% de residuos
a la distancia antes mencionada de la hélice 1; al comparar los resultados para las estructuras
CNBDapo_0ns y CNBDapo_500ns, el porcentaje incrementaba a 16.5%, mientras que, al
comparar los sistemas CNBDapo_250ns y CNBDapo_500ns, el porcentaje disminuia a 2.06%.
Para el sistema CNBD/cAMP, se encontraba algo muy semejante: al comparar las estructuras
CNBDCcAMP_0ns y CNBDcAMP_250ns, el porcentaje era de 13.0%; al comparar los sistemas
CNBDCcAMP_250ns y CNBDcAMP_500ns, el porcentaje incrementaba 22.4%, mientras que,
al comparar los resultados para las estructuras CNBDcAMP_0Ons y CNBDcAMP_500ns, el
porcentaje disminuia a 8.85%. Finalmente, para el sistema CNBD/cGMP, se repetia el mismo
patron: al comparar los resultados para las estructuras CNBDcGMP_Ons vy
CNBDcGMP_250ns, el porcentaje era de 13.5%; para los sistemas CNBDcGMP_250ns y
CNBDcGMP_500ns, el porcentaje incrementaba 20.7%, mientras que, al comparar los
resultados para las estructuras CNBDcGMP_Ons y CNBDcGMP_500ns, el porcentaje

disminuia a 6.74%. Lo anterior se resume con la siguiente tabla:

Tabla 1. Diferencias estadisticamente significativas entre medias de ACI

Sistema (Ons, 250ns) (Ons, 500ns) (250ns, 500ns)
CNBD (apo) | 13.9% | 16.5% 2.06%
CNBD/cAMP | 13.0% | 22.4% 8.85%
CNBD/cGMP \ 13.5% \ 20.7% 6.74%

De lo anterior, se concluy6 que es preferible, efectivamente, realizar simulaciones de dinamica
molecular antes de someter las estructuras al algoritmo de propagacion de perturbaciones. Esto
debido a que las estructuras obtenidas a partir de las simulaciones para los tres sistemas
(CNBD(apo), CNBD/cAMP y CNBD/cGMP) representa una mejor descripcion de las
conformaciones que el sistema proteico explora bajo un ambiente fisiologico de presion,
temperatura y concentracion salina. Dichas conformaciones difieren de la estructura inicial
(véase al respecto la tabla 1), debido a las condiciones en las que fue obtenida la estructura

inicial (estructura experimental). Adicionalmente, con base en estas observaciones, se
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determiné que podria ser practicamente indistinto si se escogia el marco correspondiente a 250
nanosegundos o si se escogia el correspondiente a 500 nanosegundos para el siguiente paso,
que consiste en la determinacion de las rutas alostéricas y de los residuos criticos. Solo para
aprovechar que la escala de tiempo es mayor a 500 nanosegundos para cada sistema, se
escogieron las estructuras correspondientes a 500 nanosegundos, es decir, CNBDapo_500ns,
CNBDcAMP_500ns y CNBDcGMP_500ns.

Las cuatro cadenas (mondmeros) de cada sistema (homotetramero) fueron tomadas en cuenta

en los calculos. Sin embargo, notamos que una vez definido el sitio activo dentro alguna cadena

= |
> P
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(cadena A, por ejemplo), los residuos que presentaban

mayores valores de ACI eran los que se encontraban en

la misma cadena (cadena A en este caso) y con una

contribucion baja de residuos de otras cadenas (cadena

B, C y D en este caso). Por lo tanto, nos restringimos a
buscar potenciales sitios alostéricos dentro de la misma

C cadena en la que estaba el sitio activo. Las cuatro

N

cadenas (mondmeros) de cada sistema (homotetramero)

Figura 10. Estructura de los HCN.
Imagen extraida de Sartiani, L.; notamos que una vez definido el sitio activo dentro

fueron tomadas en cuenta en los célculos. Sin embargo,

Mannaioni, ~ G.;  Masi, A; alguna cadena (cadena A, por ejemplo), los residuos que
Romanelli, M. N.; Cerbai, E. The

Hyperpolarization-Activated
Cyclic Nucleotide-Gated encontraban en la misma cadena (cadena A en este caso)
Channels: From Biophysics to
Pharmacology of a Unique
Family of lon Channels.

presentaban mayores valores de ACI eran los que se

y con una contribucion baja de residuos de otras cadenas
(cadena B, C y D en este caso). Por lo tanto, nos

Pharmacol. Rev. 2017, 69 (4), restringimos a buscar potenciales sitios alostéricos
354-395. dentro de la misma cadena en la que estaba el sitio
activo.

Ademas de lo anterior, se busco en cada caso los potenciales sitios alostéricos més cercanos al
segmento transmembrana S6, el cual es el segmento mas proximo al dominio CNBD y que

constituye parte del dominio de formacion del poro del canal (ver figura 10). Paraello, se midi6
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la distancia de los potenciales sitios alostéricos con el centro de masa de la hélice 1, la cual esta
constituida por el segmento ARG 404 — PHE 420 y marcada en amarillo en las figuras 11y 12.

Figura 11. CNBD de HCNL1 (a) sistema apo, (b) CNBD/cAMP. En amarillo, se sefiala la
hélice 1. En verde, la hélice 2. En lavanda, la hélice 4. En café arena, la hélice 5. En
amarillo palido, la hélice 6. En purpura profundo, la hoja beta plagada 1. En cian, la hoja
beta plegada 2. En rosa, la hoja beta plegada 7. Como un conjunto de esferas azules, se
encuentran los residuos que forman parte del sitio activo; como un conjunto de esferas rojas
y naranjas, los sitios alostéricos mas relevantes para cada sistema, y, como un conjunto de
esferas negras y grises oscuras, los principales residuos criticos en la comunicacion

alostérica.

6.4 Comunicacion alostérica en el sistema CNBD (apo)

Una vez definido el sitio activo para el caso del sistema CNBD (apo), mostrado como esferas
azules en las figuras 11ay 12a, se procedio a determinar los sitios alostéricos mas relevantes y
con cierta proximidad a la hélice 1, marcada en amarillo en la misma figura. Asi, se determind
que el sitio alostérico mas relevante (GLU 415, marcado como un conjunto de esferas rojas en
la Figura 11a) estaba localizado en la hélice 1 (marcada en amarillo en la Figura 11, apenas a

5.3 A del centro de masa de dicha hélice). Por otra parte, otros dos potenciales sitios alostéricos,
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MET 418 e HIS 432 (marcados como un conjunto de esferas anaranjadas en la Figura 11a), se
encontraban a menos de 10.4 A del centro de masa de dicha hélice (MET 418 se encuentra
dentro de la hélice 1, a 9.4 A del centro de masa, mientras que HIS 432 se encuentra dentro de
la hélice 2, marcada en verde en la Figura 11, a 10.3 A del centro de masa de la hélice 1). Al
intentar encontrar una relacion entre la naturaleza de los amino&cidos en cuestion y su carécter
de sitio alostérico més relevante o de potenciales sitios alostéricos, no hay una relacion clara:
dos son polares mientras que el otro tiene un caracter alifatico no polar.

Nota: para este primer sistema, se dio prioridad a los residuos con valores altos de ACI que se
encontraban a menos de 30 A del centro de masa de la hélice 1. Esto, en parte, porque, de 11
valores de ACI que cumplian con los criterios para ser tomados en cuenta, 9 (82%) se
encontraban a menos de esa distancia. A continuacion, en la tabla 2, son mencionados los
valores medios de ACI para los potenciales sitios alostéricos. Los valores promedio son
considerados tomando en cuenta los valores para las 4 cadenas del homotetramero de CNBD

investigado.

Tabla 2. Potenciales sitios alostéricos, su distancia del centro de masa de la hélice 1y su valor medio de ACI

para el sistema CNBD (apo).

Residuo r, A (ACI)_promedio
TYR 411 \ 3.7 0.72
VAL 414 4.7 0.71
GLU 415 \ 5.3 0.74
MET 418 9.4 0.72
ILE 431 \ 11.6 0.76
HIS 432 10.3 0.74
TYR 434 \ 13.7 0.73
TYR 435 9.0 0.74
LEU 469 \ 32.7 0.86
ALA 486 35.2 0.82
PRO 498 \ 23.4 0.74

Lo anterior indica que los residuos LEU 469, ALA 486 y PRO 498, mostrados al final de la
tabla anterior, también experimentan comunicacion alostérica con el sitio activo (sitio de unién

a nucledtidos ciclicos); no obstante, se trata de residuos muy lejanos al centro de masa de la
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hélice 1, la cual se ha sugerido relevante debido a su proximidad con la hélice transmembranal
S6.

A continuacién, se definira “contribucion” (C;) a la razon aritmética de la importancia (I;) de
un residuo critico (o conjunto de residuos criticos) y la suma de las importancias de los residuos

criticos (¥7= I;)- Dicho de otro modo, se tiene

__ L
¢ = Ziealj @)

Cabe resaltar que, por definicion, I; = 1.0 para el sitio activo y para el sitio alostérico, pero
adopta valores entre 0 y 1 para el resto de residuos criticos.
También es preciso mencionar que, para escoger el conjunto de “residuos criticos principales”,
se ha tomado el conjunto de residuos criticos distintos al sitio activo y al sitio alostérico con
valores de I; mas altos (por ejemplo, I; = 1.0, I; = 0.8 0 I; = 0.6) de tal modo que la suma de
sus contribuciones es apenas mayor a 50%:

121C;=50%+E (2),
donde E debe ser un nimero positivo lo mas pequefio posible (por ejemplo, para el conjunto
de sistemas estudiados, se cumple 4.0% < E < 22.0%).
Por otra parte, se determind que, de los 17 residuos criticos distintos al sitio activo y al sitio
alostérico mas relevante, sélo 8 aportaban una contribucién del 59.2%. Estos residuos (los
residuos criticos principales, estin marcados como un conjunto de esferas negras o gris oscuro
en la Figura 11a).
De éstos, el 87.5% (es decir: 7 de 8) se encontraba en estructuras secundarias bien definidas:
uno de estos (TYR 411) se encontraba dentro de la hélice 1, a 3.73 A del centro de masa; dos
(TYR 435y ARG 438) se encontraban dentro de la hélice 2 (marcada en verde en la Figura
11); dos (VAL 495 y PHE 496) se encontraban dentro de la hoja beta plegada 1 (marcada en
purpura profundo en la Figura 11a); uno (TYR 513) se encontraba dentro de la hoja beta
plegada 2 (marcada en cian en la Figura 11), y uno (LEU 561) se encontraba dentro de la hoja
beta plegada 7 (marcada en rosa en la Figura 11). El residuo critico principal restante, ILE 502,
es hidrofobico y alifatico y se encuentra en un bucle. Al intentar encontrar una relacion entre

la naturaleza de los aminoacidos y su caracter de residuos criticos principales, se encuentra que
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la mitad son polares (uno cargado eléctricamente) y la otra mitad es hidrofébica (3 de 4

alifaticos); dicho de otro modo, no hay una relacién evidente.

6.5 Comunicacion alostérica en el sistema CNBD/cAMP

Para el sistema CNBD/cAMP, por otra parte, se determiné que el sitio alostérico mas relevante
(LEU 488, marcado como un conjunto de esferas rojas en la Figura 11b) se localizaba en la
hélice 5 (marcada en café arena en la Figura 11b) a una distancia de entre 31.5 A del centro de
masa de la hélice 1; otro potencial sitio alostérico (TYR 434, marcado como un conjunto de
esferas anaranjadas en la Figura 11b) se localizaba en la hélice 4 (marcada en color lavanda en
la Figura 11b) a tan s6lo 13.7 A del centro de masa de la hélice 1, pero otro (LEU 469, marcado
como un conjunto de esferas anaranjadas en la Figura 11b) se encontraba a 32.7 A del centro
de masa de la hélice 1. Nuevamente, al intentar encontrar una relacion entre la naturaleza de
los aminoacidos en cuestion y su caracter de sitio alostérico mas relevante o de potenciales
sitios alostéricos, no hay una relacion clara: dos son hidrofébicos y alifaticos, pero uno es polar
sin carga.

Nota: para el segundo sistema, se dio prioridad a los residuos con valores altos de ACI que se
encontraban a menos de 35 A del centro de masa de la hélice 1. Esto, en parte, porque, de 7
valores de ACI que cumplian con los criterios para ser tomados en cuenta, 4 (57%) se
encontraban a menos de esa distancia. Dos residuos son excluidos del analisis (ARG 548 y ASP
589) por tratarse de residuos adyacentes al sitio activo (es decir: directamente conectados,
mediante enlace covalente, a éste). A continuacion, en la tabla 3, son mencionados los valores
medios de ACI para los potenciales sitios alostéricos. De manera similar, los valores promedio
son considerados tomando en cuenta los valores para las 4 cadenas del homotetramero de
CNBD/cAMP investigado.

Tabla 3. Potenciales sitios alostéricos, su distancia del centro de masa de la hélice 1 y su valor medio de ACI
para el sistema CNBD/cAMP.

Residuo r, A (ACI)_promedio
TYR 434 \ 13.7 0.72
LEU 469 32.7 0.80
ASN 482 \ 41.3 0.75
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PHE 483 39.5 0.81

LEU 488 \ 315 0.86
ILE 523 35.4 0.84
ARG 548 \ 37.7 0.93
TYR 558 21.6 0.80
ASP 589 \ 46.8 0.93

Lo anterior indica que los residuos ASN 482, PHE 483 e ILE 523 también experimentan
comunicacion alostérica con el sitio activo; no obstante, se trata de residuos muy lejanos a la
hélice 1. De hecho, se encuentran a mas de 15 A del centro de masa de cualquier residuo de la
hélice 1, a diferencia de los residuos que si fueron tomados en cuenta. Por otra parte, como se
ha comentado ARG 548 y ASP 589 estdn unidos covalentemente al sitio activo y fueron
excluidos del anélisis.

Por otra parte, se determind que, de los 11 residuos criticos distintos al sitio activo y al sitio
alostérico mas relevante, 7 aportaban una contribucion del 54%. Los “residuos criticos
principales” estan marcados como un conjunto de esferas negras o gris oscuro en la Figura 11b.
De éstos, el 71.4% (es decir: 5 de 7) se encontraba en estructuras secundarias bien definidas:
dos (LYS 511 y PHE 514) se encontraban dentro de la hoja beta plegada 2 (marcada en cian en
la Figura 11), uno (LEU 543) se encontraba dentro de la hélice 6 (marcada en amarillo palido
en la Figura 11b) y dos (LEU 561 y SER 563) se encontraban dentro de la hoja beta plegada 7
(marcada en rosa en la Figura 11). Los aminoacidos criticos principales restantes, LEU 491 e
ILE 502, son hidrofobicos y alifaticos. Nuevamente, al intentar encontrar una relacion entre la
naturaleza de los aminoacidos y su caracter de residuos criticos principales, se encuentra que 5

de 7 son hidrofébicos, mientras que sélo 2 son polares (uno de ellos cargado eléctricamente).

6.6 Comunicacion alostérica en el sistema CNBD/cGMP

Analogamente, para el sistema CNBD/cGMP, el sitio alostérico méas relevante (PHE 514,
marcado como un conjunto de esferas rojas en las figuras 12b y 12c) se encontraba a una
distancia de 30.8 A del centro de masa de la hélice 1, dentro de la hoja beta plegada 2 (marcada
en cian en la Figura 12). Por otra parte, otro potencial sitio alostérico, ASN 463, marcado como
un conjunto de esferas anaranjadas en las figuras 12b y 12c, se encontraba a 32.7 A del centro

de masa de la hélice 1, dentro de la hélice 4 (marcada en beige claro en la Figura 12), mientras
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que otro potencial sitio alostérico, CY'S 559, marcado como un conjunto de esferas anaranjadas
en las figuras 12b y 12c, se encontraba apenas a 24.6 A del centro de masa de la hélice 1, dentro
de la hoja beta plegada 7 (marcada en rosa en la Figura 12). Al intentar encontrar una relacion
entre la naturaleza de los aminoacidos en cuestion y su caracter de sitio alostérico mas relevante
o0 de potenciales sitios alostéricos, no hay una relacién clara: dos son polares sin carga (uno de
los cuales es azufrado), pero uno es hidrofébico y aromatico.

Figura 12. CNBD de HCN1 (a) sistema apo, (b) CNBD/cGMP y (c) CNBD/cGMP (vista
alternativa). En amarillo, se sefiala la hélice 1. En verde, la hélice 2. En beige claro, la hélice

4. En purpura profundo, la hoja beta plagada 1. En cian, la hoja beta plegada 2. En rosa, la
hoja beta plegada 7. Como un conjunto de esferas azules, se encuentran los residuos que
forman parte del sitio activo; como un conjunto de esferas rojas y naranjas, los sitios
alostéricos mas relevantes para cada sistema, y, como un conjunto de esferas negras y grises
oscuras, los principales residuos criticos en la comunicacion alostérica.

Nota: para el tercer sistema, nuevamente se dio prioridad a los residuos con valores altos de
ACI que se encontraban a menos de 35 A del centro de masa de la hélice 1. Un residuo es
excluido del analisis (SER 552) por tratarse de un residuo adyacente al sitio activo (es decir:
directamente conectado, mediante enlaces covalentes, a dos residuos del sitio activo). A
continuacion, en la tabla 4, son mencionados los valores medios de ACI para los potenciales

sitios alostéricos.
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Tabla 4. Potenciales sitios alostéricos, su distancia del centro de masa de la hélice 1y su valor medio de ACI
para el sistema CNBD/cGMP.

Residuo r, A (ACI)_promedio
ASN 463 \ 32.7 0.80
PHE 476 38.0 0.83
PRO 481 \ 41.6 0.82
PHE 483 39.5 0.87
LEU 488 \ 315 0.89
PHE 514 30.8 0.87
SER 552 \ 33.7 0.93
CYS 559 24.6 0.84
VAL 572 \ 37.4 0.89
LEU 573 40.4 0.83
TYR 576 \ 42.7 0.81
PHE 583 40.6 0.85

Lo anterior indica que los residuos PHE 476, PRO 481, PHE 483, VAL 572, LEU 573, TYR
576 y PHE 583 también experimentan comunicacion alostérica con el sitio activo; no obstante,
se trata de residuos muy alejados del centro de masa de la hélice 1. De hecho, se encuentran a
mas de 15 A del centro de masa de cualquier residuo de la hélice 1, a diferencia de los residuos
que si fueron incluidos. Ademas, como se ha comentado, SER 552 esta unido, mediante enlaces
covalentes, a dos residuos del sitio activo, por lo que se decidi6é no tomarlo en cuenta.

Por otra parte, se determind que, de los 8 residuos criticos distintos al sitio activo y al sitio
alostérico, 7 aportaban una contribucion del 72%. Los residuos criticos principales estan
marcados como un conjunto de esferas negras o gris oscuro en las figuras 12b y 12c.

De éstos, el 71.4% (es decir: 5 de 7) se encontraba en estructuras secundarias bien definidas:
uno (ILE 515) se encontraba dentro de la hoja beta plegada 2 (marcada en cian en la Figura
12), dos (VAL 522 e ILE 523) se encontraban dentro de la hélice 3 (marcada en verde oscuro
en las Figuras 12a 'y 12b) y dos (LYS 531 y LEU 532) se encontraban dentro de la hoja beta
plegada 4. Los dos residuos criticos principales restantes, GLU 505 y GLU 529, ambos tienen
una carga eléctrica negativa. Nuevamente, al intentar encontrar una relacion entre la naturaleza
de los aminoacidos y su caracter de residuos criticos principales, se encuentra que 4 de 7 son

hidrofobicos y alifaticos, mientras que solo 3 son polares y cargados eléctricamente.
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Los anteriores hallazgos son resumidos en la tabla 5.

Tabla 5. Analisis ulterior acerca de los sitios alostéricos méas relevantes y otros potenciales sitios alostéricos.

Sistema CNBD (apo) CNBD/cAMP CNBD/cGMP
Distancia entre el sitio alostérico
) - 0A >10A, <15 A >10A, <15 A
mas relevante y la hélice 1
Distancia entre el sitio alostérico
mas relevante y el centro de masa 53A 315A 308 A

de la hélice 1
Naturaleza del sitio alostérico mas
relevante
Tipo de motivo estructural en el
gue se encuentra
Distancia entre los potenciales
sitios alostéricos y la hélice 1
Distancia entre los potenciales
sitios alostéricos y el centro de

masa de la hélice 1

Naturaleza de los potenciales

sitios alostéricos

Tipo de motivo estructural en el

que se encuentran

GLU, cargado
eléctricamente

Hélice alfa

<5 A

94 A 103 A

MET, hidrofébico y
azufrado
HIS, cargado

eléctricamente

Hélice alfa

LEU, hidrofébico y
alifatico

Hélice alfa

>5A <15 A

13.7A,32.7 A

TYR, polar sin carga
LEU, hidrofdbico y
alifatico

Hélice alfa

PHE, hidrofébico y
aromatico

Hoja beta plegada

>10A, <15A

32.7A, 246 A

ASN, polar sin carga
CYS, polar sin carga
y azufrado

Hélice alfa y hoja
beta plegada

Lo anterior muestra que la presencia de ligante desplaza el sitio alostérico hacia regiones mas
lejanas a la hélice 1, y hacia regiones mas cercanas al sitio activo. Se muestra, de igual modo,
que todos los sitios alostéricos mas relevantes y los potenciales sitios alostéricos se encuentran
dentro de motivos estructurales bien definidos (como heélices alfa u hojas beta plegadas).
Analogamente, no se encuentra alguna relacion entre la naturaleza quimica de los aminoacidos

y su caracter de sitios alostéricos mas relevantes o potenciales sitios alostéricos. Lo anterior se

resume en la tabla 6.

Tabla 6. Analisis ulterior acerca de los residuos criticos principales.
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Sistema CNBD (apo) CNBD/cAMP CNBD/cGMP
. . o 8 7 7
Porcentaje de residuos criticos — = — = - =
j b5 (19) x (100%) (13) x (100%) (10) x (100%)
principales =42.1% = 53.8% =70.0%

Contribucién

Contribucion / Porcentaje

(2—2) %X (100%) =

= 59.2%
8\ (9.8
(%) (55) -
=071

ARG, cargado

eléctricamente

337\ 000y —
(6.25)x( 0) =

=54.0%

(@) Gw)-

= 1.00

LYS, cargado

eléctricamente

(%) %X (100%) =

=72.0%

7 7.8
(%) 5e) -
=0.98
GLU(2de7)y
LYS, cargados

eléctricamente

Naturaleza de los residuos criticos TYR (3 de 8),
polar sin carga
VAL, PHE, LEU e

ILE, hidrofébicos

SER, polar sin carga
LEU (3de 7), PHE
e ILE, hidrofébicos

ILE (2de 7), LEU
y VAL,
hidrofébicos y

principales

alifaticos

Porcentaje de residuos criticos

(;) X (100%) =

=71.4%

(;) X (100%) =

=71.4%

(g) X (100%) =

= 87.5%

principales en motivos estructurales

bien definidos

Por otra parte, se encuentra que la relacion entre la contribucién de los residuos criticos
principales y el porcentaje que éstos representan tiende a ser 1 en presencia de ligantes.
Nuevamente, no existe una relacién entre el caracter polar o hidrofobico de los aminoacidos y
su condicidn de residuos criticos principales. Ademas, la gran mayoria de los residuos criticos
principales se encuentran en motivos estructurales bien definidos.

Las observaciones respecto a la presencia de los sitios alostéricos y de los residuos criticos
principales sobre hélices alfa y hojas beta, que confieren rigidez a la proteina, parecen indicar
que una rigidez estructural facilita la propagacion de perturbaciones.

Por otra parte, si bien ni todos los sitios alostéricos mas relevantes ni todos los potenciales sitios
alostericos ni todos los residuos criticos son polares, se puede especular que, cuando si lo son,
se debe a que éstos son susceptibles a experimentar cambios conformacionales ante
movimientos de otros aminoacidos polares que se encuentren cerca, ya sea a través de una

atraccion o una repulsion electrostatica. Por otra parte, cuando son no-polares, la comunicacion
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alostérica podria verse favorecida ante movimientos de otros residuos en el interior de la

proteina que propicien el contacto del agua con los residuos hidréfobos.

6.7 Mediciones de RMSF

Las mediciones de la raiz de la fluctuacion cuadratica media (RMSF por las siglas en inglés de
Root Mean Square Fluctuation) sirven para medir la fluctuacion promedio, a lo largo de una
trayectoria, de un conjunto de dtomos respecto a una posicion de referencia. Valores bajos de
RMSF para un conjunto de 4tomos indican mayor estabilidad estructural y mayor rigidez de

determinados motivos estructurales.

Al comparar los valores de RMSF obtenidos para los diferentes sistemas, fue posible demostrar
que los sistemas CNBD/cAMP y CNBD/cGMP presentan valores de RMSF significativamente
mayores que el sistema CNBD (apo) para todos los residuos de la hélice 1, mientras que, entre
los valores de RMSF de los sistemas CNBD/cAMP y CNBD/cGMP no hay una diferencia

estadisticamente significativa.

RMSF values for Helix 1

1.30
1.20
1.10

1.00 —— CNBD (apo)

RMSF

0.90 CNBD/cAMP

CNBD/cGMP
0.80

0.70
404 406 408 410 412 414 416 418 420
Resid
Figura 13. Valores de RMSF para los diferentes residuos de la hélice 1 en los diferentes

sistemas, CNBD (apo), CNBD/cAMP y CNBD/cGMP.
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Los altimos resultados expuestos son interpretados del siguiente modo: los valores de ACI para
la hélice 1 de los sistemas CNBD/cAMP y CNBD/cGMP son considerablemente menores que
para la hélice 1 del sistema CNBD (apo), mientras que el patron contrario se observa en los
valores de RMSF. Como consecuencia, la unién a ligante ocasiona una disminucién en la
conectividad de la hélice 1 con otros motivos estructurales de la proteina.
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7. Conclusiones
1. Las simulaciones de dinamica molecular generan conformaciones en concordancia con

las condiciones fisiologicas de presion, temperatura y concentracion salina. Dichas
conformaciones del sistema proteico son mas adecuadas para utilizar el algoritmo de
propagacion de perturbaciones como el incluido en el programa Ohm.

2. Lacomunicacion alostérica ocurre generalmente siguiendo un camino que se aprovecha
de la rigidez estructural que confieren determinados motivos estructurales, como lo son
las hélices alfa y las hojas beta, a diferencia de segmentos sin una estructura secundaria
definida. Por ello, la mayoria de sitios alostéricos mas relevantes y potenciales sitios
alostéricos, al igual que la mayoria de los residuos criticos principales se encuentran
ubicados en hélices alfa u hojas beta.

3. Tanto residuos polares como residuos no-polares contribuyen a la comunicacion
alostérica en una medida practicamente igual. Los residuos polares con mayor
probabilidad experimentan desplazamientos ante el desplazamiento de otros residuos
polares 0 ante su exposicion ante éstos, mientras que los residuos no-polares con mayor
probabilidad experimentan desplazamientos ante su exposicion al agua.

4. Lapresencia de ligantes, CAMP y cGMP, cambia considerablemente las vias alostéricas,
haciendo que se pierda la comunicacion alostérica entre la hélice 1 (contigua a la hélice
transmembrana S6) y el sitio activo (sitio de union a nucleétido ciclicos).

5. A su vez, la presencia de ligantes se ve reflejada en mayores fluctuaciones de los
residuos de la hélice 1, segun puede observarse en el analisis de valores de RMSF.

6. Lo anterior parece indicar que un farmaco capaz de modular al CNBD de manera similar
a como lo hacen el cCAMP y el cGMP (que incrementan la probabilidad de abertura del
poro acelerando la activacion y desacelerando la desactivacion) deben, a su vez,
ocasionar una pérdida significativa de la comunicacion alostérica entre el sitio activo y
la hélice 1, a la vez que ocasionan un movimiento significativamente mayor en los

residuos de dicha hélice.
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8. Perspectivas

1. Es posible evaluar en un futuro préximo la forma en la que la union de otros varios
ligantes que afectan la actividad de los HCN modifican también la comunicacion
alostérica dentro del CNBD.

2. Laforma de andlisis propuesta para la comunicacion alostérica se puede automatizar por
medio del desarrollo de un software adecuado que tome como entrada la informacién de
salida brindada por el software Ohm.

3. También se desea emplear este método de analisis de la comunicacion alostérica para
medir el efecto de ciertas mutaciones en diferentes proteinas, incluidas algunos canales
ionicos y la proteina globular epdxido-hidrolasa soluble (SEH).
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10. Apéndices

10.1 Apéndice 1. Funciones que describen el comportamiento cinético de la corriente de

hiperpolarizacion

Las funciones del tipo I, = f(t) cumplen con las siguientes condiciones:

dlp

—>0vt=>0
dt

lim I, = Lypgyx

t—oo

L(t=0)=0

In(t =1) = 2=
Ecuacion propuesta

In = Imqx - (1= 2747)
Prueba de la condicion 1:
% = —Lgy -%z-t/f = Lpay (N2 /7)- 277 > 0Vt > 0

Prueba de la condicién 2;

fm = e Jim (1= 277) = b (1= Jim277) =
Prueba de la condicion 3:

In(t=0) = Lngy* (1 =27 = Lygy - (1-1) =0

Prueba de la condicion 4:

In(t = 1) = Ipax - (1= 2777) = Iy - (1 — 271) = 2

Ahora bien, se propondré a continuacién una nueva funcion I, = f(t).

I, = ¢c1 + ¢, - explc; - exp(c,t)]

),

(),

©)

(4).

(5).

(6).

(7).

(8).

(9).

(10),
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donde ni c,, ni c3, ni ¢, son iguales a 0, ademé&s de que ¢, ¢z, c3 Y c, adoptan valores

forzosamente reales y finitos.

Se tiene

. d explcz-exp(cyt)] . d

d
2= dlexp(Cad)] Eexp(a;t) = C5C3C4 " exples - exp(cyt)] - exp(cyt) (11),

d . . . . . .
amodo que Elh > 0 siysolosicycscy, > 0, lo cual implica que c,, c3 Y ¢4 tienen todas valores

positivos, o que s6lo una constante entre c,, c3 y c, €s positiva, mientras que las demas son

negativas.

Por otra parte, se tiene

t]l_)rg Ihb=c+cy- tlgg exp[cs - exp(cyt)] (12).
Evidentemente, si c; > 0y ¢, > 0, entonces

lim exp[cs - exp(cqt)] = o (13),
lo cual no tendria sentido (pues I, es finito, al igual que c;, ¢, Y ¢3).

Por otra parte, si c; < 0y ¢, > 0, entonces

lim exp[cs - exp(cyt)] = lim exp(—x) =0 (14),
a modo que, para que la condicién 2 se cumpla, deberia también tenerse

tll_)r(r}o In = ¢1 = Ijpax (15).
Si, por otra parte, ¢, < 0, entonces

lim explcs - exp(cqt)] = 1 (16),
por lo que deberia cumplirse

lim I, = ¢; + ¢c; = Loy @a7).

t—-oo
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Esto limita del siguiente modo la naturaleza de las constantes: c; y c, no pueden ser ambas
positivas. Y, por otra parte, c, debe ser negativa si csc, < 0, mientras que debe ser positiva si

c3¢4 > 0.
De acuerdo con la ecuacion propuesta, se tiene
I,(t =0) =c; + ¢, - exp(cs) (18).

Por ende, para que se cumpliera la condicion 3, deberia tenerse

C1

c; =In (— —) (19).

C2

Recordando que c5 es distinto de 0 y que, al igual que ¢4, ¢, Y ¢4, adopta un valor finito y real,

deducimos que debe cumplirse la inecuacion Z—l < 0 (de otro modo, c; tendria que ser imaginario
2

0 complejo); esto implica que c¢; y ¢, no pueden ser ambos positivos ni ambos negativos.

Ademas, se infiere que —z—l # 1 (de lo contrario, se tendria c; = 0). Adicionalmente, c;, al
2

igual que c,, c3 Y ¢4, debe ser distinto de 0 (de otro modo, se tendria c; = —o0).

Por otra parte, para que c; adopte un valor negativo, debe cumplirse la inecuacion |c;| < |c,]|,

mientras que, para que adopte un valor positivo debe cumplirse la inecuacion |c;| > |c,].
Recapitulando, para que se cumplan las condiciones 1 a 3, debe cumplirse lo siguiente:

C
(Cl’CZP C3, C4) € R4 A C1C2C3Cy #=0A Cc3 = In <_ _1>] A
G2

A(c;1 =lpax N3 <OACc3 <0Acy >0)V
V(c; + ¢y =Ipax NCac3 < 0ACcy <0)]
Lo anterior puede reescribirse del siguiente modo exclusivamente en términos de c;, ¢, Y c4:
[(cq,c2,¢4) ER3ACiCpcs F ONAC1C, < OIA{(cy = Imax ANz < OAJci| < eyl Acy >0) Vv
V{(ci + ¢z =Inax Nca <O)A[(ca <OAcy| > M)V (ez > 0A [eq] < lezD13}

Ademas, la ecuacién 10 puede ser reescrita del siguiente modo:
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Ip = ¢4 + ¢y exp [ln (— Z—:) - exp(c4t)] =c+cye (— %)exp(qt) (20).
Solo por conveniencia, se definird una constante cs mediante la ecuacion ¢z = — z—: a modo que
la ecuacidn 20 pueda ser reescrita del siguiente modo:

Iy =c; - [1= @07 (21),

donde se sabe que cs es una magnitud positiva diferente de 1.

Las condiciones antes expuestas para c;, ¢, Yy ¢, pueden expresarse del siguiente modo en

términos de ¢4, ¢, Y Cs:

[(cq,car¢5) ER3Acicacs £ 0ACs > 0] A{(c; = Ipax ACsa > 0ACs < 1)V

V{[cl-(l—cls)=Imax/\c4<0]/\[(c1>0/\05>1)V(cl<OAcs<1)]}}

Finalmente, se evaluara la compatibilidad de las ecuaciones 4 y 21. En caso de ser

completamente compatibles, desde luego, deberia cumplirse lo siguiente:

cy e [1 - cg'Xp(C“T)_l = Im% (22).

Evidentemente, si ¢, > 0y cs < 1, luego la ecuacion 22 implica la siguiente:

C;Xp(cm—l — % (23),

que, a su vez, implica la siguiente:
(Incg)[exp(c,t) — 1] = —In2 (24).

Es posible, entonces, inferir que

exp(cy7) — 1= — 1z (25).

lnCs

Como consecuencia,
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exp(cs7) = =2 — Jog, (c5/2) (26).

Incs

De lo anterior se infiere con facilidad que

1
¢4 = =+ Infloge(cs/2)] (27).
Lo anterior implica, desde luego lo siguiente:

exp(cyt) = [loge, (cs/2)] " (28).

De este modo,

H-1_ 1 [logegles/]”"
c:Xp(c4) =c 5165 (29),
y entonces
1 [loge(c /2)]t/T
In = Imayx - {1 T " Cy s (30),

donde 0 < ¢5 < 1.

1 .y . .
En el caso en que c; - (1 - C—) = Imax, PO Otra parte, tenemos que la ecuacion 22 implica la
5

siguiente:

1— C;xp(c4r)—1 _ % . (1 _ i) (32).

Cs

Como consecuencia,

ngp(cm — Csz_+1 (32)
y luego

1 1
¢, =--In [logc5 (65; )] (33).
Por ende,
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exp(c,t) = [logc5 (CS +1)] v (34)

2

y luego
log,. (S5 t/t
I :i’:—f’;-{cs —c£0g (%) } (35).

Si definimos a mediante la ecuacion a = cs, es facil inferir que, en el caso especial en que a >

1, se cumple de manera aproximada

1—tn 1, 4llogala/2)]*" (36).

Imax a

Es evidente que esta misma ecuacién podria ser obtenida desde la ecuacion 30, asi que se

considerara que, en dicha ecuacion, a también puede ser mayor a 1.

Introduciendo una correccidn igual a —r en t y T, resulta

1— In _ 1, a[loga(a/z)](t_r)/(r_r) (37).

Imax a

De este modo, se obtiene con facilidad

In (1 —In ) = (Ina) - {[loga(a/Z)]i:_i — 1} (38).

Imax

Derivando ambas funciones respecto a t, resulta

_ t-r
L dn _ (O nosa@DIY log, (a/2)]rr (39).

Imax—In dt =T

Como consecuencia,

In (%) = In(lax — In) = =+ In[log, (5)] +n {_(l“ “)'l“[l"g“(%)]} +

=T

+(=1) == In[log,(a/2)] (40).

Evidentemente, si se define m mediante la siguiente ecuacién:
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m = - In[loge(a/2)] (42),

a la vez que b se define del siguiente modo:

b = In {~nernloea@2I _ T 1y[10g,(a/2)] (42),

=T
entonces la ecuacion 40 puede ser reescrita del siguiente modo:
In(dl,/dt) —In(Ipey — 1) =mt+b (43).

Es facil demostrar, desde la ecuacién 41, las siguientes ecuaciones:

In[log,(a/2)] = (t —r)m (44)
y
Ing=—=2%2 (45).

1—exp[(t—r)m]

Sustituyendo en la ecuacion 42 In[log,(a/2)] y In a por los miembros derechos de las

ecuaciones 44 y 45, resulta

b=1In {M} —mr (46).

1—exp[(t—-r)m]
De lo anterior se deduce con facilidad

(-=In2)m

exp(b) = amr) —exptmm) 47)
y luego

r= % -In[exp(mt) — (In2)m exp(—b)] (48).
Desde las ecuaciones 45 y 48 es posible, entonces, inferir

Ina = exg?rziffzi:(:r)w) =In2 - % -exp(mt + b) (49).

Dicho de otro modo,
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a=2-exp [—% - exp(mt + b)]

(50).

Las ecuaciones 48 y 50 ofrecen una forma de calcular los parametros a y r partiendo del

conocimiento de los parametros m, b y t.

Desde luego, aunque el valor experimental de t puede distar mucho del real debido al error

aleatorio, se sugiere tomar dicho valor como verdadero como una primera aproximacion.

Por otra parte, en el caso en que la dependencia I, = f(t) puede ser descrita por medio de la

.y . -, -1
ecuacion 35, se cumple la siguiente ecuacion si =K 1:

In (1)[loga(2)](t_r)/(‘l'—r)

Imax a

Como consecuencia,

1 dy _ (3)“0%(2)]“‘”’ “7 (na)(-inllog, ()}

Imax dt

llog,(2)] ¢~/

a T

De lo anterior se deduce con facilidad que

dlp/dt _ (na){-Infloga(2)1} [loga(z)](t—r)/(‘r—r)

In -

a modo que

In (d'h_wt) - % -In[log, (2)] + In {(ln @l ln[loga@m} ——In[log,(2)]

Ip -r

Evidentemente, si definimos m mediante la siguiente ecuacion:
1
m = —In[log,(2)]

a la vez que b se define del siguiente modo:

1 —In[log,(2
b=In {(na’){ nflogg( )]}} _TrTr ln[loga(Z)]

=T

luego se tiene

(51).

(52).

(53),

(54).

(85),

(56),
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In[log,(2)] = (r —1r)m (57),
Ina =1In2-exp[—(t — r)m] (58),

Sustituyendo In[log, (2)] por (t —r)my Ina por (In 2) - exp[—(t — r)m], en la ecuacion 56,

resulta

b =In[(In2)(—m)] —mt (59).
Evidentemente, la anterior ecuacion permite calcular el valor de t. Especificamente, se tiene
7 =—In[(In2)(-m)] - = (60).
Por otra parte, para determinar el valor de «, se sugiere el uso de la siguiente ecuacion:

q = 2exp(mr)/ exp(mt) — pexp(mr+b)/[(in2)(-m)] (61).

Evidentemente, este método no es Util para calcular el valor de r. Por ende, se propondra para

su determinacion un ajuste a la siguiente ecuacion:

1n(1 —tn )= ———-In(2) + - In(2) (62).

Imax
Desde luego, si se define m mediante

m = — 22 (63),

=T

asi como b mediante

p=10 (64),

-7

luego es posible determinar el valor de » mediante la siguiente ecuacion:

r=—— (65).
Adicionalmente, debido a que

T=-— %ln(z) +r (66),
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luego

T = [In(2) + b] (67).

_1.
m
Por otra parte, para los valores de cs que no sean tan diferentes de 1, se propondré realizar un

ajuste no lineal respecto a los pardmetros. La ecuacién de ajuste serd la siguiente:

Imax

In__ ﬁ ) {ﬁ _ ﬁ[lOgB(%)]T:_TI (68).
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10.2 Apéndice 2. Funcidn de particion del ensamble isotérmico-isobarico

Para las simulaciones de Dinamica Molecular, han sido desarrollados “algoritmos de ensamble
generalizado”. Estos fueron desarrollados originalmente para el ensamble canonico, en el cual
“el volumen de la caja de simulacion es constante, y la presion no es controlada” [25]. Sin
embargo, las condiciones experimentales generalmente involucran un control de la presion y de
la temperatura. Lo anterior indica la importancia del ensamble isotérmico-isobarico para la

descripcion de los resultados experimentales.

Ademas de lo anterior, cabe mencionar que la energia libre de Gibbs se relaciona con la funcion

de particion del ensamble isotérmico isobérico a través de la siguiente ecuacion:
G =—kzT-InA (1).

A continuacién, se ofrece una descripcion matematica de como la funcién de particion del
ensamble isotérmico-isobarico puede ser aplicada a sistemas tan complejos como una

macromolécula rodeada de disolvente, de iones y posiblemente embebida por lipidos.

Es preciso recordar que la funcion de particion correspondiente a dicho ensamble es la siguiente:
AN, T,P) = Xy Q(N,V,T) exp[—PV /(kT)] ),
donde Q(N,V,T) es la funciéon de particion del ensamble canonico.

Es posible suponer que la energia de cada estado disponible para los sistemas del ensamble

canodnico estd determinada por la siguiente ecuacion:
E= Ek+U—— Yiam - (v + vl +vh) + U} V) 3);
como consecuencia, es posible expresar

QN V,T) = =+ o (T md) x [T (7, dvie) (2, dviy ) (72, dv, ) (T, f )]

y {exp l_ Z’i‘ilmz(zkw . vl l} [(H ' [ dr) exp( )] @),
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donde h es la constante de accion de Planck y cada fjooo dv;j, al igual que cada [TX, [ drjesun

operador.

Ahora bien, la integral multiple presente en el miembro derecho de la ecuaciéon 4 no puede
simplificarse de manera significativa debido a que no es posible sostener que cada v; sea
independiente entre si cuando el sistema descrito es una proteina en una solucion salina y
posiblemente embebido en una membrana lipidica, del mismo modo en que no es posible

sostener que cada rj sea independiente entre si para el mismo sistema.

Ademas, no es posible afirmar que cada v; es completamente independiente de r; debido a las
restricciones que la posicion especifica de una particula impone sobre la velocidad de éste (por

ejemplo, si estd embebido por lipidos, su velocidad sera diferente).

El valor de la integral anterior depende de diversos aspectos, como la geometria del sistema.

Debido a lo anterior y a la forma de la ecuacion de U = F({r;}), su solucion no es trivial.

A pesar de lo anterior, si es posible encontrar otras expresiones posiblemente utiles para la
anterior integral multiple. Por ejemplo, si tenemos un sistema confinado a una caja prismatica

de dimensiones K X L X M con centro en el origen, entonces es posible obtener la siguiente

igualdad:
/2 L/2 M/2

§V=1fdri = ?I:l (f_]/z dxl) (I—L/Z dyl) (f—M/Z dzi) (5)’
donde cada f_jj/zz dx;, f—LI/jZ dy; y fi\/zfz dz; es un operador, no una integral definida en si.

; el 2x; 2yi 2z; .
Si se define por conveniencia s3;_, = ~ > S3i-1 = —» S3i = ., entonces es posible expresar

gl 1
My fdr = TN i (f_l dsi) (6),

1 . . ’
donde nuevamente cada [~ , ds; es un operador, no una integral definida en si.
Sélo por conveniencia, se definira la funcion F (N, V,T) mediante la siguiente ecuacion:

FON,V,T) = [TE (S, dvin) (S, dviy ) (S5, dvi )] [TEY, (17, dsi)|
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2

)] exp(~U/KT) ),

N 2
Yiz1 mi(vix+v

2kT

X exp|—

N
de tal modo que se tenga Q(N,V,T) = (E) -F(N,V,T) y luego

v

AN, T,P) = 8V - ["* W L. (N, V,T) exp[—PV/(kT)] dV (8),

min(V) yN

donde min(V) y max(V) son los valores minimo y maximo, respectivamente, posibles para el

sistema durante la simulacion de dinamica molecular.

Para encontrar una mejor expresion para la funcion de particion del sistema en cuestion, es
necesario considerar las condiciones periddicas de contorno, asi como las restricciones
impuestas a las posiciones de las diferentes particulas (por ejemplo, por estar enlazadas unas a

otras o por estar embebidas en un lipido).

Es posible también introducir correcciones que contemplen como las moléculas de disolvente
pueden limitar los posibles valores de posiciones y velocidades (para ello, es necesario
introducir correlaciones entre los grados de libertad de las particulas de la proteina y el

disolvente).

67



10.3 Apéndice 3. Inferencias bayesianas a partir de las SDM

Para realizar inferencias bayesianas desde las Simulaciones de Dindmica Molecular (SDM), es
posible obtener como variables observables el conjunto de posiciones y de velocidades, r U v =
{ry, ..., 1y, V4, ... Vo }; pOr otra parte, es posible denotar mediante 0 el conjunto de parametros de
los cuales depende la distribucion de probabilidad de cada r; y v,; por ejemplo, si, a priori,

asignamos para la posicion en x de la j —ésima particula una distribucion del tipo

p(x,) o exp [— M] @

252,
xj

y para las velocidades en x para la j —ésima particula una distribucion del tipo

p[(1);] o ()% - exp {— M} @),

2
ZS(Vx)j

entonces los parametros (0,); para el eje x y la j —ésima particula serian (x);, s,%j, (ve); Y

5(2vx)j- Dicho de otro modo, (8,); = {{x);, 57, (vy); ys(zfx)]_}.

Ademas,

(xj—(x);)° (vj-) (z;—(2);)"
p(y) =pruv) «[I)L; exp {—# eXp )= eXPY T X

j Yj j

X [1y (v4)? (Uy)j (v,)% exp {_ M} exp {_ M} exp {_ M} (3).

2 2 2
2S{vx); 2Stoy); 2Sty);

Y es posible también suponer a priori que 0 seguira la siguiente distribucion

p(8) [T, exp [_ M] exp [_ M ] o [_ ()’ ] )

202, 202,
*j Zj

2 2 2
Sy .~ Oy, Sy.—0y . Sy.—0y.
1t enn| - x| - ) g | L)
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2

[t ] )11 (vt

V2)j =Ky Vi~ (wy); v2)j~Rvy);

[T}-, exp {— / } expq— - exp {— v } X
(Vy)j (wz)

2
2 O-(Vx) j

2
2
[S(ux)j—cr(vx)].] Ie _ [S(vy)j—U(Vy)j

2 2
o-(vx)j/k(vx)j G(vy)j/k(vy)j

Xp {_ [S(VZ)J'_O'(VZ)]]Z} (4)

J(sz)j/k(vz)j

[T}-, exp {—

Haciendo lo anterior, el teorema de Bayes, puede expresarse mediante la siguiente ecuacion:

p(Bly) o« p(y|8) x {IT}-; exp [_ M‘ exp [_ Ml exp [_ (¢2)j=nz)) ] y

202, 202,
xj Zj

2
gy ./ky .
y]/yj

B 2 2 B 2
% 1_[?;1 exp |- (ij—O'xj) ] exp [_ (Syj—O'yj) ] exp |— (Sz]-—O'Zj) ] %

2 2
[0x)j=h0) ] [<”y)f"“(vy)- [(v2)j =Ry ]
x [T}-; exp —Tx’ exp —TJ’— exp —T’ X
(Wx)j (vy)]. (wz);
2 2 2
N [S(Vx)j _U(Ux)j] [S("y)j _U(”y)j] [S(Vz)j _U(Vz)j]
X Mjmaexpy === == exp ) == == exp) — =5~ ) )
x) j x) j (Vy)]. (Vy)]- (Vz)] vz j

donde p(@]y) es la distribucion de probabilidad a posteriori de 0, a la vez que p(y|0) es la

distribucion de probabilidad a posteriori de y).
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10.4 Apéndice 4. Analisis estadistico

Para un sistema en especifico, el valor de ACI correspondiente a la i —ésima cadena, al j —

ésimo residuo y al tiempo de simulacién t se denotard mediante x; j .

Para cada sistema, hay 4 cadenas y entre 193 + 1 residuos por cadena; ademas, se consideran
3 valores de t. La cantidad de residuos varia segun la cantidad de residuos en el sitio activo. Por
ejemplo, para el sistema CNBD (apo), hay 13 residuos (ILE 503, MET 530, PHE 538, GLY
539, GLU 540, ILE 541, CYS 542, ARG 549, THR 550, ALA 551, VAL 553, ARG 590, ILE
594); para el sistema CNDB/cAMP, 15 (los anteriores, asi como LEU 532 y ARG 593), y, para
el sistema CNBD/cGMP, 14 (los 13 del sistema CNBD(apo) y LEU 591).

Por ende, para cada sistema fueron obtenidos (193 + 1) X 4 X 3 = 2,316 + 12 valores de
X j¢: 2,328 para el sistema CNBD (apo), 2,304 para el sistema CNBD/cAMP y 2,316 para el
sistema CNBD/cGMP.

En principio, se determinaria cual es el sitio alostérico encontrando el nimero de residuo al que
le corresponde el valor mas alto de x; ., pero probablemente diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de x; j » segtin el valor de i (la cadena en cuestion) y el valor de

t (el tiempo de simulacion).

Para la presente discusion, se definiran las siguientes magnitudes: y, (la media del valor de ACI
para determinado sistema y determinado tiempo de simulacion, promediando sobre todas las
cadenas y todos los residuos), y;¢ (la media del valor de ACI para determinado sistema,
determinada cadena y determinado tiempo de simulacion, promediando sobre todos los
residuos) y (X) ;. (Ia media del valor de ACI para determinado sistema, determinado residuo y
determinado tiempo de simulacion, promediando sobre todas las cadenas). Sus ecuaciones

correspondientes son las siguientes:

Xy, j(ACDy ;e (1)
Nestructuras ’
_ X(ACDy ;e )
W= N (2)
residuos
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_ Yi(ACD; ;.
(%) = =—2 (3).

Ncadenas

Para empezar, para cada sistema y para cada valor de t, se puso a prueba la hipotesis nula
Hy: par = Mgt = U = HUp, por medio de una prueba ANOVA de un factor, donde el factor

era la cadena.

Si la anterior hipotesis nula resultaba ser verdadera, entonces podria incluirse cada cadena al

. . ((ACD); _ {(ACD); :
momento de obtener los promedios u; = Zi j(ACDL e y (X)) = M De lo contrario,

Nestructuras Ncadenas

debian ser excluidas determinadas cadenas hasta obtener el mayor valor posible de P para la

hipotesis nula.

Tras excluir ciertas cadenas con base en el anterior criterio, para cada sistema, se puso a prueba
la siguiente hipotesis nula Hy : tle—ons = He=250ns = Ht=500ns- ESt0 se realizd por medio de una
prueba ANOVA de un factor, donde el factor era el tiempo de simulacion. Dicha hipdtesis resultd

ser improbable para todos los sistemas, por lo cual se rechazo.

Mas tarde, se comparo el valor de x; obtenido para diferentes tiempos de simulacion (el
correspondiente a 0, 250 y 500 nanosegundos). Por ejemplo, para determinar si existia una

diferencia estadisticamente significativa entre x; para 0 y 250 nanosegundos, se comparo el

|(ff)ons_(fj)250ns‘ PO P
, donde los subindices indican

2 2
Fonst(5F)
\/(1 ons \ J/2s0ns

el tiempo de simulacién para cada marco, y donde

valor de t, , con el valor de la magnitud V4 -

_ 2 _ 2 _ 2 _ 2
2 _ (®=xa;) +(xj=xp ;) +(%j=xc;) +(X;=xp ;)
sj = . (4).

Desde luego, a, en t, 4, es el valor maximo admisible del error del tipo I, y es un parametro

escogido a conveniencia (para este paso y para cada sistema, se escogio % = 0.025), mientras

que v es la cantidad de grados de libertad, que, en este caso, se calcula por medio de la siguiente

ecuacion:
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@|(sf )Ons+(s?)25m]2}
{[(s?)m]z+[(sf)m]z (5).

Si, para el j —ésimo residuo, se cumplia

(%)ons=E),cons]
\/Z . | J/ons J/250ns| tv,a >0 (6),
\/(sz)Ons-F(S]Z')ZSOnS

entonces se aceptaba la hipétesis positiva, es decir: Hy : (%), _ # (%), .. Haciendo un

procedimiento de esta naturaleza, pudo determinarse, por ejemplo, que habia multiples
diferencias estadisticamente significativas entre los marcos correspondientes a 0 y 250
nanosegundos de simulacion para cada sistema individual, asi como entre los tiempos 0 y 500
nanosegundos de simulacion. En contraste, solo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los marcos correspondientes a 250 y 500 nanosegundos para pocos
segmentos de los diferentes sistemas cerca de la hélice.

En concreto, se encontrd que, para el sistema apo entre los tiempos de simulaciéon 0 y 250
nanosegundos, habia diferencias estadisticamente significativas para el 13.9% de residuos a la
distancia antes mencionada de la hélice 1; al comparar los tiempos 0 y 500 nanosegundos, el
porcentaje incrementaba a 16.5%, mientras que, al comparar los tiempos 250 y 500
nanosegundos, el porcentaje disminuia a 2.06%. Para el sistema CNBD/CAMP, se encontraba
algo muy semejante: al comparar los tiempos 0 y 250 nanosegundos, el porcentaje era de
13.0%; al comparar los tiempos 250 y 500 nanosegundos, el porcentaje incrementaba 22.4%,
mientras que, al comparar los tiempos 0 y 500 nanosegundos, el porcentaje disminuia a 8.85%.
Y, para el sistema CNBD/cGMP, se repetia el mismo patrén: al comparar los tiempos 0 'y 250
nanosegundos, el porcentaje era de 13.5%; al comparar los tiempos 250 y 500 nanosegundos,
el porcentaje incrementaba 20.7%, mientras que, al comparar los tiempos 0 y 500
nanosegundos, el porcentaje disminuia a 6.74%. Lo anterior se resume con la tabla 6.

De lo anterior, se concluy6 que es preferible, efectivamente, realizar simulaciones de dinamica
molecular antes de someter las estructuras al algoritmo de propagacién de perturbaciones.
Adicionalmente, con base en estas observaciones, se determin0 que podria ser practicamente
indistinto si se escogia el marco correspondiente a 250 nanosegundos o0 si se escogia el
correspondiente a 500 nanosegundos para el siguiente paso, que consiste en la determinacion

de las rutas alostéricas y de los residuos criticos. Solo para aprovechar que la escala de tiempo
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es mayor a 500 nanosegundos para cada sistema, se escogié el marco correspondiente a 500
nanosegundos.

Mas tarde, se procedié obteniendo un promedio para los valores de X; en el que se tomaba la
mayor cantidad de marcos posible (se tenia cuidado en que sus valores no tuvieran una
diferencia estadisticamente significativa).

Si, para algun residuo, eran aceptadas las hipdtesis nulas
HO : (fj)OHS - (fj)ZSOns (x])Ons ( ])SOOns A HO : (fj)ZSOns - (fj)SOOns (7)’
entonces, para dicho residuo, era obtenido un nuevo promedio, )?j calculado mediante la
siguiente ecuacion:

S 1 _ _ _

Xj - 5 - [(xj)Ons T (xj)ZSOns T (xj)SOOns] (8)
Por otra parte, si, para algun residuo de algun sistema, eran aceptadas las siguientes hipotesis
[Hl : (fj)Ons * (fj)ZSOns v Hl : (fj)Ons * (fj)SOOI’IS] A HO : (fj)250ns = (fj)500ns (9)’

entonces el nuevo promedio )?j tenia la siguiente ecuacion:

[(x])ZSOns ])SOOns] (1O)a

es decir: no se tomaba en cuenta el valor correspondiente a los 0 nanosegundos; se daba
prioridad a las estimaciones realizadas sobre estructuras obtenidas tras realizar simulaciones de
dindmica molecular.

Por otra parte, si se cumplia la hipétesis

Hl : (fj)ZSOns * (fj)SOOns (11)’
entonces, independientemente que se aceptaran o no las hipétesis nulas
(x])Ons ( ])250ns (x]) ons ( ])SOOns (12),

se tomaba en cuenta exclusivamente el valor correspondiente a (9@-)500“.

Posteriormente, para determinar cudles residuos eran, con mayor probabilidad los sitios
alostéricos, se evalud, a través de otra prueba basada en la distribucion de t de Student, la

hipotesis positiva

Hy: X > p (13),
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donde
u= Zj )?j/Nresiduos (14).

El valor de a (el méximo valor del error del tipo I permitido) escogido para este paso era de
5x 1074

Finalmente, ¢l sitio alostérico seria determinada buscando cudl residuo, entre aquellos que

cumplen la anterior hipotesis nula, arroja un mayor valor para la siguiente magnitud:

Intensidad x Agudeza = (ACI); - {(ACI) - [(ACDJ'*:(ACDJ'“]} (15).
Noétese que
Agudeza = (ACT); — AL ACD] (16)

es una medida de qué tan alto es el valor de (ACI) ; en comparacion con los valores de su entorno

inmediato. Dicho de otro modo, no s6lo se toma en cuenta qué tan alto es el pico, sino también

qué tanto sobresale en su entorno.

Los potenciales residuos alostéricos restantes fueron 2 en cada caso, y se escogieron de acuerdo

con qué tan alto fuera su valor de Intensidad X Agudeza.
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