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1. INTRODUCCION

Los canales ionicos dependientes de voltaje son proteinas que llevan a cabo el movimiento de los
iones a través de la membrana. Como su nombre sugiere, regulan la diferencia de iones a través de
la membrana. ElI movimiento de iones, como el sodio, potasio, calcio y cloro (Na*, K*, Ca?*, y
CI"), asi como la dependencia de voltaje para que se lleve a cabo su respuesta dando como resultado

una respuesta eléctrica en el cuerpo.

Una clase de los canales de ionicos dependientes de voltaje son los canales de sodio. La cinética
de los canales de sodio fue estudiada por Hodgkin y Huxley en axén de calamar en 1952. Se ha
descubierto que los canales de sodio comprenden una gran familia desde el Nay1.1 al Nay1.9.
Muchos de los canales presentan actividad eléctrica en tejidos incluyendo células neuronales,
células del tejido muscular cardiaco y esquelético. En estas células los canales de sodio llevan el
flujo de iones sodio desde una solucion extracelular hacia el citosol, esto causando la
despolarizacion de la membrana celular. Diferentes tipos de tejidos expresan diferentes isoformas
de los canales de sodio. Nay1.1, Nav1.2, Nay1.3 y Nay1.6 estan expresados principalmente en el
sistema nervioso central (SNC); Nay1.4 estd localizado predominantemente en musculo
esquelético; Navl.5 en tejido muscular cardiaco; y Nay1.7, Nay1.8 y Nay1.9 se encuentran en

sistema nervioso periférico (SNP).

1.1 Nomenclatura de los canales

El nombramiento de los canales idnicos no ha sido sistematico. Los primeros biofisicos intentaron
distinguir los diferentes componentes de la permeabilidad de la membrana mediante curvas
cinéticas utilizadas en farmacologia, y en respuesta a la sustitucion idnica. Los modelos cinéticos
fueron hechos expresando matematicamente cada componente. Asi se asumid que cada modelo
matematico era la representacion de cada tipo de canal. Esta clasificacion es de acuerdo con el
flujo de iones, y esto fue descrito en los primeros estudios realizados en axones de calamar gigante.
Hodking y Huxley (1952) reconocieron tres diferentes componentes, los que fueron llamados de
sodio, potasio y de salida. Hoy en dia se conocen universalmente como “canales de sodio y

potasio” a los canales ionicos correspondientes [1].
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1.1.1 Canal de sodio.

La familia de canales de sodio dependientes de voltaje (Nav) es menos diversa. La diversificacion
funcional ha sido estudiada en los canales de sodio en células excitables. Sin embargo, presentan

diferentes cinéticas:

e Los canales de Na' rdpidos que son sensibles a tetrodotoxina (TTX) que se encuentran en

inervaciones de musculo esquelético de vertebrados y

e Los canales de Na" lentos que son insensibles a TTX presentes en la glia.

Los canales de Na* presentan una funcién primaria, que es la generacién de un aumento rapido del
potencial de accion. En las membranas, contribuyen al aumento y a la dispersion de los potenciales.
No todas las células excitables usan canales de Na*, pero también existen en ellas (como en los
cuerpos de las células neuronales, musculo esquelético y musculo cardiaco y muchas células
endocrinas) y tienen la misma funcion aun estando en diferentes células. Estos canales presentan
un rango de activacién y desactivacion de 10 a 20 mV en los diferentes tipos de membranas. El
canal de sodio es un canal tipico, es un complejo multimérico que se ensambla desde la formacion
de un poro formado por la subunidad a, y es asistida por otras subunidades B, y y 6. Cada subunidad
o esta compuesta por seis o hélices, en mamiferos, los canales de sodio son heterotetrameros
(Figura 2A 'y B).

En los canales existen tres tipos de conformaciones o estados: un abierto y dos cerrados, uno de
los estados cerrados se denomina estado de reposo, en donde el canal puede abrirse ante un
estimulo; y el otro estado cerrado se denomina estado inactivado o estado refractario, en el que el

canal no se abre ante un estimulo.

Los canales de Na* tienen subunidades 3 que se caracterizan por tener una funcion moduladora de
la apertura y cierre del canal, y también regulan la expresion del canal en la membrana [2,3]. Esta
subunidad confiere diferentes actividades dependiendo en la isoforma del canal y al tipo de tejido
donde encuentra expresado. Esta subunidad acelera la inactivacion y la recuperacion desde el

estado de inactivacion [2].
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Generalmente estos estados de transicion se engloban en un ciclo (Figura 1)

Cerrado Abierto

Figura 1. Representacion de las conformaciones abierta y cerrada del canal de sodio [4].

1.2 ESTRUCTURA DEL CANAL DE SODIO

Los canales de sodio son proteinas de membrana que presentan variantes estructurales. La
subunidad mas grande del canal de sodio es la subunidad alfa (o)) y 1as subunidades beta () son
mas pequefias y estdn asociadas con la modulacion del canal. Sin embargo, la subunidad a es
suficiente para conducir el sodio a través de la membrana [1,5]. Estructuralmente la subunidad o
esta formada por 24 segmentos a hélices transmembranales agrupados en cuatro dominios. Estos
cuatro dominios no son idénticos (DI-DIV) y forman una sola proteina de aproximadamente 2000
aminodcidos [5]. Cada dominio esta estructurado en dos partes, la seccion del sensor del voltaje
formada por los cuatro primeros segmentos transmembrana (S1-S4) y la que forman el poro
conformada por los segmentos cinco y seis (S5-S6) [5,6] y ademas el asa extracelular que se
encuentra entre estos segmentos (asa P). Gracias a la resolucion estructural del cristal del canal de
sodio proveniente de bacteria se conoce la organizacion del canal, mostrando que se conforma por
cuatro sensores de voltaje que rodean al poro. El filtro de selectividad del canal esta formado por
varios residuos aminoacidicos cargados en el asa P de cada dominio (DI acido aspartico, DIl acido
glutamico, DIII lisina y DIV alanina). El filtro es la region més estrecha del poro midiendo
aproximadamente 6 X 4 A; y el interior del poro esta compuesto mayoritariamente por residuos
aminoacidicos hidréfobos. Los segmentos transmembrana S4 contienen varios residuos
aminoacidicos cargados que son responsables del cambio en el potencial de membrana (Figura
2A) [6].
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A) B)

o

Interior -0,C

Sensor de

Voltaje Particula de

Inactivacion
+H3N

co;

Modulacién

Figura 2. Representacién de los canales de sodio dependientes de voltaje. A) Se muestra la posiciéon de las
subunidades beta 1 y 2 (B1 y B2). En la subunidad o, se muestra el sensor de voltaje del segmento S4 (tiene signos “+”)
de cada dominio, la particula de inactivacion que se encuentra entre los dominios tres y cuatro, los sitios de unién de
las toxinas alfa y beta de escorpion (o y B ScTx), el sitio de unidn a anestésicos locales (LA), sitios de fosforilacion
en el asa intracelular que se encuentra entre los dominios 1y 2 (DI y DII) [5]. B) Representacion de la organizacion
de los cuatro dominios de los canales de sodio, mostrandose que los segmentos 5y 6 (en color gris) de cada dominio
forman el poro y los primeros cuatro segmentos se encuentran alrededor del poro (en color morado, rojo, azul y verde).

1.3 FENESTRACIONES

La estructura del canal de sodio presenta aperturas entre los distintos dominios, a estas aperturas
se les denomina fenestraciones. Estas fenestraciones son interfaces o areas que se encuentran entre
el segmento S5 del dominio DI y el S6 del dominio DII; el segmento S5 del dominio DIl y el
segmento S6 del dominio DIII; el segmento S5 del DIl 'y el segmento S6 del dominio DIV; y entre
el segmento S5 del dominio DIV y el segmento S6 del dominio DI [6]. Estas fenestraciones sirven
como via alterna de entrada para los anestésicos locales al canal, las dimensiones que presentan
estan fenestraciones son de 8 X 10 A. Estas aperturas se encuentran ocupadas por cadenas acilo de
la membrana lipidica; cuyas caracteristicas fisicoquimicas median la entrada de los anestésicos

locales [7].
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1.4 SENSOR DE VOLTAJE

La funcion crucial del canal de sodio es la habilidad para abrir y cerrar el poro en respuesta a los

cambios del potencial transmembrana, un proceso Ilamado compuerta voltaje dependiente. El
canal se cierra al censar el potencial de reposo, y se abre en el proceso de despolarizacion[8].
Cambios en la conformacién del segmento S6 estan relacionados al movimiento de las cargas
positivas en el segmento S4, asi, el sensor de voltaje se mueve hacia la superficie extracelular de
la membrana durante la despolarizacion. En la primera clonacion del canal de sodio, se mostré que
hay residuos de lisina y arginina espaciados en cada segmento transmembrana S4 del canal de
sodio, varia la cantidad de residuos cargados positivamente (Figura 3A) [9]. Cada conjunto de
segmentos S4 jala del extremo citoplasmatico S4-S5, el cual es adyacente al poro haciendo que los

segmentos S5-S6 se muevan y se abra el poro (Figura 3B).

A) B)

Estado Carrado W  Despolarzacion e Estado Abierto

de la membrana

Figura 3. A) Representacion de la distribucion de residuos aminoacidicos en los segmentos transmembrana S4 de
cada dominio en el canal de sodio. B) Al movimiento realizado por los segmentos transmembrana S4 para que el canal
de sodio pase del estado cerrado a abierto [9].

1.5 INACTIVACION DEL CANAL DE SODIO
1.5.1 INACTIVACION RAPIDA

La compuerta de inactivacion de los canales de sodio esta localizada en la porcion final
citoplasmatica del poro, donde todos los segmentos S6 convergen, la forma de inactivacion del
canal es por el movimiento del segmento intracelular que une a los dominios Il y IV, denominada
la particula de inactivacion [7,10]. Este proceso se lleva a cabo en la superficie del canal que da
hacia el citoplasma, la particula de inactivacion esta conformada por cuatro residuos aminoacidicos
isoleucina, fenilalanina, metionina y treonina (IFMT) (Figura 4) [11]. Esta particula de

inactivacion actia como una tapa que bloquea el lado intracelular del poro del canal de sodio,
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previniendo el movimiento del sodio a través del canal hacia el citosol. Capes y colaboradores,
observaron que el movimiento del segmento transmembrana S4 del dominio DIV es el paso
limitante en la inactivacion rapida. Después que la célula se repolariza, la particula de inactivacion

se desacopla, la recuperacion a partir de la inactivacion rapida estda también mediada por el

3

'< Particula de Inactivacion

movimiento del segmento transmembrana S4 del DIV [10].

Figura 4. Estructura del canal de sodio que conforma a la particula de inactivacion, la cual es el asa intracelular que
se encuentra entre los dominios DIl y DIV [modificado de Catterall, W.A. et al 2000].

1.5.2 INACTIVACION LENTA

En neuronas y musculo, el inicio del potencial de accion esta regulado por la rapida apertura y
cierre de los canales de sodio que producen un aumento en la corriente y asi la despolarizacion de
la membrana. La inactivacion lenta, reduce el niUmero de canales que estan abiertos y al final
regular la excitabilidad. La inactivacion lenta afecta dos pardmetros, la excitabilidad y la velocidad
de conduccion, jugando un papel importante en la fisiologia, por ejemplo, modulando la memoria
neuronal o el mantenimiento de una arritmia; por este hecho, este tipo de inactivacién ha sido un
blanco para agentes terapéuticos como: anticonvulsivante, insecticidas, antiarritmicos vy

anestésicos locales [13].

1.6 CANAL DE SODIO DEPENDIENTE DE VOLTAJE DE MUSCULO ESQUELETICO
(hNav1.4)

El canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 (Nay1.4), se expresa en musculo esquelético y es el
responsable de la propagacion del potencial de accidn en la placa neuromuscular, provocando la
contraccion del musculo [14].

16




1.6.1 CANALOPATIAS

El canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 que se expresa en musculo esquelético, ha sido ligado
a enfermedades como: paramiotonia congénita o paramiotonia congénita de Von Eulenburg
(PMC), parélisis periddica hipercalcémica (HYPP), paralisis periodica hipocalcémica (HOKPP2),
paralisis periddica normocalcémica (NKPP), miotonia relacionada al SCN4A (MYOSCN4A),

sindrome miasténico (CMS16).
1.6.1.1 PARAMIOTONIA CONGENITA DE VON EULENBURG (PMC)

Las paralisis periddicas son un grupo de enfermedades musculares dominantes autosémicas que
tienen en comun algunos eventos de pardlisis episodica. Esta miotonia empeora por la ingestion
de potasio y a la respuesta al tratamiento por acetazolamida. Anteriormente era referida como
“miotonia del canal de sodio”, “miotonia fluctuante”, “miotonia permanens” o “miotonia
congenita en respuesta a acetazolamida”. El termino paramiotonia congénita fue conocido y
aceptado en “miotonias no distroficas y pardlisis periddicas” por el Centro Europeo
Neuromuscular en Naarden, en 1995. La paramiotonia congénita, usualmente ocurre cuando el
musculo se expone al frio. Las mutaciones que causan esta paralisis (Tabla 1), se encuentran a lo
largo del Nav1.4 desde el dominio I (DI), hasta las asas citoplasmaticas (particula de inactivacion)
[15-22].

Tabla 1. Residuos aminoacidicos mutados del canal de sodio hNay1.4 que causan Paramiotonia Congénita de
Von Eulenburg

Posicion Nativo - Mutacion 1313 T-M
270 Q-K 1433 L-R
693 I-T 1436 L-P
704 T-M 1448 R-C; R-H; R-L
804 S-F 1456 G-E
1152 A-D 1473 F-S
1156 A-T 1589 V-M
1293 V- 1705 F-1
1306 G-A,; G-E,; G-V
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1.6.1.2 PARALISIS PERIODICA HIPERCALCEMICA (HYPP)

La pardlisis periodica incluye varias condiciones en episodios de debilidad en las extremidades,
estos episodios son provocados por varios estimulos incluyendo: elevacion en la concentracion de
potasio en plasma, enfriamiento del musculo y actividad muscular constante. Algunos pacientes
con este tipo de parélisis presentan miotonia (es una forma de actividad eléctrica anormal que
consiste en potenciales de accion repetitivos, y esta asociado a un retraso en la relajacion del
musculo después de una contraccion voluntaria). La enfermedad HYPP esta generalmente ligada
al Nayl.4, y estudios por Ptacek y colaboradores demostraron que esta enfermedad altera la
inactivacion y el proceso de apertura del canal de sodio. Los residuos aminoacidicos que estan
mutados en la pardlisis periddica hipercalcémica estan enlistados abajo (Tabla 2) [21, 23-27].

Tabla 2. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNay1.4 causan la paralisis periddica hipercalcémica

Posicion Nativo - Mutacion
704 T-M
1156 A-T
1433 L-R
1592 M-V

1.6.1.3 PARALISIS PERIODICA HIPOCALCEMICA 2 (HOKPP2)

La pardlisis periddica hipocalcémica tipo 2 es un desorden del musculo esquelético heredado
causado por mutaciones sin sentido en el canal de sodio dependiente de voltaje. La mayoria de las
mutaciones que se presentan en este desorden se encuentran en los residuos de arginina del sensor
de voltaje del segmento 4 (S4) del dominio Il (DII), las mutaciones causan que se pierda la carga
positiva, cambiando por residuos aminoacidicos aromaticos hidréfobos y polares neutros (Tabla
3). La paralisis periddica hipocalcémica esta caracterizada por flacidez muscular que puede tardar
horas o dias, esta caracterizada por una disminucion de potasio en suero y orina. Esta es una

enfermedad autosomica dominante que se presenta mayoritariamente en hombres [21, 28 - 31].
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Tabla 3. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNay1.4 causan paralisis periodica hipocalcémica

Posicidn Nativo - Mutacién

222 R-W

669 R-H

672 R-C; R-G; R-H; R-S
1129 R-Q

1132 R-Q

1135 R-C; R-H
1158 P-S

1.6.1.4 PARALISIS PERIODICA NORMOCALCEMICA (NKPP)

Este tipo de parélisis periddica esta caracterizado por tener los niveles de potasio normales y
presenta las siguientes mutaciones en el canal de sodio dependiente de voltaje. Los residuos
aminoacidicos que estan mutados se muestran abajo (Tabla 4) [21, 32, 33].

Tabla 4. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNav1.4 causan paralisis periddica normocalcémica.

Posicion Nativo - Mutacion
675 R-G; R-Q; R-W
1129 R-Q
1592 M-V

1.6.1.5 MIOTONIA RELACIONADA AL GEN SCN4A (MYOSCN4A)

La miotonia es un desorden heredado de la excitabilidad del musculo esquelético. La miotonia es
desencadenada o empeorado por repeticiones de ejercicio y pueden presentar debilidad flacida
durante la exposicion a frio (Fournier y colaboradores (2006)). Este desorden esta relacionado
principalmente con las mutaciones del canal de calcio, estudios por Ptacek y colaboradores (1994),
demostraron que este desorden también esta relacionada al canal de sodio. Se han encontrado
diferentes mutaciones en el canal de sodio de musculo esquelético (Nayv1.4) que estan enlistadas
abajo (Tabla 5) [21, 34-39].
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Tabla 5. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNav1.4 causan miotonia relacionada a SCN4A.

Posicion Nativo - Mutacion 1156 A-T
141 -V 1160 -V
225 R-W 1297 N-K
445 V-M 1306 G-E
452 E-K 1310 I-N
671 F-S 1476 M-I
715 A-T 1481 A-D
804 S-N 1633 Q-E

1.6.1.6 SINDROME MIASTENICO CONGENITO 16 (CMS16)

Es una forma de sindrome miasténico congénito, que es caracterizado por la falla de la transmisién
neuromuscular, cabe aclarar que no son de origen autoinmune. En una transmision neuromuscular
normal, primero se realiza la activacion de los receptores de acetilcolina, que dan la formacion de
la meseta final de potencial (EPP) activando al canal de sodio dependiente de voltaje Nay1.4, dando
paso a la formacion y propagacion del potencial de accién en la placa neuromuscular. Al tener
mutaciones este canal de sodio, y no tener una buena propagacion del potencial de accion, dan
como resultado procesos de debilidad muscular que tienen como caracteristica una réapida
inactivacion del Nay1.4. Las mutaciones que presenta el canal de sodio dependiente de voltaje
(Nav1.4) se muestran abajo (Tabla 6) [21, 40, 41].

Tabla 6. Mutaciones de los residuos aminoacidicos del Nav1.4. todas estas mutaciones se encuentran en el asa
extracelular entre el segmento 3 y 4 del dominio IV (S3-S4 DIV)

Posicion Nativo - Mutacion
1442 V-E
1454 R-W
1457 R-H

1.6.2 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES

El canal de sodio dependiente de voltaje Nay1.4, presenta diferentes modificaciones post-
traduccionales como glicosilaciones y puentes disulfuro (Tabla 7). Este canal del musculo
esquelético, se encuentra acoplado con una subunidad beta, la cual puede ser la subunidad beta 2
(SCN2B) o la subunidad beta 4 (SCN4B) [21].
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Tabla 7. Modificaciones postraduccionales que sufre el Nay1.4

Residuo Posicion Modificacion
214, 288, 291, 297, 303,
Asparagina 315, 321, 333, 362, 1191, Glicosilacion
1205,
Cisteina 769-778 Puente Disulfuro
Serina 1328 Fosforilacion® por PKC

1.7 CANAL DE SODIO DEPENDIENTE DE VOLTAJE DE MUSCULO CARDIACO
(hNavl1.5)

El canal de sodio dependiente de voltaje Nay1.5, se encuentra codificado en el gen SCN5A para la
subunidad alfa. Este canal tiene como funcion el control de la excitabilidad cardiaca provocando

el potencial de accion [42].
1.7.1 CANALOPATIAS

El canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 que se expresa en musculo cardiaco ha sido
relacionado con enfermedades como: Sindrome QT Largo 3 (LQT3), Sindrome de Brugada 1
(BRGDAL1), Sindrome del Seno Sinusal 1 (SSS1), Fibrilacion Ventricular Paroxismal Familiar 1
(VF1), Sindrome de muerte repentina infantil (SIDS), Paralizacion Auricular 1 (ATRST1),
Cardiomiopatia dilatada 1E (CMDZ1E) y Fibrilacién auricular, familiar, 10 (ATFB10).

1.7.1.1 SINDROME QT LARGO TIPO 3 (LQT3)

El sindrome QT Largo tipo 3 esta relacionado con varias mutaciones (Tabla 8) dentro del canal
de sodio, desencadenando corrientes de sodio persistentes y retrasando la repolarizacion; asi
creando una predisposicion hacia una taquicardia ventricular polimorfica, y puntas torcidas? [21,
43-50].

1 La Fosforilacién del residuo aminoacidico Serina 1328 es altamente conservada, este residuo aminoacidico se
encuentra en un asa citoplasmatica; esta fosforilacién se llevada a cabo por PKC dando como resultado la
disminucion de la inactivacion del canal de sodio, y la reduccién de los picos de corriente de los canales.

2 Torsades de pointes es una forma de taquicardia ventricular con frecuentes variaciones, presentando un aspecto
sinusoidal.
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Tabla 8. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNay1.5 causan el sindrome QT largo tipo 3.

Posicion Nativo -
Mutacion
9 G-V
18 R-Q
27 R-H
30 E-G
43 R-Q
48 E-K
52 P-S
53 R-Q
104 R-G
115 S-G
125 V-L
212 L-P
222 R-Q
225 R-Q; R-W
240 V-M
245 Q-K
247 V-L
275 N-K
289 G-S
340 R-W
367 R-C
370 T-M
397 I-T
404 L-Q
406 N-K
409 L-V
411 V-M
413 A-E; A-T
462 E-A; E-K
530 F-V
535 R-Q
569 R-W
571 S-|
A-D; A-S; A-
572 v
573 Q-E
579 G-R
615 G-E
619 L-F
637 P-L
639 G-R
648 P-L
654 E-K
673 L-P

1501 LV
1505 K-N
1532 V-l
1560 L-F
1593 I-M
1594 F-S
1595 D-N
1596 F-1
1609 S-W
1620 T-K
1623 R-L; R-Q
1626 R-H; R-P
1644 R-C; R-H
1645 T-M
1650 L-F
1652 M-R; M-T
1660 -V
1667 V-l
1723 T-N
1739 R-W
1761 L-F; L-H
1763 V-M
1766 M-L
1767 Y-C
1768 -V
1777 V-M
1779 T-M
1784 E-K
1790 D-G
1795 Y-C,Y-D
1819 D-N
1825 R-H
1826 R-H
1839 D-G
1849 H-R
1897 R-W
1901 E-Q
1904 S-L
1909 QR
1913 R-H
1949 A-S
1951 V-L
1977 Y-N
2004 F-L; F-V
2012 R-C

680 R-H
689 R-C; R-H
701 P-L
731 T-1
750 QR
772 D-N
816 F-Y
848 I-F
941 S-N
960 Q-K
965 R-L
971 R-C
981 C-F
997 A-S
1004 C-R
1053 E-K
1069 T-M
1100 A-V
1114 D-N
1166 D-N
1193 R-Q
1199 Y-S
1225 E-K
1231 F-L
1283 L-M
1295 E-K
1304 T-M
1325 N-S
1326 A-S
1330 A-P; AT
1332 P-L
1333 Sy
1334 I-V
1338 LV
1432 R-S
1458 Sy
1472 N-S
1473 F-C
1481 G-E
1486 F-L
1487 M-L
1488 TR
1489 E-D
1493 K-R
1495 Y-S
1498 M-V
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1.7.1.2 SINDROME DE BRUGADA 1 (BRGDA1)

El sindrome brugada 1 es un sindrome arritmogénico heredado que puede llevar a la muerte por
fallo cardiaco, y se encuentra parcialmente asociado con mutaciones autosémicas dominantes en
el gen SCN5A [50]. Este sindrome presenta una elevacién del segmento ST, causando arritmias
ventriculares sin la alteracién morfoldgica del corazén [51]. Las mutaciones encontradas en el
Nav1.5 dan como resultado que sea un sindrome altamente variable, hasta el momento se han
encontrado alrededor de 300 mutaciones causando esta afeccion (Tabla 9), dentro de los efectos

gue se han descrito, es la disminucion de corriente [21, 51-53].

Tabla 9. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNay1.5 causan el sindrome brugada 1.

Posicién Nativo -
Mutacion
18 R-Q
27 R-H
70 N-K
84 D-N
93 F-S
94 I-S
95 V-1
104 R-Q; R-W
109 N-K
121 R-Q; R-W
126 K-E
136 L-P
146 V-M
161 E-K; E-Q
175 K-N
178 A-G
182 C-R
185 A-V
187 T-I
204 A-V
212 L-Q
220 T-I
222 R-Q
223 V-L
225 R-W
226 A-V
136 L-P
146 V-M
161 E-K; E-Q
175 K-N
178 A-G
182 C-R
185 A-V
187 T-I

204 A-V
212 L-Q
220 T-1
222 R-Q
223 V-L
225 R-W
226 A-V
230 -V
232 V-I
240 V-M
270 Q-K
276 L-Q
278 H-D
282 R-C; R-H
294 V-M
300 V-I
315 L-P
319 G-S
320 T-N
325 L-R
336 P-L
351 G-D; G-V
353 T-1
356 D-N
367 R-C; R-H; R-
L

369 M-K
374 W-G
376 R-H
386 G-R
396 V-A; V-L
406 N-S
439 E-K
501 D-G
514 G-C
526 R-H

532 F-C
543 F-L
552 G-R
567 L-Q
615 G-E
619 L-F
620 R-C
632 T-M
640 P-A
647 A-D
648 P-L
661 R-W
681 H-P
683 CG
701 P-L
717 P-L
735 AE; AV
746 E-K
752 G-R
758 GE
764 M-R
772 D-N
773 P-S
789 V-l
808 R-P
812 L-Q
814 R-Q
817 K-E
839 L-P
851 F-L
867 E-Q
878 R-C; R-H
886 H-P
892 F-1
893 R-C; R-H
896 C-S
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901 E-K
910 S-L
915 CR
917 LR
927 N-S
928 L-P
935 L-P
965 R-C; R-H
997 AT
1023 R-H
1053 E-K
1055 D-G
1079 Sy
1079 Sy
1113 AV
1140 ST
1193 R-Q
1219 SN
1225 E-K
1228 Y-H
1232 R-Q; R-W
1236 K-N
1239 L-P
1240 E-Q
1243 D-N
1249 V-D
1253 E-G
1262 G-S
1271 W-C
1275 D-N
1288 AG
1293 F-S
1311 L-P
1319 G-V
1323 V-G
1332 P-L
1344 F-L; F-S
1346 LI, L-P

1351 M-R
1353 V-M
1358 G-W
1359 K-N
1360 F-C
1363 C-Y
1382 S-l
1405 V-L
1406 G-E;G-R
1408 G-R
1409 Y-C
1412 L-F
1419 K-E
1420 G-R
1427 A-S
1428 A-V
1432 R-G; R-S
1433 G-V
1438 P-L
1441 I-L; I-T
1448 I-L; I-T
1449 Y-C
1451 V-D
1463 N-Y
1468 V-F
1494 Y-N
1501 L-V
1502 G-S
1512 R-W
1521 I-K
1525 V-M
1527 K-R
1548 E-K
1569 A-P
1571 F-C
1574 E-K
1582 L-P
1583 R-C; R-H

1.7.1.3 SINDROME DEL SENO SINUSAL 1 (SSS1)

El sindrome del seno sinusal fue descrito como una complicacion arritmica. Este sindrome esta
caracterizado por bradicardia sinusal (sindrome taquicardia-bradicardia) y taquicardia atrial [54].
Este sindrome se encuentra asociado principalmente a pacientes pediatricos, ademas esta

relacionado con intolerancia al ejercicio y pérdida parcial o total de la conciencia. Las mutaciones

1604 V-M
1613 Q-L
1620 T-M
1623 R-Q
1629 R-Q
1642 GE
1644 R-C
1649 AV
1660 -V
1661 G-R
1667 V-l
1672 S-Y
1680 AT
1690 D-N
1698 AT
1709 T-M; T-R
1712 G-S
1714 D-G
1722 N-D
1728 C-R; C-W
1740 GR
1743 G-E;GR
1748 G-D
1764 V-F
1779 T-M
1784 E-K
1795 Y-H; Y-D
1832 Q-E
1850 C-S
1861 V-l
1872 K-N
1903 V-L
1924 AT
1935 G-S
1938 E-K
1951 V-L
1968 I-S
2004 F-L; F-V

asociadas a este sindrome se encuentran en los dominios Il, I11'y IV (Tabla 10) [20, 55].
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Tabla 10. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNay1.5 causan el sindrome del seno sinusal 1.

Posicion Nativo - Mutacién
220 T-1
735 A-V
1298 P-L
1408 G-R
1792 D-N

1.7.1.4 FIBRILACION VENTRICULAR PAROXISMAL FAMILIAR 1 (VF1)

La fibrilacion ventricular paroxismal familiar estd relacionado con el sindrome de brugada, del
mismo modo esta caracterizada por una elevacion del segmento ST; la mutacion de serina a leucina
en la posicion 1710 presenta una aceleracion en el decaimiento de la corriente, alteraciones en el
estado inactivado y activado; resultando posiblemente en la disminucion de la amplitud de
corriente de sodio [56]. La mutacion que causa esta fibrilacion es S1710L, se encuentra en el asa
reentrante del domino IV (DIV).

1.7.1.5 SINDROME DE MUERTE REPENTINA INFANTIL (SIDS)

El sindrome de muerte repentina infantil se presenta en infantes menores a 1 afio de edad, el
episodio fatal ocurre mientras el paciente se encuentra durmiendo. Este sindrome es multifactorial,
se expresa al combinarse varios factores como el genético y el ambiental. Conjuntamente
relacionado con las mutaciones presentes en el canal de sodio (Tabla 11), también se ha observado
que el fumar mientras se presenta el embarazo y comida baja en grasa se consideran factores de
riesgo [21, 57].

Tabla 11. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNay1.5 causan el sindrome de muerte repentina
infantil

Posicion Nativo - Mutacion
532 F-C
941 S-N
1084 G-S
1333 S-Y
1705 F-S
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1.7.1.6 PARALIZACION AURICULAR 1 (ATRST1)

La paralizacién auricular es una arritmia extrafia que se encuentra genéticamente determinada. En
la paralizacion auricular 1 se encontré que presenta una mutacion del &cido aspartico por una
asparagina en la posicion 1275 (D1275N) presentando ausencia de la actividad mecanica y
eléctrica en el &rea auricular; asi como bradicardia y bajo porcentaje de formacién y conduccién

del potencial de accion [21, 58].

1.7.1.7 CARDIOMIOPATIA DILATADA 1E (CMDI1E)

La cardiomiopatia dilatada esta caracterizada por la mutacion de un &cido aspartico a asparagina
en la posicion 1275 (D1275N). Causando defecto en la conduccion eléctrica cardiaca (sindrome
Lenegre) provocando dilatacion ventricular y disfuncion sistolica, fallo cardiaco congestivo,
disfuncion del nodo sinusal, taquiarritmia supraventricular, decaimiento en la conduccion
intraventricular y disminucion en la conduccion atrioventricular progresiva (AV), dilatacién atrial

hacia la progresion y disfuncion del ventriculo derecho, todo esto produce arritmia [21, 59].

1.7.1.8 FIBRILACION ATRIAL FAMILIAR 10 (ATFB10)

La fibrilacion atrial es la arritmia cardiaca mas comun en la préactica clinica, también es causada

por mutaciones en el canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 (Tabla 12) [21, 60].

Tabla 12. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNay1.5 causan fibrilacion atrial familiar 10.

Posicion Nativo - Mutacion 655 E-K
138 M-I 1053 E-K
428 E-K 1131 T-1
445 H-D 1826 R-C
470 N-K 1951 V-M
572 A-D 1987 N-K
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1.7.2 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES

El canal Nay1.5 presenta diversas modificaciones postraduccionales (Tabla 13) [21].

Tabla 13. Modificaciones postraduccionales que se llevan a cabo en el hNay1.5.

Residuo Posicion Modificacion
214, 283, 288, 291, 318, 328, 740,
Asparagina 803, 864, 1365, 1374, 1380, 1388 y Glicosilacion
1736
Cisteina 280-335, 906-915 Puentes Disulfuro
Serina 1503 Fosforilacion® por PKC

1.8 CANAL DE SODIO DEPENDIENTE DE VOLTAJE DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL (hNav1.6)

El canal de sodio dependiente de voltaje Nav1.6, es codificado en el gen SCN8A, encontrandose
en el cerebro humano. Su funcidn esté relacionada en la generacion del potencial de accién, disparo
repetitivo neuronal; tiene una localizacion subcelular en el segmento inicial del axon (AIS) en los

nodos de Ranvier [61]
1.8.1 CANALOPATIAS

El canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 (Nav1.6) se encuentra en el sistema nervioso central
(SNC). La pérdida de funcion del canal provoca la generacion de enfermedades que son: deterioro
cognitivo con o sin ataxia cerebelosa (CIAT), encefalopatia epiléptica en infancia temprana 13
(EIEE13) y convulsion infantil familiar benigna 5 (BFIS5)

1.8.1.1 DETERIORO CONGNITIVO CON O SIN ATAXIA CEREBELOSA (CIAT)

El deterioro cognitivo con o sin ataxia cerebelosa (CIAT) esta caracterizado por disminucion del
desarrollo cognitivo y motor, ambliopia estrabismatica y nistagmo; resultando en déficit de
atencion. Lo que provoca todos estos problemas es la evidencia de que en el canal de sodio

dependiente de voltaje ocurre una delecion de un nucleétido de timina, provocando que el marco

3 La Fosforilacion del residuo aminoacidico Serinal503 es altamente conservado, este residuo aminoacidico se
encuentra en un asa citoplasmatica; esta fosforilacion se llevada a cabo por PKC dando como resultados la
disminucion de la inactivacion del canal de sodio y la reducciéon de los picos de corriente de los canales.
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de lectura se corra y no codifique el residuo aminoacidico de prolina en la posicion 1719 que se

encuentra en el asa reentrante entre los dominios 11y IV [21, 62].

1.8.1.2 ENCEFALOPATIA EPILEPTICA EN INFANCIA TEMPRANA 13 (EIEE13)

La encefalopatia epiléptica se refiere a una condicion severa donde la actividad epiléptica en si
misma puede contribuir a la disfuncién motora y cognitiva. Las mutaciones (Tabla 14) que se
presentan en el canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 (Nav1.6) provocan encefalopatia,
episodios de convulsiones; ademas de que estas mutaciones también provocan ataxia, bradicardia
y apnea [21, 63].

Tabla 14. Residuos aminoacidicos que al estar mutados en el hNay1.6 causan encefalopatia epiléptica en
infancia temprana 13.

Posicion Nativo - Mutacion 1650 A-T
58 D-N 1754 F-S
210 F-L 1768 N-D
215 N-R 1801 Q-E
216 V-D 1865 L-P
223 R-G 1872 R-L; R-Q; R-W
260 F-S 1877 N-S
307 N-S
407 L-F
408 A-T
410 V-L
479 E-V
662 R-C
767 T-

846 F-S
850 R-Q
890 A-T
960 V-D
978 S-G
984 N-K
1279 L-V
1323 A-S
1327 -V
1331 L-V
1451 G-S
1466 N-K; N-T
1475 G-R
1479 -V
1592 V-L
1596 S-C
1605 I-R
1617 R-Q
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1.8.1.3 CONVULSION INFANTIL FAMILIAR BENIGNA 5 (BFIS5)

La convulsion infantil familiar benigna es causada por convulsiones afebriles focales;
Gardenella y colaboradores proponen que este tipo de convulsiones responden bien al
tratamiento y pueden desaparecer o parar después de meses con una buena medicacion. Los
pacientes muestran una disminucion en el desarrollo psicomotor y en algunas ocasiones
sufren de episodios cortos de epilepsia en algin momento de la vida. Esta patologia es
provocada por la mutacion E1483K que se encuentra en la particula de inactivacion, y la
mutacion N1877S en la porcion del C-terminal [21, 64, 65].

1.8.2 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES

El Nay1.6 presenta diferentes modificaciones postraduccionales (Tabla 15). También puede
interacciona con las subunidades beta -1 (SCN1B), beta-2 (SCN2B), beta -3 (SCN3B) y beta
-4 (SCN4B). presentando solo las subunidades beta -2 y -4 que se unen mediante puentes
disulfuro [21].

Tabla 15. Modificaciones postraduccionales que se llevan a cabo en el hNav1.5.

Residuo Posicion Modificacion
Asparagina 215, 289, 295, 308, 326, 1358, Glicosilacion
1372y 1383.
Cisteina 281-333, 944-953, Puente Disulfuro
Serina 1497 Fosforilacién* por PKC

1.9 ANESTESICOS LOCALES

Los anestésicos locales fueron introducidos a la clinica hace un siglo para el control de dolor
quirargico. Ellos contintan siendo importantes para la analgesia local y regional, asi como
también por su accién como antiarritmicos cardiacos. Su blanco biomolecular son los canales
de sodio dependientes de voltaje, teniendo un sitio de union dentro del poro del canal.

Ademas de las arritmias cardiacas, el canal de sodio juega un importante papel en muchos

4 La Fosforilacidn del residuo aminoacidico Serinal497 es altamente conservado, este residuo aminoacidico
se encuentra en un asa citoplasmatica; esta fosforilacion se llevada a cabo por PKC dando como resultados la
disminucion de la inactivacién del canal de sodio y reduccion de los picos de corriente de los canales.
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procesos fisiopatoldgicos, incluyendo dolor y epilepsia. Los anestésicos locales previenen el
dolor mediante la interrupcion del potencial de accion, disminuyendo el flujo de iones sodio
que pasan directamente por el canal de sodio dependiente de voltaje. En las nueve isoformas
de los canales de sodio dependientes de voltaje, se encuentran los residuos aminoacidicos
que pertenecen a los segmentos S6 de cada dominio (DI-DIV). Los cuales forman el sitio de

unidn a anestésicos locales (LABS) [66].

1.9.1 PROPIEDADES GENERALES DE LOS ANESTESICOS LOCALES

Los anestésicos locales bloquean el poro del canal de sodio, entrando a su sitio de union
principalmente o enteramente desde el citoplasma o través del poro. Ellos contienen dominios
hidrofobicos e hidrofilicos que estan separados por un intermediario que contiene un grupo

amida o un grupo éster (Figura 5) [67].

El dominio hidrofébico incluye un anillo aromatico, que puede estar sustituido por dos
grupos metilos colocados en las posiciones 2 y 6 del anillo aromaético; y la parte hidrofilica
que es usualmente una amina terciaria, algunas veces sola y otras veces en un anillo de
piperidina, que puede contener sustituyentes alifaticos en el grupo amino. El pKa de la amina
terciaria de los anestésicos locales se encuentra entre 8 y 9. A pH fisioldgico (7.4), se muestra
protonada y soluble en membranas lipidicas, también tiene acceso al interior del poro desde
el exterior [67] (Figura 5).

Anillo aromatico Estruc.tura Amina terciaria
Porcién Hidrofoba | deunién . porcion Hidrofilica

Figura 5. Estructura de los anestésicos locales [67]
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El mapeo del sitio de union de anestésicos locales (AL) en los canales de sodio fue reportado
por primera vez en 1994 por el grupo de Catterall usando una técnica de escaneo de alanina
[68]. Catterall y colaboradores encontraron que en el segmento 6 del dominio IV (DIVS6)
hay dos residuos aminoacidicos aromaticos (fenilalanina en la posicién 13, y una tirosina en
la posicion 20) que son criticos para la union de los anestesicos locales. En particular, la
afinidad de union de los anestésicos locales hacia el estado de inactivacion de los canales de
sodio fue drasticamente reducida cuando cada uno de los dos residuos se sustituyeron por
alanina. Al mutarse, sin embargo, tiene menos efectos. Mostrando una disminucion de la
afinidad de union de los anestésicos locales. Es interesante notar que esos dos residuos

aromaticos son conservados en las nueve isoformas o [68].

Estudios mas detallados han demostrado que el residuo de fenilalanina es el residuo mas
importante para la union de los anestésicos locales. La sustitucién de un residuo de lisina, el
cual induce una carga positiva en esta posicion de la fenilalanina, reduce drasticamente las
afinidades de union de los anestésicos locales, probablemente debido a la repulsion entre
carga y carga que tiene el residuo de lisina y la porcion amina protonada. La incorporacion
de derivados de fenilalanina no naturales mostré la interaccion con la porcién de la amina

terciaria de los AL (carga positiva o protonada) a través de una interaccion 7 [68].

El sitio de union a anestésicos locales desde el mapeo inicial del receptor sugiere que la
region DIVS6 es la principal para la union a los anestésicos locales, esta nocién se basa en la
probabilidad de que el C-terminal de los cuatro segmentos S6 actia como una compuerta de
activacion y pueden alinearse en la proximidad. Subsecuentemente, el mapeo del receptor ha
identificado un numero de residuos en los segmentos DIS6 y DI1IS6 que son también criticos

para la union de los anestésicos locales [68].

1.9.2 EL BLOQUEO DEL CANAL INACTIVADO Y EL RECEPTOR DE LOS
ANESTESICOS LOCALES

Los anestésicos locales aparentan unirse mas rapido al estado de inactivacion con una alta
afinidad comparada al estado cerrado. La evidencia sugiere que los segmentos S6 de los

canales de sodio dependientes de voltaje contienen motivos estructurales cruciales que estan
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envueltos en el canal abierto, en la inactivacion rapida, y en la inactivacion lenta. La
informacion del bloqueo de las corrientes de sodio por los anestésicos locales indica la
presencia de una dindmica en el sitio de union de estos, probablemente rodeando la cavidad
interior del canal de sodio. De acuerdo con la apertura de la compuerta de inactivacion y
durante el movimiento hacia afuera de los segmentos S4 deben tener un efecto significativo
en la conformacion que toma el receptor de los anestésicos locales. En adicion, se demostro
que la fenilalanina (posicién 13 del segmento D4S6) para el sitio de union fue critico para la
inactivacion rapida. Sustituciones de varios residuos, creado mutantes en DIS6, DIIS6, y
DIIIS6 generan corrientes de sodio deficientes de inactivacion durante la despolarizacion.
Este descubrimiento sugiere la posibilidad de que la compuerta de inactivacion en el receptor
puede estar también localizada en la regién maltiple S6 (C-terminal). Por lo tanto, es probable
que el sitio de union a anestésicos locales con los segmentos S6 module lentamente la

compuerta de voltaje del canal de sodio [66, 68].

1.9.3 LOS ANESTESICOS LOCALES BLOQUEAN EL CANAL ABIERTO

Ciertamente a lo que se menciona en el parrafo anterior, hay evidencia directa de que el
bloqueo que ejercen los anestésicos locales al canal de sodio en conformacidn abierta es con
una alta afinidad. El canal de sodio dependiente de voltaje solo se abre una vez por un corto
tiempo (alrededor de 0.5 ms) y con una inactivacion rapida después de la despolarizacion.
Sin embargo, al prolongar el tiempo de apertura usando quimicos, como la cloramina T, para
estudiar el bloqueo del canal abierto, observaron que hay una alta afinidad de interaccién
entre el canal abierto y los anestésicos locales. Otras evidencias demuestran que la union de
anestésicos locales a los canales de sodio es dependiente a la inactivacion del canal. Por
ejemplo, se encontrd que la lidocaina bloquea el canal abierto con una afinidad menor que el

canal de sodio en estado inactivado [67].
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1.9.4 VIAS HIDROFILICAS E HIDROFOBAS PARA LOS ANESTESICOS
LOCALES

Desde que se conoce que el sitio de union a anestésicos locales esta situado dentro del canal
de sodio y que los anestésicos locales se encuentran permanentemente cargados; las
aplicaciones clinicas de los anestésicos locales requieren que la parte de la amina terciaria
penetre a la membrana en una forma neutra. La forma neutra puede entrar o salir del sitio de
unién que se encuentra en los segmentos transmembrana S6 del canal de sodio en un
ambiente lipidico. De como la via hidrofébica atraviesa la membrana, no se ha definido y la
significancia de esta via hidrofdbica directa no ha sido evaluada, pero puede jugar un papel
importante para los anestésicos locales neutros, ejemplo benzocaina. Después del paso a
través de la membrana, los anestésicos locales neutros pueden moverse a la superficie
intracelular y volverse anestésicos locales protonados, la protonacion permite el acceso al
sitio de accidn por la via hidrofilica intracelular. Esto demuestra que la forma protonada de
los anestésicos locales es mas potente en el bloqueo de los canales de sodio que la forma
neutra [66, 67].

1.9.5 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANESTESICOS LOCALES

A través de ciertos residuos, existe evidencia de que los anestésicos locales durante su
actividad se unen a la fenilalanina 1579 (Phel1579), tirosina 1586 (Tyr1586) en el DIVS6;
leucina 1280 (Leul1280) en DIIIS6, y asparagina 434 (Asn434) en DIS6; con la fenilalanina

1579 (Phe1579) es la que contribuye con la energia de interaccion con el canal Nay1.4 [66].
1.9.6 BUPIVACAINA

La bupivacaina es un anestésico local usado en la actualidad (Figura 6), su estructura es
similar a la lidocaina, siendo diferente en la porcion hidrofilica, puesto que tiene una
estructura butilpiperidina [67]; dentro de sus propiedades fisicoquimicas: su nombre [IUPAC
es 1-Butil-N-(2,6-dimetilfenil)-2-piperidincarboxamida, su formula quimica es CigH2sN20
(Figura 6), su peso molecular 288.4277 g/mol, se une a proteinas en un 95 % [69], tiene un
Log P 3.41 en forma de sal [71], su pKa es de 8.1 [71, 72], superficie de area polar (PSA) es
de 22.7-25.4 A?, area de superficie no polar (nPSA) es de 537-566 A% En la clinica,

bupivacaina es usada como una mezcla racemica; de este modo bupivacaina tiene dos
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enantiomeros (R- y S-) [73, 74], implicando que bupivacaina sea usado en pocos

tratamientos.

ZT

*

L

Figura 6. Estructura de R- y S-bupivacaina, el asterisco muestra el carbono quiral [69].

1.9.7 LIDOCAINA

La lidocaina se comenzo a usar en la clinica hace 60 afios, siendo uno de los anestésicos
locales mas usados; por sus efectos también es empleado en el tratamiento de arritmias
ventriculares. Dentro de sus propiedades fisicoquimicas, su hombre quimico IUPAC es 2-
(Dietilamino)-N-(2,6-dimetilfenil)-acetamida, su formula quimica es C14H22N20 (Figura 7),
tiene un peso molecular de 234.1732 g/mol, presenta un volumen de distribucion 0.7-2.7
L/Kg, se une a proteinas en un 60-80 % [76], tiene un Log P de 2.359 [77], su pKa 8.01, area
de superficie polar (PSA) es de 48.8 A? y el area de superficie apolar (NPSA) es de 422 A2,
El mecanismo de accion de lidocaina es ampliamente estudiado, pero dentro de los
principales esta su interaccion con los canales de sodio dependientes de voltaje. La lidocaina
se une en una relacién 1:1 respecto al canal [78], presentando una ICso de 700 uM [79]. Se
puede proponer que este anestésico local se une al canal de sodio disminuyendo la cantidad
de iones que pasan a través de €él, aumentando el periodo de recuperacién y disminuyendo el

periodo refractario; debido a esto es usado para el tratamiento de arritmias y dolor [80].

T

Figura 7. Estructura de lidocaina [76].
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1.10 FARMACOS ANTIARRITMICOS

Todos los farmacos que se encuentran en el mercado para el tratamiento de arritmias fueron
desarrollados en ausencia del conocimiento de los efectos que las moléculas especificas
podrian generar. Sin embargo, el uso de estos farmacos y para la caracterizacion de los
efectos de estos, se procedio con la combinacion de experimentos in vitro e in vivo ayudando

al mejoramiento de estructuras y como consecuencia a la generacion de nuevos farmacos.

1.10.1 CLASIFICACION DE LOS FARMACOS ANTIARRITMICOS

Hay un sistema de clasificacion para los farmacos antiarritmicos, el esquema Vaughan-
Williams inicialmente propuesto en 1971 [77], este sistema muestra una clasificacion de los
farmacos de acuerdo a los canales que se unen o bloquean en la membrana celular (véase
Tabla 16).

Clase I: Bloquea los canales de sodio disminuyendo la velocidad de conduccion.
Clase I1: Farmacos que blogquean los receptores adrenérgicos.

Clase 111 Farmacos que bloguean los canales de potasio e incrementan los periodos

refractarios.

Clase 1V: Farmacos que bloquean los canales de calcio y afectan las areas en las cuales la

primera via de despolarizacidn son los canales de calcio (ejemplo nodos SA'y AV).

Tabla 16. Clasificacidn sistematica Vaughan-Williams

Clase | farmacos que se unen al canal de sodio

Clase 1A. Conduccion moderadamente lenta y prolongacion en la duracion del potencial

de accion

Quinidina

Procainamida

Disopiramida

Clase IB Conduccion lenta minima y duracion corta del potencial de accién

Lidocaina
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Mexiletina

Tocainida

Fenitoina

Clase IC. Conduccion lenta y duracion minima del potencial de accion

Flecainida

Encainida

Propafenona

Moricizina

Clase Il Farmacos beta bloqueadores

Clase 111 Prolongacidn en la duracion del potencial de accion

Amiodarona
Sotalol
Ibutilida
Dofetilida

Clase IV Farmacos bloqueadores de canales de calcio

1.10.2 MEXILETINA

Mexiletina 1-(2,6-dimetilfenoxi)-2-propanamina (Figura 8), su férmula quimica es
C11H17NO, su peso molecular 179.2588 g/mol, se une a proteinas en un 50-60 %, presenta
un Log P 2.15, y su pKa es de 9.2 [78]. Mexiletina es un farmaco conocido de la clase de los
antiarritmicos 1B. Este farmaco actla de forma rapida cuando los iones sodio entran a la
célula, es decir, cuando se lleva a cabo la fase de despolarizacion [79]. Es usado
primariamente para el tratamiento de arritmias ventriculares, pero también es usado contra el
dolor cronico y miotonia. Es de gran uso clinico por su habilidad de bloguear los canales de
sodio de forma méas potente cuando ocurren grandes procesos del potencial de accién
(bloqueo fasico®) [80]. Esto ocurre en enfermedades mas que en situaciones de excitabilidad

fisiologica (blogueo tonico®). Tiene una vida media de 8-12 h, Presenta una 1C50 500 uM en

5> El bloqueo fasico o también denominado “uso dependiente” es cuando el firmaco actia sobre el canal de
sodio cuando se esta llevando a cabo el potencial de accion.
5 El bloqueo ténico es cuando el farmaco actta cuando el potencial de accién estd en reposo.
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Navl.4. Y sufre una minima biotransformacion hepatica de primer paso [81]. La Mexiletina
nos permite estudiar las relaciones estructura-actividad de manera cuantitativa (numérica),
gracias a la disposicion de 5 derivados y sus datos experimentales publicados por Desaphy y

cols (2012) [82].

NH-

Figura 8. Estructura de Mexiletina [83]
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2. ANTECEDENTES

Mediante el registro electrofisioldgico de canales ionicos expresados en sistemas heterélogos
se puede caracterizar el efecto de un farmaco, por ejemplo, blogueo tonico de la corriente
(Figura 9A), a partir de este estudio experimental se requiere de simulaciones de docking
para predecir el sitio de unidn del farmaco al canal, es decir el residuo o residuos que
contribuyan esencialmente a la union farmaco-receptor. Dicha prediccion in silico se
corrobora mediante la mutagénesis sitio dirigida y el posterior registro electrofisioldgico,
donde la sustitucion de un residuo esencial disminuird significativamente el efecto del
farmaco, en este caso la comparacion de las potencias de blogueo corrobora que la
fenilalanina del sitio de los anestésicos locales es critica para el bloqueo con lidocaina en
canales Nay1.4 (Figura 9B).

100 -

A) B)

80 1

60 4

0.5 pA

40

% de blogueo

Lidocaina 700uM

20 4

= Control

4 ms

o
Na, 1.4 + B, FI5T9A + B,
Lido Lido

(T00uM)  (T0OLM)

Figura 9. A) Trazos representativos de la corriente de Na+ (Ina) registrada en ovocitos de X. laevis (a un
potencial de -20 mV) que fueron transfectados con la isoforma Nay1.4, en ausencia y en presencia de lidocaina.
B) Ina NOrmalizada en presencia de 700 uM de lidocaina registrada en ovocitos que expresan canales Nay1.4
nativo y la mutante F1579A (sitio de anestésicos locales) [84].
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3. JUSTIFICACION

Los canales idnicos Nay son vitales en diferentes procesos bioldgicos, como la comunicacion
celular, la secrecion, la contraccion del tejido muscular y la homeostasis [85]. Su disfuncion
provoca un gran nimero de enfermedades que incluyen arritmias cardiacas, epilepsia, dolor
neuropético e inflamatorio, paralisis periddica, migrafia y cancer [86]. La elucidacion del
mecanismo de accion de farmacos que afectan los canales de sodio dependientes de voltaje
precisa de la combinacion de métodos in silico e in vitro, incluyendo dentro de los primeros,
la generacion de modelos moleculares y simulaciones de acoplamiento molecular; y en los

segundos, la realizacion de registros electrofisiolégicos y mutaciones sitio dirigidas.

4. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se pueden correlacionar las diferencias estructurales de los anestésicos locales por modelado
computacional con las actividades biol6gicas experimentales de la literatura (inhibicion del
canal de sodio medido por 1Cso).

5. OBJETIVO GENERAL

Generar modelos atomisticos de la interaccion (interferencia molecular computacional)
ligando-receptor entre diferentes moduladores del canal de sodio de mamifero mediante el
uso de simulaciones de acoplamiento molecular (in silico docking). Estos modelos se

correlacionan con valores de I1Cso para explicar las diferencias a nivel molecular.
5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Realizar un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las nueve isoformas del

canal de sodio.

b) Generar mediante modelado por homologia las isoformas de los canales de sodio

dependientes de voltaje Nav1.4, Navl.5 y Nav1l.6.
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c) Preparar modelos 3D y correr simulaciones de acoplamiento molecular (docking)
entre los ligandos (farmacos) y receptores (canales Nay1.4 musculo esquelético, 1.5
musculo cardiaco y 1.6 SNC),

d) Hacer estudios de relacién cuantitativa estructura cuantitativa (QSAR) de mexiletina
y analogos con el fin de validar modelos de interaccion entre los ligandos y los canales
de Na".

6. METODOLOGIA
6.1 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

El alineamiento de secuencias es una herramienta bioinformatica, el procedimiento
fundamental es ayudar a comparar dos secuencias bioldgicas (ADN, ARN o proteinas). Este
procedimiento sirve para identificar y cuantificar las regiones conservadas de motivos
funcionales y realizar analisis filogenéticos entre ambas secuencias, a esto se le denomina
“homologia”. La homologia es la similitud en estructura o posicion que indica un origen en

comun [87]
Existen dos tipos de alineamientos:

El algoritmo BLAST (basic local alignment search tool) es una herramienta de alineamiento
basico local, es uatil para comparar secuencias de diferente longitud, el modo de uso es
principalmente en bancos de datos, debido a que busca secuencias relacionadas con areas
conservadas en la secuencia. En este tipo de algoritmo existen tres tipos de matrices para
realizar el alineamiento, para lo cual se debe de saber la secuencia aminoacidica y la funcion
que tiene la proteina, sabiendo esto se puede inferir que matriz usar debido a que cada una
trabaja mejor con proteinas que no estan relacionadas (BLOSUM-42), proteinas que estan
medianamente relacionadas (BLOSUM-62) y muy relacionadas, tanto estructural como
funcional (BLOSUM-80) [87].

El algoritmo Needleman-Wunsch es una herramienta bioinformatica que ayuda a comparar

secuencias con un mayor grado de similitud (longitud), algunas veces este tipo de algoritmo
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puede considerar la similitud de estructuras secundarias, debido a esto, este tipo de algoritmo

no es usado en bases de datos [87].
6.2 MODELADO POR HOMOLOGIA

El estudio de una proteina en su forma funcional es uno de los problemas que méas se
presentan en la biologia molecular. En la actualidad el estudio de una proteina se apoya con
la generacion de modelos en tercera dimension (3D), estos modelos ayudan a proporcionar
la estructura en ausencia de experimentos in vitro. Para la generacion de modelos por
homologia, es necesario tener: 1) la secuencia de interés del blanco biomolecular (target) y
2) la secuencia y estructura tridimensional de la plantilla (template). Existen varios

programas en la web que ayudan a evaluar los modelos: CAMEO, CASP [88 - 91].
El modelado consiste en cuatro pasos [88]:

1) Revision de plegamiento: Identifica similitudes entre un blanco y una estructura
plantilla.

2) Realizar un alineamiento de la secuencia del blanco biomolecular y de la plantilla.

3) Construccion del modelo basado en el alineamiento en la plantilla elegida.

4) Predecir errores del modelado.

6.3 ACOPLAMIENTO MOLECULAR

El &rea del acoplamiento molecular surgi6 hace tres décadas debido a la necesidad en las
areas de la biologia estructural molecular y en el disefio de nuevos farmacos [92]. El objetivo
general del método docking es analizar la unién del ligando (farmaco) con un blanco
biomolecular (receptores, enzimas, canales, proteinas), asi como el sitio de union, la
orientacion y la posicion que el ligando toma al unirse con el sitio activo del blanco, asi como
dilucidar los aminoacidos que hacen posible esta interaccion entre ligando-receptor. En el
docking hay términos que se deben de conocer: El lugar de interaccion entre el ligando con
su receptor se llama sitio de union (binding site), que describe todos los acontecimientos de
unién. También se usa el termino de modo de unién (binding mode) que describe todas las

interacciones atomo por atomo del ligando con los aminoacidos que lo rodean.
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Back docking (acoplamiento hacia atras). Es el acoplamiento de control positivo; es decir,
cuando se extrae un ligando del complejo con su “receptor” conocido y se coloca en una
orientacion y posicion aleatoria al inicio del ensayo, y al final del acoplamiento, el ligando
deberia situarse en su orientacion y posicion conocidas por observaciones cristalograficas

dentro del sitio de union.

Blind docking (acoplamiento a ciegas). Simula el acoplamiento del receptor con ligandos,
cuya orientacion y posicion de dicho ligando en el sitio activo del receptor no se conoce por
falta de estudios cristalograficos. El estudio de docking necesita que las moléculas a estudiar
0 con las que se va a experimentar, tengan una gran resolucion (alta calidad de resolucion del

canal) para que el estudio tenga un buen resultado, asi se asegura que el resultado es veridico.

El procedimiento usado para realizar los dockings fue un blind docking, de este modo
podemos observar los sitios de afinidad que presentan los anestésicos locales por el canal de

sodio. Los pardmetros que se usaron fueron:

e Tomar todo el canal para realizar el calculo, generar una caja lo suficientemente grande para
que el canal quede dentro de la caja; en nuestro caso generamos una caja con dimensiones
x=128, y=128, z=128.

e Permitir una exhaustividad de 2000, esta exhaustividad va a permitir que el programa asegure
que las posiciones que arroja sean confiables.

e Hacer presentes todos los hidrogenos de los residuos aminoacidicos de los canales.

e FEl anestésico local debe estar protonado.

e El anestésico local debe de colocarse en el centro del canal.

e Permitir que todos los enlaces de los anestésicos locales sean rotables.

6.4 RELACION CUANTITATIVA ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (QSAR)

Es una metodologia que relaciona numéricamente las estructuras quimicas con las
actividades bioldgicas de éstas (Quantitative Structure-Activity Relationships QSAR). Esta
reine un conjunto de técnicas computacionales relacionadas con el disefio, calculo de
propiedades fisicoquimicas moleculares llamadas descriptores, la bioinformatica y la

estadistica (regresion lineal maltiple) [93]. Todo esto ayuda a la prediccion tedrica de la
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actividad biologica que permitara el disefio de futuros farmacos. Para realizar un estudio

QSAR se necesitan tres tipos de informacion [94,95]:

1) Estructura molecular de los diferentes compuestos que tengan un mismo mecanismo
de accion.

2) Datos de la actividad bioldgica de cada uno de los ligandos incluidos en el estudio
(DEso, DLso, K, ICs0).

3) Propiedades fisicoquimicas de los ligandos calculados por medios computacionales a

partir de la estructura molecular generada de forma in silico..

7. RESULTADOS

En el presente trabajo se estaran usando las metodologias de alineamiento mdltiple de
secuencias aminoacidicas, modelado por homologia, acoplamiento molecular (docking) y

estudios de relacion cuantitativa estructura actividad (QSAR).

7.1 SITIO DE UNION DE ANESTESICOS LOCALES EN LAS ISOFORMAS DEL
CANAL DE SODIO DEPENDIENTE DE VOLTAJE hNav1.4, hNavl.5y hNavl.6

El sitio de union de anestésicos locales (LABS) se encuentra altamente conservado en las
nueve isoformas de los canales de sodio dependientes de voltaje, encontrandose en todos los
segmentos S6 de cada dominio (DI-DIV) (Figura 10). La especie estudiada es la humana.
Los residuos aminoacidicos coloreados en gris muestran el sitio de unidén a anestésicos
locales, los cuales se encuentran distribuidos en los segmentos S6 de los canales de sodio, en
amarillo se colocan residuos aminoacidicos que son diferentes. En el segmento S6 del
dominio IV se muestran en amarillo y verde los residuos aminoacidicos aromaticos
(fenilalanina y tirosina) que son criticos para la interaccion con los anestésicos locales y que

al mutarlos se ha observado que éstos disminuyen su potencia de blogqueo.

43




DOMINIO DIII SEGMENTO 56
51273 L1280; N1281

hNavl.1l FIIFGSF 1472 hNavl.l FTLNLFIGVII 1522
hNavl.2 FIIFGSF 1462 hNavl.2 FTLNLFIGVII 1512
hNavl.3 FIIFGSF 1457 hNavl.3 FTLNLFIGVII 1507
hNavl.4 FIIFGSF 1284 hNavl.4 FTLNLFIGVII 1334
hNavl.5 FIIFGSF 1459 hNavl.5 FTLNLFIGVII 1508
hNavl.6 FIIFGSF 1453 hNavl.& FTLNLFIGVII 1503
hNavl.7 FIIFGSF 1446 hNavl.7 FTLNLFIGVII 1496
hNavl.8 FIIFGGF 1407 hNavl.8 FTLNLFVGVII 1457
hNavl.9 FIIFGSF 1297 hNavl.9 FTLNLFIGVII 1347
DOMINIO DII SEGMENTO S6 DOMINIO DIV SEGMENTO S6
1782; V786 , F1579; ¥1586
1 MVMVEGNLEVL 987 hNavl.1l IISFLVVVNMEIA 1820
2 hNavl.2 IISFLVVVNMMIA 1810
hNavl.3 IISFLV NMBIA 1805
hNavl.4 IISFLIVVNMEIA 1632
hNavl.5 IISFLIVVNM@IA 1806
hNavl.& IISFLIVVNMEIA 1800
hNavl.7 IISFLVVVNMBIA 1754

hNavl.8 IISFLIMVNMEIA 1756
hNavl.9 IISFLIVVNMEIA 1638

Figura 10. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las 9 isoformas de los canales de sodio
dependientes de voltaje, en la que se presentan los segmentos S6 de los dominios del DI-DIV. Se sombrean los
residuos aminoacidicos que forman parte del sitio de unién de anestésicos locales (LABS). La nomenclatura es
de acuerdo con la secuencia Nay1.4 de rata [66].

7.2 MODELAJE DEL CANAL

Se obtuvieron las tres secuencias de las isoformas de los canales de sodio de humano, con
los siguientes codigos de entrada en UNIPROT: Nayl1.4 (P35499) [97], Nay1.5 (Q14524)
[98] y Nay1.6 (Q9UQDO) [99]; posteriormente se realiz6 un alineamiento para quitar las
porciones que no se alinean y se procedio a realizar el modelado tridimensional de las tres
isoformas del canal de sodio de humano incluyendo los 6 segmentos transmembrana de cada
dominio del canal usando el programa Modeller9.10 [83]. Para realizar el modelado se usaron
como plantilla tres proteinas cristalizadas, dos canales de sodio bacteriales (NavAb y NayRh)
y un canal de calcio dependiente de voltaje (Cay1.1). Con cddigos de entrada de PDB (protein
data bank) 3RVY [100], 4DXW [101] y 5GJV [102], respectivamente. Los estados de
transicion que los canales de sodio y el canal de calcio presentan son: preactivado (3RVY) e
inactivados (4DXW y 5GJV)

La comparacion entre los canales modelados y los cristalizados (Figura 11) se hizo mediante
la superposicion de los cristales y los modelados, obteniéndose diferentes valores de RMSD.
Teniendo en cuenta que todos los modelos generados tienen un RMSD” menor a 1 A; existe

una condicion para un buen modelo, al comparase se deben obtener valores menores a 3 A,

7 El RMSD (Root Mean Square Distance o Distancia cuadratica media) es un promedio que se obtiene al
comparar estructuras quimicas, modelos generados por medio in silico. Entre menor sea el RMSD mejor es el
modelo debido a que muestra menores distancias respecto a la referencia.
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mostrando de forma matematica que el modelo generado es igual al cristalizado. El
porcentaje de residuos aminoacidicos modelados fue 44-48 % en los modelos generados en
base a 3RVY, 45-49 % con el canal 4ADXW y 61-70 % con el canal 5GJV. La identidad entre
los canales cristalizados y los modelos es menor con el canal de sodio bacterial y mayor con
el canal de calcio de mamifero, y esto se ve reflejado en los modelos realizados, todas estas

similitudes representan que se hicieron buenos modelos (Tabla 17).
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Tabla 17. Comparacion entre los modelos generados y las plantillas. Los recuadros que se encuentran en
color verde son para los modelos realizados para el canal en estado preactivado, y los recuadros que se
encuentran en color amarillo son para los modelos realizados para el canal en estado inactivado.

Blancos Bio-

moleculares

Plantillas

Modelos (RMSD, % identidad, % similitud, % modelado, # a.a.

modelados)
hNav1.4 hNav1.5
hNav1.6
1834 a.a. de 2016 a.a. de )
) ) 1980 a.a. de longitud
longitud longitud

NavRh
- 1A 1A 1A
Homotetramero ) o )
2012 25% ldentidad 25% identidad 24% ldentidad
S 28% Similitud 25% Similitud 21% Similitud
a
P ) 49% Cobertura 45% Cobertura 46% Cobertura
proteobacterium
(Modelado) (Modelado) (Modelado)
HIMB114
911 a.a. 919 a.a. 921 a.a.
4DXW
Cavl.l 1A 1A 1A
Heterotetrdmero 26% Identidad 28% Identidad 30% Identidad
2016 40% Similitud 35% Similitud 35% Similitud
Oryctolagus 70% Cobertura 63% Cobertura 61% Cobertura
cuniculos (Modelado) (Modelado) (Modelado)
5GJV 1282 a.a. 1266 a.a. 1213 a.a.
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En la (Figura 11) se muestra la superposicion de los canales modelados (verde) y las
plantillas (azul) (Apéndice 1)

NavAb NayRh Cavl.l

Figura 11. Superposicién de los canales modelados (verde) y las plantillas obtenidas de la base de datos de
proteinas cristalizadas (azul). A) Modelo generado con la plantilla 3RVY (estado preactivado). B) Modelo
generado con la plantilla 4DXW (estado inactivado). C) Modelo generado con la plantilla 5GJV (estado
inactivado).

7.3 VALIDACION Y ESTUDIO DE LAS POSICIONES DE LOS AMINOACIDOS
DE LOS CANALES DE SODIO

Para la validacion de los modelos, se realizd una cuantificacion del numero de residuos
aminoacidicos que son similares tanto en el cristal como en el modelo, y para las cadenas
laterales se realiz6 el calculo de posicién (Apendice 1). También se muestran los
alineamientos entre el cristal y el modelo, los residuos aminoacidicos en la posicion que se
encuentran entre el cristal y el modelo, y se muestran las iméagenes de la superposicion de los
cristales y los canales, asi como también los residuos aminoacidicos que se encuentran en la
misma posicion. Se realizaron los cuadros de Ramachandran (Apéndice 1) para mostrar la
conformacion que tomaron los residuos aminoacidicos, teniendo en cuenta que los canales
son alfa hélices transmembranales en su mayoria, asi mismo, se muestran las posiciones de

los residuos aminoacidicos entre los cristales y los modelos generados.
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7.4 CONFORMACIONES DEL CANAL

Las conformaciones estructurales de los canales de sodio cristalizados en los estados
preactivado de bacteria concuerdan con las medidas obtenidas por Bezanilla y colaboradores
(2017) [102], sus experimentos fueron realizados con el canal hNayl.4. Obtuvieron
mediciones entre los segmentos S4 de cada dominio mediante técnicas de
inmunofluoescencia. Los datos obtenidos en nuestros modelos fueron de 45.8 A en hNay1.4
y hNay1.5; 45.9 A para el hNay1.6, presentado una distancia similar entre los segmentos S4
estudiados por Bezanilla (44.4 A). Los segmentos S4 de los canales en estado inactivado
presentan una mayor distancia (49.7 A y 53.2 A) respecto a los resultados de Bezanilla. Del
mismo modo, el segmento S4 de cada dominio hace un giro sobre si mismo provocando que
la alfa hélice gire sobre si misma y que los residuos aminoacidicos se muevan hacia la
derecha, el modelo realizado a base del canal preactivado (3RVY) muestra este giro, los otros
modelos en estado inactivado no presentan este giro del segmento (Figura 12). Este estudio

de conformaciones se realizé con las tres isoformas.

Conformacién Preactivada Conformacién Inactivada Conformacion Inactivada

Figura 12. Representacion de las distancias entre los segmentos S4 de todos los dominios confirmando que los
modelos generados con la plantilla A) 3RVY se encuentran en conformacion preactivada, mostrando distancias
similares a las obtenidas por Bezanilla y colaboradores. B) Los modelos generados con la plantilla 4ADXW se
encuentran en conformacion inactivada, presentan una distancia mayor a la medida por Bezanilla. C) Los
modelos generados con la plantilla 5GJV se encuentran en conformacion inactivada.
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7.5 INTERACCION DE LOS ANESTESICOS LOCALES CON LOS CANALES DE
SODIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE

Los canales se estan usando en dos conformaciones (preactivado e inactivado) para observar

la afinidad y el modo de union de los anestésicos locales por los canales de sodio.
7.5.1 3RVY (canal en estado preactivado)

El cristal del canal de sodio bacterial NavAb con nimero identificador en PDB (proteina data
bank) 3RVY, se encuentra en la region del poro en estado cerrado, pero con los segmentos
S4 de cada dominio en posicion activada (preactivado) [100]. En esta posicion los segmentos
S5 y S6 se encuentran abiertos, de forma contraria, la parte del filtro de selectividad se
encuentra cerrado. Para saber la afinidad de los anestésicos locales con el canal que result6
del modelado por homologia, se procedié a realizar célculos de acoplamiento molecular a
ciegas (blind-docking). Los anestésicos locales usados se describen arriba (véase

introduccidon anestésicos locales y antiarritmicos).

7.5.2 ADXW (canal en estado inactivado)

Los canales se modelaron con base al canal cristalizado bacterial 4DXW que se encuentra en
estado inactivado, en el cual el poro esté en estado cerrado, los segmentos S4 de cada dominio
se encuentran dirigidos hacia la parte extracelular [101]. En esta posicion los segmentos S5
y S6 se encuentran cerrados en la parte interna del poro. Para saber la afinidad de los
anestésicos locales con el canal resultado del modelado por homologia, se procedio a realizar
calculos de acoplamiento molecular a ciegas (blind-docking). Los anestésicos locales usados

se describen arriba (véase introduccion anestésicos locales y antiarritmicos).

7.5.35GJV (canal en estado inactivado)

El cristal del canal de calcio de conejo Cay1.1 con nimero identificador en PDB 5GJV, se
encuentra en estado inactivado mostrando a la subunidad alfa en estado cerrado y los cuatro
sensores adoptando una conformacion elevada [102]. Para saber la afinidad de los

anestésicos locales con el canal resultado del modelado por homologia, se procedié a realizar
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calculos de acoplamiento molecular a ciegas (blind-docking). Los anestésicos locales usados

se describen arriba (véase introduccion anestésicos locales y antiarritmicos).

Los resultados de la interaccion de bupivacaina y lidocaina con los canales de sodio

dependientes de voltaje se describen a continuacion.

7.6 ACOPLAMIENTO DE LOS ANESTESICOS LOCALES CON LOS CANALES
DE SODIO

Se propone el uso de estos tres farmacos R-bupivacaina, S-bupivacainay lidocaina. Esto para
saber las diferencias en las interacciones entre bupivacaina y lidocaina que son anestésicos

locales que presenta diferente afinidad por los canales.
7.6.1 R-Bupivacaina en los canales de sodio en estado preactivado (3RVY)

En la (Figura 13A) se representan los modelos de cada canal y la estructura de la R-
bupivacaina y abajo se describe la interaccion a detalle con cada canal.

7.6.1.1 hNa/1.4

Nuestros resultados muestran que la R-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de
selectividad entre los dominios DIl y DIV. Interaccionando con los residuos aminoacidicos
F1170, W1171, V1240, A1241, T1252, F1243, F1278, 11279, G1282, S1283, T1286, L1287
(LABS) del dominio DIII; y F1586 (LABS) del dominio DIV (Figura 13B). La R-
bupivacaina presenta una interaccion cation-z con el anillo de F1586 (LABS) mediante el
ciclo de butilpiperidina que se encuentra cargado en el &tomo de nitroégeno y se coloca a una
distancia de 4.2 A. La porcion hidrofdbica se posiciona entre los dominios DIV y DIl en una
bolsa hidrofobica (color verde), esta bolsa hidrofobica estd formada por los residuos
aminoacidicos 11279, F1278, F1170, W1171, e interacciona directamente con el anillo de la
F1278 mediante un apareamiento n-r colocandose a una distancia de 3 A; y al posicionarse
en este sitio presenta una energia de interaccion de -8 kcal/mol, Forma un puente de

hidrogeno entre el -H del grupo butilpiperidina con el C=0 terminal de A1241 (Tabla 18).
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7.6.1.2 hNav1.5

La R-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de selectividad, posicionandose entre los
dominios DIIl y DIV. Al colocarse en este lugar, R-bupivacaina orienta su grupo
butilpiperidina cargado hacia la F1760 del LABS posicionandose a una distancia de 5 A, e
interaccionando con la bolsa hidrofébica que se localiza entre los dominios DIl 'y DIV; los
residuos aminoacidicos que interactian con R-bupivacaina son S1458, T1461, G1457, L1338
y W1345. Estos dos ultimos son los que interaccionan con el anillo aromatico de R-
bupivacaina (Figura 13C), forma dos puentes de hidrogeno, el primero entre el -H del
butilpiperidina con el -OH de T1461, y el segundo entre el -NH del grupo amida (grupo de
unién) con el -OH de T1461; al posicionarse en este sitio presenta una energia de interaccion
de -7 kcal/mol (Tabla 18).

7.6.1.3 hNav1.6

La R-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de selectividad, y se posiciona entre los
dominios DIIl 'y DIV. Al posicionarse en este sitio interacciona con C1334, F1337, W1338,
V1409, A1410, F1412, F1453, 11454, F1456, G1457, S1458, F1460, T1461 y L1464 del
dominio DIII; F1754 (LABS) del dominio DIV (Figura 13D). R-bupivacaina orienta su
porcién hidrofdbica hacia el filtro de selectividad e interacciona en un &rea hidr6foba
conformada por W1338, V1409, A1410, F1412, F1453 y 11454. La porcion hidrofilica
interacciona hacia el fondo del canal con los aminoacidos L1464, T1461, F1460, forma un
puente de hidroégeno entre el -H del grupo butilpiperidina y el -OH T1461, el grupo amida
interacciona formando un puente de hidrégeno entre -NH del grupo amida con el O=C
carboxilo terminal de G1457. Y al posicionarse en este sitio presenta una energia de

interaccién de -8 kcal/mol (Tabla 18).
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R-Bupivacaina

B) hNa,1.4 C) hNa,1.5 D) hNay1.6
v S S
=

PUENTE DE
HIDROGENO

R-Bupivacaina
Kcal/mol

R-Bupivacaina
-8.0 Kcal‘mol

Div - oo
OV pyzsg L6t
(LABS)

PUENTE DE
HIDROGENO |

F1586
(LABS)

Figura 13. A) Representacion de la interaccioén de R-bupivacaina con los canales de sodio hNay1.4, hNay1.5 y
hNay1.6 en conformacion preactivada B) R-bupivacaina interacciona con el canal hNay1.4 en el sitio de unién
del LABS. Presenta una interaccion cation-z (circulo en rojo) con F1578 (LABS), interaccionando de forma
hidrofébica (curva verde) con los residuos aminoacidicos del dominio DIII y presenta un apareamiento 7-7t con
F1278 (cuadro en azul). C) R-bupivacaina en el canal hNay1.5 interacciona cerca del LABS y se orienta hacia
el dominio DIII; la butilpiperidina se orienta hacia el fondo del canal presentando interacciones hidréfobas con
S1458, T1461, G1457, L1338 y W1345 (color verde). D) R-bupivacaina interacciona en el canal hNa,1.6 y se
orienta hacia un area hidrofobica que se encuentra en el dominio DIII (color verde), forma dos puentes de
hidrégeno con residuos aminoacidicos del dominio DI con el grupo la estructura de unién de la R-bupivacaina.
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Tabla 18. Recopilacion de los datos de las interacciones de R-bupivacaina con los canales de sodio en
estado preactivado.

Parametro hNa,1.4 hNay1.5 hNay1.6
Energia de interaccidn
(kcal/mol) 8 ! 8
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la 11 7 11
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la 4 5 8
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancia entre el
anestésico local con la 34 15 15
lisina del DEKA (A)
Numero de puentes de

19 16 17

11 13 16

hidrégeno formados 1 2 2
NUmero de residuos
aminoacidicos que 12 10 y

permiten la interaccion
hidréfoba

R-bupivacaina presenta interacciones mas estables en hNay1.4 y hNay1.6, debido a que la
porcion aromatica se orienta hacia el dominio DIl mostrando mayores distancias hacia la
cadena lateral de la fenilalanina del LABS. En el hNay1.5 si coloca mas cerca de la
fenilalanina del LABS, pero presenta una energia de union mas desfavorable a causa de que

orienta sus porciones hidrofilica e hidrofébica hacia el dominio DIII.

7.6.2 S-bupivacaina en los canales de sodio en estado preactivado (3RVY)

En la (Figura 14A) se representan los modelos de cada canal y la estructura de la S-
buivacaina y abajo se describe la interaccion a detalle con cada canal.
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7.6.2.1 hNav1.4

Se determiné que la S-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de selectividad y con
los dominios DIl 'y DIV, lo cual esta de acuerdo con los resultados obtenidos por Tikhonov
y Zhorov en el 2017 [97]; interaccionando con los residuos aminoacidicos A1241, T1242,
F1243 del dominio DIII; y 11532, T1533, T1534, S1535, 11582, S1585, F1586, V1589,
Y1593 del dominio DIV. La S-bupivacaina interacciona con la cadena lateral de la F1586
del LABS colocandose a una distancia de 3.6 A y presenta una interaccion cation-z con el
anillo de butilpiperidina que es la porcién hidrofilica de la molécula; del mismo modo, forma
un puente de hidrégeno entre el grupo O=C del carboxilo terminal de la parte hidrofdbica del
residuo aminoacidico T1242 (Tabla 19); al colocarse en esta posicion presenta una energia

de interaccion de -7 kcal/mol (Figura 14B).

7.6.2.2 hNav1.5

La S-bupivacaina presenta una mayor afinidad al canal de sodio dependiente de voltaje 1.5,
se posiciona por debajo del filtro de selectividad entre los dominios DIl y DIV,
interaccionando con los residuos aminoacidicos A1416, T1417 y F1418 del dominio DIII; y
con 11707, T1708, T1709, S1710, 11756, S1759, F1760 (LABS), V1763 y Y1767 (LABS)
del dominio DIV (Figura 14C). La s-bupivacaina se posiciona a una distancia de 3.7 A, y de
tal forma que su grupo butilpiperidina interacciona de forma catién-z con F1760 del LABS;
forma un puente de hidrégeno entre -NH del grupo butilpiperidina con O=C de T1417, la
porcion hidrofdbica se orienta hacia la interface que se forma por los dominios DIy DIV, al
posicionarse en este sitio de union, presenta una energia de interaccion de -8 kcal/mol (Tabla
19).

7.6.2.3 hNav1.6

La s-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de selectividad, se posiciona entre los
dominios DIl y DIV vy ligeramente orientado a la via de permeacion, La s-bupivacaina
interacciona con los residuos aminoacidicos V403, 1406 y L407 del dominio DI; L969 y F972
del dominio DII, T1455, L1456 y F1459 del dominio DIII; F1754, V1758, Y1761 y 11765
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del dominio DIV. La s-bupivacaina presenta una interaccion n-m con F1754 LABS
colocandose a una distancia de 3.2 A, la nube de densidad electronica permite la interaccion
con T1455, F1459 del dominio DIII (Figura 14D). La porcion hidrofilica se orienta hacia
los dominios DI y DII. Presentando una interaccion catién-n con Y1761 del LABS

colocandose a una distancia de 3.3 A (Tabla 19).

A)

28 mgr

hNav1.4

%)

S-Bupivacaina

C) hNav15 D) hNav16

S-Bupivacaina
-7.0 Kcal/mol

PUENTE DE
HIDROGENO
Y1767
(LABS)

o . PUENTE DE
HIDROGENO

Figura 14. A) Representacidn de la interaccion de S-bupivacaina con los canales de sodio hNay1.4, hNay1.5 y
hNay1.6 en conformacién preactivada. B) S-bupivacaina en el canal hNay1.4 interacciona en el sitio de unién
del LABS, se posiciona entre los dominios DIl y DIV. Presenta una interaccion cation-z (circulo en rojo) con
F1586 (LABS), interaccionando de forma hidrofobica (curva verde) con los residuos aminoacidicos del
dominio DIV. C) S-bupivacaina en el canal hNa,1.5 interacciona cerca del LABS presentando interaccion
catién-z (circulo en rojo) y se orienta mas hacia el dominio DIV su porcion hidrofobica se orienta hacia el
dominio DIV. D) S-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de selectividad y se orienta hacia un area
hidrofobica que se encuentra en el dominio DIII presentando interacciones m-m (cuadro en azul), se posiciona a
5.4 A de la L1456 del LABS, el anillo butilpiperidina presenta interacciones cation-z con la Y1761 del LABS
(circulo rojo).
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Tabla 19. Recopilacion de los datos de las interacciones de S-bupivacaina con el canal de sodio en
estado preactivado.

Parametro hNa,1.4 hNa,1.5 hNay1.6
Energia de interaccidn
(kcal/mol) i 8 7

Distancias entre
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la 7 7 4
fenilalanina (LABS)

A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la

cadena lateral de la 5 5 8
fenilalanina (LABS)
A)

Distancias entre
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)

Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancia entre el
anestésico local con la 12 13 20
lisina del DEKA (A)
Numero de puentes de

10 11 5

hidrégeno formados 1 1 0
NUmero de residuos
aminoacidicos que 13 1 .

permiten la interaccion
hidréfoba

S-bupivacaina interacciona de manera muy similar en los canales de sodio en estado
preactivado. En los canales hNay1.4 y hNay1.5 orienta su porcion hidrofobica hacia el
dominio DIV y la porcién hidrofilica interaccionando con la tirosina del LABS. En hNay1.6
se orienta mas hacia el fondo del canal e interacciona preferentemente con residuos
aminoacidicos del dominio DIII.

7.6.3 Lidocaina en los canales de sodio en estado preactivado (3RVY)

En la (Figura 15A) se representan los modelos de cada canal y la estructura de la lidocaina
y abajo se describe la interaccion a detalle con cada canal.
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7.6.3.1 hNavl1.4

La lidocaina presenta una interaccion con el canal de sodio hNay1.4 por debajo del filtro de
selectividad entre los dominios DIIl y DIV. La lidocaina interacciona con los residuos
aminoacidicos F1170, W1171, L1238, V1240, A1241, T1242, F1243, F1278, 11279, G1282,
S1283 y T1286 que son residuos aminoacidicos del dominio DIl y con F1586 (LABS)
residuo aminoacidico del dominio DIV (Figura 15B). Este farmaco interacciona del mismo
modo que menciona Fozzard y colaboradores en 2011 [6] con la cadena lateral de F1586
(LABS) mediante una interaccion catién-z con la porcién de la amina cuaternaria y se coloca
a una distancia de 4.7 A. De forma contraria a lo dicho por Fozzard y colaboradores la parte
hidrofébica no interacciona con la Y1593 (LABS), la porcion hidrofébica interacciona entre
los dominios DIIlI y DIV con los residuos aminoacidicos F1278, 11279, F1170, L1238 y
W1171; forma un puente de hidrogeno entre el -H del grupo amino (porcién hidrofilica) con
-OH de T1286. Al posicionarse en este sitio presenta una energia de interaccién de -6
kcal/mol (Tabla 20).

7.6.3.2 hNav1.5

Lidocaina interacciona por debajo del filtro de selectividad y entre los dominios DIl y DIV,
de forma horizontal como mencionan Tikhonov y Zhorov. La interaccion es a través de la
porcion hidrofébica con la cadena lateral de F1760 (LABS) que forma parte del LABS
mediante un acercamiento z-z del dominio DIV posicionandose a una distancia 3.2 A el
farmaco de la cadena lateral, esta porcién de la molécula también interacciona con T1417 un
residuo aminoacidico que forma parte del segmento S6 del dominio DIIl. La porcion
hidrofilica, interacciona con los residuos aminoacidicos V1763, S1759 y 11756 (Figura
15C), presentando una energia de interaccion de -6 kcal/mol. La lidocaina al interaccionar

con el canal de sodio y posicionarse en este sitio forma dos puentes de hidrogeno (Tabla 20).

7.6.3.3 hNav1.6

La lidocaina interacciona por debajo del filtro de selectividad, colocandose entre los

dominios DIl y DIV. Se coloca en esta posicion y permite el posicionamiento directamente
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de la porcion hidrofobica con la cadena lateral de la F1754 (LABS) del dominio DIV,
llevdndose a cabo una interaccion m-m a una distancia de 4 A, la porcion hidrofilica se
posiciona hacia la interface que se encuentra entre los dominios DI y DIV, interaccionando
con V1757, S1753 y 11750 (Figura 15D), presentando una energia de interaccion de -6
kcal/mol (Tabla 20).
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Figura 15. A) Representacion de la interaccion de lidocaina con los canales de sodio hNay1.4, hNa,1.5 y
hNa,1.6 en conformacion preactivada. B) La lidocaina en el canal hNa,1.4 interacciona en el sitio de unién del
LABS, se posiciona entre los dominios DIl y DIV, presenta una interaccion cation-z (circulo en rojo) con
F1586 (LABS) y el grupo amino cuaternario, interacciona de forma hidrofébica (curva verde) con los residuos
aminoacidicos del dominio DIII, presenta una interaccion z-z con F1278 (cuadro azul). C) La lidocaina en el
canal hNa,1.5 interacciona cerca del LABS presentando interaccién z-z (cuadro azul) entre la porcién
hidrofébica y la cadena lateral de la F1760 (LABS) y se orienta mas hacia el dominio DIV su porcion hidrofilica
interacciona de forma hidrofébica con los residuos aminoacidicos del dominio DIV (curva verde). D) Lidocaina
interacciona por debajo del filtro de selectividad y se orienta hacia el dominio DIV presentando interacciones
- (cuadro en azul) con la cadena lateral de la F1754 (LABS), se posiciona a 4 A de ésta, la porcion hidrofilica
interacciona con los residuos aminoacidicos del dominio DIV mediante fuerzas de van der Waals (curva verde).
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Tabla 20. Recopilacién de los datos de las interacciones de lidocaina con el canal de sodio en estado
preactivado.

Parametro hNa,1.4 hNay1.5 hNay1.6
Energia de interaccidn
(kcal/mol) 6 6 6
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la 11 4 5
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la 5 6 7
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancia entre el
anestésico local con la 17 11 10
lisina del DEKA (A)
Numero de puentes de

17 11 12

13 8 9

hidrégeno formados 1 2 2
NUmero de residuos
aminoacidicos que 1 1 o

permiten la interaccion
hidréfoba

La lidocaina toma la misma posicion de interaccion en los canales de sodio hNavl.5 y
hNav1.6. presentando distancias similares y la misma energia de union. En el canal hNay1.4
la lidocaina orienta su porcion hidrofébica hacia el dominio DIII alejandose de la cadena
lateral de la fenilalanina del LABS.
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7.6.4 R-Bupivacaina en los canales de sodio en estado inactivado (4DXW)

En la (Figura 16A) se representan los modelos de cada canal y la estructura de la R-

bupivacaina y abajo se describe la interaccion a detalle con cada canal.

7.6.4.1 hNavl1.4

La R-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de selectividad, posicionandose en la
parte mas interna de la ruta de permeacién al sodio. La r-bupivacaina interacciona con los
segmentos S6 de los dominios DI, DII, DIl y DIV. La posicién que toma R-bupivacaina al
interaccionar con el LABS, el anillo butilpiperidina (porcion hidrofilica) presenta una
interaccion cation-z tanto con F1586 y Y1593 (LABS) posicionandose a una distancia de 5
y 4 A, respectivamente. La sustitucion butil del anillo hidrofilico presentan interacciones con
los residuos aminoacidicos V1589 y V1590 del segmento S6 del dominio DIV, 1439 y 1442
segmento S6 del DI. El anillo aromatico se posiciona directamente hacia el dominio DIII
interaccionando con los residuos aminoacidicos L1287 (LABS), 11291, F1290; con este
ultimo presenta una interaccion z-z (Figura 16B), al colocarse en esta posicion presenta una

energia de interaccion de -9 kcal/mol (Tabla 21).

7.6.4.2 hNav1.5

La R-bupivacaina interacciona al fondo del canal, en una localizacion en donde los
segmentos S6 de cada dominio se acercan cerrando la parte interna del canal. La posicion
que la r-bupivacaina adquiere al interaccionar de manera cation-z con el canal, permite que
la porcidn hidrofilica interaccione con cadena lateral de la F1760 (LABS) a una distancia de
4.3 A, y con los residuos aminoacidicos V1763, V1764 y T1461; la porcion hidrofébica se
posiciona hacia el fondo del canal interaccionando de manera z- 7 con la cadena lateral de
Y1767 (LABS) a una distancia de 5 A, y con los residuos aminoacidicos 1408, 1412, L931,
L 935, F934 y L938; la estructura de union (grupo amida) interacciona con L1462 (LABS)
(Figura 16C), al colocarse en esta posicion presenta una energia de interaccién de -9
kcal/mol (Tabla 21).
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7.6.4.3 hNav1.6

La r-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de selectividad, se coloca en la via de
permeacion e interacciona con los segmentos S6 de los cuatro dominios. La r-bupivacaina al
tomar esta posicion interacciona con las nubes de densidad electrénica de los anillos
aromaticos de la cadena lateral de Y1761 LABS vy el anillo aromatico de r-bupivacaina
posicionandose a una distancia de 3.7 A, al anillo aromatico presenta interacciones de Van
der Waals con 1406, V410 del dominio DI, L973, L969, L976 y F972 del dominio DII. El
grupo butilpiperidina (porcién hidrofilica) interacciona L1456 LABS, T1455y F1459 con el
que presenta una interaccion cation-z del dominio DIl (Figura 16D) posicionandose a una
distancia de 3.8 A; al posicionarse en este sitio presenta una energia de interaccion de -8
kcal/mol (Tabla 21).

62




X

"})\@(’ A
o &&{‘) 7\/; [
hNav1.4 !

v

v

R-Bupivacaina

R-Bupivacaina o
-9.0 Kcal/mol

Figura 16. A) Representacion de la interaccién de R-bupivacaina con los canales de sodio hNay1.4, hNa,1.5 y
hNay1.6 en conformacion inactivada (bacterial). B) La R-bupivacaina en el canal hNay1.4 interacciona en el
sitio de union del LABS, interacciona con los segmentos S6 de los cuatro dominios, presenta una interaccion
cation-z (circulo en rojo) con Y1593 (LABS) y el grupo butilpiperidina, interacciona de forma hidrofébica
(curva verde) con los residuos aminoacidicos de los dominios DIl y DIII, presenta una interaccién z-z con
F1290 (cuadro azul). C) La R-bupivacaina en el canal hNa,1.5 interacciona cerca del LABS presentando
interaccion z-z (cuadro azul) entre la porcion hidrofébica y la cadena lateral de la Y1767 (LABS) y se orienta
méas hacia el dominio DIV su porcion hidrofilica interacciona de forma hidrofébica con los residuos
aminoacidicos del dominio DIII (curva verde), presenta una interaccion catién-z (circulo rojo) entre el grupo
butilpiperidina con la cadena lateral de la F1760 (LABS). D) Lidocaina interacciona por debajo del filtro de
selectividad y se orienta hacia el dominio DIV presentando interacciones n-n (cuadro en azul) con la cadena
lateral de la Y1761 (LABS), se posiciona a 3.3 A de ésta, la porcion hidrofilica presenta una interaccion cation-
 (circulo rojo) entre el grupo butilpiperidina con la cadena lateral de la F1459 del dominio DIl e interacciona
con los residuos aminoacidicos del dominio DIIl mediante fuerzas de van der Waals (curva verde).
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Tabla 21. Recopilacidn de los datos de las interacciones de R-bupivacaina con el canal de sodio en
estado inactivado (bacterial).

Parametro hNa,1.4 hNay1.5 hNay1.6
Energia de interaccidn
(kcal/mol) 9 9 8
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la 11 13 13
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la 6 6 6
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancia entre el
anestésico local con la 20 22 20
lisina del DEKA (A)
Numero de puentes de

14 4 4

hidrégeno formados 0 0 0
NUmero de residuos
aminoacidicos que 20 18 19

permiten la interaccion
hidréfoba

R-bupivacaina se coloca de forma horizontal al interaccionar con los canales, diferenciandose
en los canales hNay1.4 y hNay1.5 interaccionan con la cadena lateral de la fenilalanina del
LABS del dominio DIV y en el hNay1.6 no presenta esta interaccion debido a que la molécula

se posiciona mas hacia el dominio DIII, no interaccionando con la fenilalanina del LABS.

7.6.5 S-Bupivacaina en los canales de sodio en estado inactivado (4DXW)

En la (Figura 17A) se representan los modelos de cada canal y la estructura de la S-

bupivacaina y abajo se describe la interaccion a detalle con cada canal.
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7.6.5.1 hNav1.4

La S-bupivacaina, contrariamente a lo mencionado por Nau y colaboradores si presenta
diferencias en la interaccion con el canal de sodio dependiente de voltaje. Este se posiciona
por debajo del filtro de selectividad, situdndose entre los dominios DIIl y DIV conforme a lo
mencionado por Tikhonov y Zhorov en el 2017. S-bupivacaina interacciona al fondo del
canal con residuos aminoacidicos que pertenecen a los dominios DIl y DIV. Uno de los
residuos aminoacidicos con los que interacciona es F1586 (LABS) que en la literatura
menciona que forma parte del sitio de unidn de anestésicos locales, la forma de interaccion
de s-bupivacaina es mediante un acercamiento perpendicular m-r mediante el anillo
aromatico (Tabla 22). La porcién hidrofilica se orienta hacia los segmentos S6 del dominio
DIII, interaccionando directamente con: F1285, W1171, F1281, T1242, V1240, 11279
(Figura 17B).

7.6.5.2 hNav1.5

La S-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de selectividad y se coloca en el fondo
del canal bloqueando la ruta de permeacion. Cuando se posiciona ahi, S-bupivacaina
interacciona con 1408 del dominio DI; con L931, F934, L935 y L937 del dominio DII; con
L1462, F1465, 11466 y 11469 del dominio DIII; con F1760, V1763, V1764, Y1767 y 11771
del dominio DIV. S-bupivacaina posiciona su porcién hidrofébica hacia el dominio DIl y
DIV, colocandose entre las cadenas laterales de F1760 y Y1767 mediante interacciones n-nt
con ambos residuos aminoacidicos que forman parte del LABS, posicionandose a una
distancia de 3 A y 4 A (Tabla 22) respectivamente. De igual manera, interacciona con
V1763, V1764, F1465 en un area hidrofobica. EI grupo butilpiperidina (porcion hidrofilica)
se orienta hacia el dominio DI y DIl presentando interacciones de Van der Waals con 1408,
L1462, F1465, 11466, 11469, L1462, 11466 y 11469, al interaccionar en este sitio presenta
una energia de interaccion de -8 kcal/mol (Figura 17C).
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7.6.5.3 hNav1.6

La S-bupivacaina interacciona por debajo del filtro de selectividad e interacciona con los
segmentos S6 de los cuatro dominios. Al interaccionar en este sitio interacciona con los
residuos aminoacidicos 1406, V410 y Y414 del dominio DI; con L969, F972, L973 y L976
del dominio DII; con T1455, L1456, F1459 y 11460 del dominio DIIl; Y1761 del dominio
DIV. La porcidn hidrofobica interacciona mediante fuerzas de van der Waals con los residuos
aminoacidicos 1406, V410, Y414, 1L.969, F972, L973 y L976 del dominio DIy DII; la porcién
hidrofilica se orienta hacia los dominios DIIl y DIV, interaccionando con F1459, 11460 y
Y1761 que forma parte del LABS colocandose a una distancia de 5 A (Tabla 22), y presenta
una energia de interaccion de -7 kcal/mol (Figura 17D).
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Figura 17. A) Representacion de la interaccion de S-bupivacaina con los canales de sodio hNay1.4, hNa,1.5 y
hNay1.6 en conformacidon inactivada (bacterial). B) La S-bupivacaina en el canal hNay1.4 interacciona en el
sitio de union del LABS, interacciona con los segmentos S6 de los cuatro dominios, presenta una interaccion
7-m (cuadro azul) con F1586 (LABS) y el grupo butilpiperidina, interacciona de forma hidrofébica (curva verde)
con los residuos aminoacidicos de los dominios DIlI. C) La S-bupivacaina en el canal hNay1.5 interacciona
cerca del LABS presentando interaccion z-z (cuadro azul) entre la porcidn hidrofébica y la cadena lateral de la
Y1767 (LABS) y se orienta mas hacia el dominio DIV su porcion hidrofilica interacciona de forma hidrofébica
con los residuos aminoacidicos del dominio DIl (curva verde). D) S-bupivacaina interacciona con el canal
hNa,1.6 por debajo del filtro de selectividad y se orienta hacia el dominio DIV presentando una interaccién
cation-z (circulo rojo) con la cadena lateral de la Y1761 (LABS), se posiciona a 4.5 A de ésta, la porcion
hidrofobica interacciona con los residuos aminoacidicos de los dominios DIl y DIl mediante fuerzas de Van
der Waals (curva verde).
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Tabla 22. Recopilacidn de los datos de las interacciones de S-bupivacaina con los canales de sodio en

estado inactivado (bacterial).

Parametro

hNav1.4

hNay1.5

hNa,1.6

Energia de interaccidn
(kcal/mol)

-8

-8

-7

Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
fenilalanina (LABS)

A)

13

Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
fenilalanina (LABS)
A)

10

Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)

14

Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)

17

Distancia entre el
anestésico local con la
lisina del DEKA (A)

14

20

20

Numero de puentes de
hidrégeno formados

NUmero de residuos
aminoacidicos que
permiten la interaccion
hidréfoba

18

21

17

S-bupivacaina presenta mejores energias de interaccion cuando orienta su porcion

hidrofébica hacia la cadena lateral de fenilalanina del LABS como se muestran en el hNay1.4

y hNay1.5, de forma contraria en el hNav1.6 interacciona hacia el dominio DIII y por esta

razon presenta una energia de unién mas desfavorable.

7.6.6 Lidocaina con los canales de sodio en estado inactivado (4DXW)

En la (Figura 18A) se representan los modelos de cada canal y la estructura de la lidocaina

y abajo se describe la interaccién a detalle con cada canal.
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7.6.6.1 hNav1.4

La lidocaina interacciona con el canal hNay1.4 por debajo del filtro de selectividad y se
posiciona directamente en la ruta de permeacion. Orienta su porcién hidrofilica hacia el
dominio DIV interaccionando con F1586 e Y1593 que forman parte del LABS, colocandose
a6 Ay 7 A respectivamente (Tabla 23); dos residuos aminoacidicos del dominio D111 F1290
y L1287 que también forma parte del LABS; de forma contraria a lo que mencionan Lipkind
y Fozzard (2005), el ciclo aromatico se orienta hacia la boca externa del canal,

interaccionando con F797 colocandose a una distancia de 3.2 A (Figura 18B).

7.6.6.2 hNav1.5

La lidocaina en el canal hNay1.5 se posiciona al fondo del canal interaccionando con residuos
aminoacidicos de los cuatro dominios, el grupo aromatico se orienta hacia el fondo del canal
interaccionando con V412, L935, L937, 11469 e 11771. El grupo amonio interacciona con la
cadena lateral de Y1767 LABS mediante una interaccion cation-z posiciondndose a una
distancia de 4.1 A, también presenta una interaccion cation-z con la F1465 del dominio DI
posicionandose a una distancia de 5 A (Tabla 23). El grupo amida (estructura de union)
interacciona también con la L1462 (LABS) del dominio DIII (Figura 18C), al posicionarse

en este sitio presenta una energia de interaccion de -6 kcal/mol.

7.6.6.3 hNav1.6

La lidocaina al interaccionar con el canal de sodio hNay1.6 se coloca por debajo del filtro de
selectividad e interacciona con los segmentos S6 de los cuatro dominios. La porcion
hidrofobica se coloca hacia el fondo del canal presentando interacciones con V410 del
dominio DI, L976 del dominio DII, F1459 del dominio DIIl y con Y1761 (LABS)
colocandose a una distanciade 5 A y 7 A (Tabla 23), con estos dos Gltimos interacciona por
medio de las nubes de densidad electronica de los anillos aromaticos tanto de lidocaina como
de F1459 e Y1761. El grupo amonio (porcion hidrofilica) se orienta hacia la boca exterior
del canal, interaccionando con 1406 LABS del dominio DI, L969 y F972 del dominio DIl
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(Figura 18D), al colocarse en esa posicion presenta una energia de interaccion de -7

kcal/mol.

=

Lidocaina

B) hNa,1.4 C) hNay1.5 D) hNav1.6
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Lidocaina 7
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L1462 i “

Y1761
(LABS)

Figura 18. A) Representacion de la interaccién de lidocaina con los canales de sodio hNayl1.4, hNa,1.5 y
hNay1.6 en conformacion inactivada (bacterial). B) La lidocaina en el canal hNay1.4 interacciona en el sitio de
union del LABS interacciona de forma hidrofobica (curva verde) con los residuos aminoacidicos de los
dominios DII, DIIl y DIV. C) La lidocaina en el canal hNay1.5 interacciona cerca del LABS presentando
interaccion cation-z (circulo rojo) entre la porcién hidrofilica y la cadena lateral de la Y1767 (LABS) y se
orienta mas hacia el fondo del canal e interaccionando de manera hidrofoba con los residuos aminoacidicos de
los dominios DIl y DIl (curva verde). D) Lidocaina interacciona con el hNa,1.6 por debajo del filtro de
selectividad y se orienta hacia el dominio DIV presentando una interaccién z-z (cuadro azul) con la cadena
lateral de la Y1761 (LABS), se posiciona a 3.2 A de ésta, la porcion hidrofilica interacciona con los residuos
aminoacidicos de los dominios DI y DIl mediante fuerzas de VVan der Waals (curva verde).
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Tabla 23. Recopilacion de los datos de las interacciones de lidocaina con los canales de sodio en estado
inactivado (bacterial).

Parametro hNa,1.4 hNay1.5 hNay1.6
Energia de interaccidn
(kcal/mol) 6 6 7
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la 11 14 10
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la 5 9 10
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancia entre el
anestésico local con la 20 25 22
lisina del DEKA (A)
Numero de puentes de

13 4 4

hidrégeno formados 0 0 0
NUmero de residuos
aminoacidicos que 15 13 .

permiten la interaccion
hidréfoba

La lidocaina al interaccionar con los canales de sodio en estado inactivado presentando una
mejor energia de union en el hNav1.6, esta es debido a que interacciona con la tirosina del
LABS, esta interaccién no se lleva a cabo en los canales hNay1.4 y hNay1.5 y por eso

presentan menor energia de union.

7.6.7 R-Bupivacaina con los canales de sodio en estado inactivado (5GJV)

En la (Figura 19A) se representan los modelos de cada canal y la estructura de la R-

bupivacaina y abajo se describe la interaccion a detalle con cada canal.
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7.6.7.1 hNav1.4

La R-bupivacaina interacciona con el canal hNay1.4 por debajo del filtro de selectividad, al
posicionarse entre los dominios D1y DIV, interacciona con los residuos aminoacidicos Q405,
1431 (LABS), F432 y S435 del dominio DI; con L1489, V1492, M1493, 11526, L1529,
F1530, T1533, T1534, Y1581, S1585, 11588, V1589 y M1592 del dominio DIV. La porcién
aromatica se acerca a F432 formando una interaccion n-n. Forma dos puentes de hidrogeno
entre el grupo -OH de T1533 y el H del grupo butilpiperidina (porcién hidrofilica) y entre el
H del grupo amida de la estructura de union (Figura 19B) al colocarse en ese sitio presenta

una energia de interaccion de -9 kcal/mol (Tabla 24).

7.6.7.2 hNav1.5

La R-bupivacaina interacciona con el canal hNay1.5 por debajo del filtro de selectividad y
entre los dominios DIIl y DIV. Al posicionarse entre estos dominios, interacciona con los
residuos aminoacidicos K1265, N1269, W1273, L1311, L1314, M1320, V1324, L1327,
V1328 e 11331 del dominio DIII; L1663, 11757, F1760, L1761 y N1765 del dominio DIV.
R-bupivacaina orienta su porcion hidrofébica hacia el segmento S5 del dominio DIV y
presentando interacciones hidréfobas con W1273, L1311, L1314 y M1320; R-bupivacaina
orienta su butilpiperidina hacia el segmento S6 del dominio DIV e interacciona con la F1760
del LABS mediante la porcion hidrofilica presentando una atraccion cation-z, y formando
un puente de hidrégeno entre el -H del grupo amonio con el -OH de N1269; el grupo amida
(estructura de unién) forma un puente de hidrégeno, el cual se forma entre el O=C del grupo
amida con el -NH de N1269 (Figura 19C), al colocarse en esta posicion presenta una energia

de interaccion de -9 kcal/mol (Tabla 24).

7.6.7.3 hNav1.6.

La R-bupivacaina interacciona con el canal hNay1.6 por debajo del filtro de selectividad entre
los dominios DI y DIV, al colocarse entre estos sitios permite la interaccion con los residuos
aminoacidicos Q369, 1395, F396, S399 y V403 del dominio DI; con L1658, V1661, M1662,
L1698, F1699, T1702, T1703, Y1749, S1753, 11756, V1757, M1760 e Y1761 (LABS) del
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dominio DIV. Al posicionarse entre estos dos dominios, R-bupivacaina orienta su porcion
hidréfoba hacia el dominio DIV, interaccionando mediante fuerzas de Van der Waals con
L1658, V1661, M1662, S1753, 11756 y V1757; y con la cadena lateral de Y1749 mediante
sus nubes electronicas. ElI grupo butilpiperidina se posiciona hacia el dominio DIV,
interaccionando con Q369, 1395, F396, S399, V403, F1699 y T1703.Forma dos puentes de
hidrdgeno entre el grupo -OH con el residuo T1702 y con el -H de piperidina y con el -H del
grupo amida (estructura de unién) (Figura 19D), al colocarse en este sitio presenta una

energia de interaccion de -8 kcal/mol (Tabla 24).
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9.0 Kcal/mol PUENTE DE
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V1589

R-Bupivacaina
-9.0 Kcalimol
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V1492 piv

Figura 19. A) Representacion de la interaccion de R-bupivacaina con los canales de sodio hNay1.4, hNay1.5 y

hNay1.6 en conformacion inactivada (mamifero). B) R-bupivacaina en el canal hNay1.4 interacciona en el sitio

de unidn del LABS interacciona mediante su porcion hidrofobica y la cadena lateral de la F431 del dominio DI
(cuadro en azul) la porcion butilpiperidina interacciona de forma hidrofdébica (curva verde) con residuos

aminoacidicos del dominio DIl y DIV. C) R-bupivacaina en el canal hNay1.5 interacciona cerca del LABS

presentando una interaccion catién-z (circulo rojo) entre la porcion hidrofilica y la cadena lateral de la F1760
(LABS) y se orienta hacia la interfaz de los dominios DIl y DIV, presentando interacciones hidréfobas (curva
en verde). D) R-bupivacaina interacciona con el canal hNay1.6 por debajo del filtro de selectividad e

interacciona con los residuos aminoacidicos de los dominios DI y DIl mediante fuerzas de VVan der Waals (curva

verde).
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Tabla 24. Recopilacion de los datos de las interacciones de R-bupivacaina con los canales de sodio en
estado inactivado (mamifero).

Parametro hNa,1.4 hNay1.5 hNay1.6
Energia de interaccidn
(kcal/mol) 9 9 8
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la 13 7 11
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilica y la
cadena lateral de la 12 4 9
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancia entre el
anestésico local con la 17 25 15
lisina del DEKA (A)
Numero de puentes de

10 18 13

12 18 10

hidrégeno formados 2 2 2
NUmero de residuos
aminoacidicos que 12 o o

permiten la interaccion
hidréfoba

R-bupivacaina presenta mayores energias de interaccion para el canal hNay1.4 al
posicionarse entre los dominios DI y DIV; a diferencia del hNay1.6, esto es debido a que
posiciona su porcion hidrofébica méas cercana a la 1431 que forma parte del LABS. En el
hNay1.5 se posiciona entre los dominios DIl y DIV interaccionando directamente con la
fenilalanina del LABS;

7.6.8 S-Bupivacaina con los canales de sodio en estado inactivado (5GJV)

En la (Figura 20A) se representan los modelos de cada canal y la estructura de la S-
bupivacaina y abajo se describe la interaccion a detalle con cada canal.
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7.6.8.1 hNav1.4

La S-bupivacaina interacciona con el canal hNay1.4 por debajo del filtro de selectividad y
entre los dominios DI y DIV. S-bupivacaina al posicionarse entre los dominios DI y DIV,
interacciona con los residuos aminoacidicos Q405, 1431, F432, S435, F436 e 1439 del
dominio DI; con L1489, F1530, T1533, T1534, V1589, M1592 e Y1593 (LABS) del dominio
DIV. Al posicionarse en este sitio, S-bupivacaina interacciona mediante las nubes
electronicas de los anillos aromaticos de F439 y la porcion aromatica de la molécula,
situandose un anillo enfrente del otro a una distancia de 3.2 A y 4.3 A de la Y1593 del LABS
(Tabla 25), forma dos puentes de hidrogeno entre el -OH de T1533 y el -H del grupo
butilpiperidina, y con el grupo -OH de S435 y el grupo =O del grupo amida (estructura de
unién) (Figura 20B).

7.6.8.2 hNav1.5

La S-bupivacaina interacciona con el canal hNay1.5 por debajo del filtro de selectividad entre
los dominios DIIl y DIV. Al establecerse en este sitio, interacciona con los residuos
aminoacidicos L1327, 11331, 11334, V1337, L1338, C1341, F1460, T1461, L1464 y V1468
del dominio DIII; 11756, S1759, F1760 y V1764 del dominio DIV. S-bupivacaina orienta su
porcién hidrofébica hacia el dominio DIl interaccionando mediante fuerzas de Van der
Waals con 11334, V1337, L1338, C1341, F1460, T1461 y L1464. El grupo butilpiperidina
(porcidn hidrofilica) se orienta hacia el dominio DIV interaccionando mediante fuerzas de
Van der Waals con 11756, S1759, F1760 (LABS) colocandose a una distancia de 4 A 'y
V1764 (Figura 20C), al colocarse en este sitio presenta una energia de interaccion de -8
kcal/mol (Tabla 25).

7.6.8.3 hNav1.6.

La S-bupivacaina interacciona con el canal hNay1.6 por debajo del filtro de selectividad y se
coloca entre los dominios DI y DIV, interaccionando con los residuos aminoacidicos 1395
(LABS), F396, S399, F400 y V403 del dominio DI; con L1651, 11654, M1760, A1763 e
11764 del dominio DIV. Al interaccionar entre estos dos dominios, la porcion hidrofdbica de
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la S-bupivacaina forma interacciones de Van der Waals con los residuos del dominio DIV;
la porcion hidrofilica interacciona con los residuos aminoacidicos del dominio DI,
posicionandose entre F396 y F400 (Figura 20D) colocandose a una distancia de 3.7 Ay 4.3
A respectivamente, al posicionarse en este sitio presenta una energia de union de 7 kcal/mol
(Tabla 25).

A)

hNavld4 =

S-Bupivacaina

B) hNa,1.4 C) hNay1.5 D) hNay1.6

DI 1395
S-Bupivacaina
-8.0 Kcal/mol

PUENTE DE
HIDROGENO

S-Bupivacaina
-7.0 Kcal/mol

-9.0 Kcal/mol

Figura 20. A) Representacidn de la interaccion de S-bupivacaina con los canales de sodio hNay1.4, hNa,1.5 y
hNay1.6 en conformacion inactivada (mamifero). B) S-bupivacaina con el canal hNay1.4 interacciona en el sitio
de unidn del LABS interacciona mediante su porcion hidrofobica y la cadena lateral de la F432 del dominio DI
colocandose a una distancia de 3.2 A (cuadro en azul), la porcion butilpiperidina interacciona de forma
hidrofobica (curva verde) con residuos aminoacidicos del dominio DIV. C) S-bupivacaina interacciona con el
canal hNay1.5 interacciona cerca del LABS, presentando una interaccion cation-z (circulo rojo) entre la porcion
hidrofilica y la cadena lateral de la F1760 (LABS) y se orienta hacia la interface del dominio DIII y DIV,
presentando interacciones hidr6fobas (curva en verde). D) S-bupivacaina interacciona con el canal hNay1.6 por
debajo del filtro de selectividad mediante una atraccion cation-z (circulo rojo) entre la porcion hidrofilica y la
cadena lateral de la F396 del dominio DI. La porcién hidrofébica interacciona con los residuos aminoacidicos
del dominio DIl mediante fuerzas de VVan der Waals (curva verde).
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Tabla 25. Recopilacion de los datos de las interacciones de S-bupivacaina con los canales de sodio en
estado inactivado (mamifero).

Parametro hNa,1.4 hNay1.5 hNay1.6
Energia de interaccidn
(kcal/mol) 9 8 7
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la 13 13 17
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la 11 6 16
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancia entre el
anestésico local con la 19 19 23
lisina del DEKA (A)
Numero de puentes de

hidrégeno formados 1 0 0
NUmero de residuos
aminoacidicos que 8 10 "

permiten la interaccion
hidréfoba

S-bupivacaina interacciona en el canal hNay1.4 mas cerca de la tirosina del LABS, al
colocarse a una distancia promedio de 12 A de la fenilalanina del LABS promueve una mejor
energia de interaccion por el canal de sodio hNay1.4. De forma contraria, S-bupivacaina
interacciona con el hNav1.5 y hNav1.6, presenta mayor distancia respecto a la fenilalanina 'y

tirosina del LABS, esto afectando energia de union.

7.6.9 Lidocaina con los canales de sodio en estado inactivado (5GJV)

En la (Figura 21A) se representan los modelos de cada canal y la estructura de la lidocaina
y abajo se describe la interaccion a detalle con cada canal.
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7.6.9.1 hNav1.4

La lidocaina interacciona con el canal hNay1.4 por debajo del filtro de selectividad entre los
dominios DIl 'y DIV. Al posicionarse en este sitio, conforme a lo predicho por Tikhonov y
Zhorov en el 2017, interacciona con los residuos aminoacidicos L1164, C1167, L1168,
W1171, L1238, A1241, T1242 y L1289 del dominio DIII; y con C1579, 11582, 11583, F1586
(LABS) y L1587 del dominio DIV. En esta posicion, lidocaina no forma puentes de
hidrogeno, orienta su porcion aromatica hacia el filtro de selectividad interaccionando con
T1242 y L1289 del DIII en la parte superior, en la parte anterior interacciona con C1579 e
11582 del DIV; la porcion hidrofilica (grupos etilo) se orientan hacia el fondo del canal
interaccionando con los residuos aminoacidicos L1164, C1167 y L1168 del dominio DIl y
L1587 del dominio DIV (Figura 21B) al colocarse en este sitio presenta una energia de

interaccion de -7 kcal/mol (Tabla 26).

7.6.9.2 hNav1.5

La lidocaina interacciona con el canal hNay1.5 por debajo del filtro de selectividad entre los
dominios DIII y DIV. Al posicionarse en este sitio, lidocaina interacciona con los residuos
aminoacidicos W1273, F1276, L1305, L1308, L1311 del dominio DIII; Y1671, F1752,
T1753, T1754, 11756, 11757 y F1760 (LABS) del dominio DIV. Lidocaina interacciona de
forma horizontal, y orienta su porcién hidrofobica entre los segmentos S6 y S4 del dominio
DIV y DIII respectivamente, presentando interacciones de van der Waals con los residuos
aminoacidicos W1273, L1305, L1308, L1311, Y1671, 11757 y F1760 (LABS), colocandose
a una distancia de 3.6 A. La porcion hidrofilica interacciona mediante fuerzas de van der
Waals con F1276, F1752 e 11757; el grupo amida (estructura de unién) forma dos puentes de
hidrogeno, el primero entre el -NH del grupo amida y el O=C de T1753, y el segundo entre
el O=C del grupo amida con el -OH de T1753 (Figura 21C), al colocarse en este sitio
presenta una energia de interaccion de -6 kcal/mol (Tabla 26).
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7.6.9.3 hNav1.6.

La lidocaina al interaccionar con el canal de sodio hNay1.6 se posiciona por debajo del filtro
de selectividad y entre los dominios DI y DIV. Al colocarse en ese sitio interacciona con los
residuos aminoacidicos Q369, 1395 (LABS), F396 y S399 del dominio DI; L1458, F1699,
T1702, T1703, S1704, F1754 (LABS), V1757 y M1760 del dominio DIV. Lidocaina al
colocarse en este sitio orienta su porcion hidrofobica interaccionando con S399, L1458 y
M1760, presentando una interaccion m-m con las cadenas laterales de F396 y de F1699;
ademas, orienta su porcion hidrofilica hacia la ruta de permeacion a iones, interaccionando
con Q369, T1703 y S1704. Lidocaina al interaccionar entre estos dos dominios forma 2
puentes de hidrogeno; el primero se forma entre el O=C de la amida (estructura de unién) y
el grupo -OH de la treonina T1702, y el segundo entre el -H del grupo amonio (porcidn
hidrofilica) y el grupo O=C (grupo carboxilo terminal, con el que forma el enlace peptidico)
de T1702 (Figura 21D), al posicionarse en este sitio presenta una energia de interaccion de
-5 kcal/mol (Tabla 26).
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Figura 21. A) Representacion de la interaccion de lidocaina con los canales de sodio hNa,1.4, hNa,1.5 y
hNay,1.6 en conformacion inactivada (mamifero). B) Lidocaina interacciona con el canal hNay1.4 interacciona
en el sitio de unién del LABS interacciona mediante su porcion hidrofobica y la cadena lateral de la F1586
(LABS) del dominio DIV colocandose a una distancia de 4.9 A (cuadro en azul), la porcién de la amina
cuaternaria aliftica interacciona de forma hidrofébica (curva verde) con residuos aminoacidicos del dominio
DIlI. C) Lidocaina interacciona con el canal hNa,1.5 interacciona cerca del LABS presentando una interaccion
7-m (cuadro azul) entre la porcion hidrofilica y la cadena lateral de la F1760 (LABS) y se orienta hacia la
interface del dominio DIIl y DIV, presentando interacciones hidrofobas (curva en verde). D) La lidocaina
interacciona con el canal hNay1.6 por debajo del filtro de selectividad e interacciona presentando una atraccion
z- (cuadro azul) entre la porcién hidrofilica y la cadena lateral de la F396 del dominio DI. La porcion
hidrofobica interacciona con los residuos aminoacidicos del dominio DIV mediante fuerzas de van der Waals
(curva verde).
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Tabla 26. Recopilacion de los datos de las interacciones de lidocaina con los canales de sodio en estado
inactivado (mamifero).

Parametro hNa,1.4 hNay1.5 hNay1.6
Energia de interaccidn
(kcal/mol) i 6 S
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la 8 8 12
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la 6 12 6
fenilalanina (LABS)
A)
Distancias entre la
porcion hidrofébica 'y
la cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancias entre la
porcidn hidrofilicay la
cadena lateral de la
tirosina (LABS) (A)
Distancia entre el
anestésico local con la 16 20 14
lisina del DEKA (A)
Numero de puentes de

15 19 10

13 22 8

hidrégeno formados 0 1 1
NUmero de residuos
aminoacidicos que 12 1 13

permiten la interaccion
hidréfoba

La lidocaina se coloca mas lejos de la fenilalanina y de la tirosina del LABS en el hNay1.5y
hNay1.6, esto muestra una energia de unién mas positiva por el canal hNay1.5 y hNay1.6. En
el hNay1.4 se coloca entre los dominios DIIl y DIV interaccionando mas cerca de la
fenilalanina del LABS, por esta razon, presenta una energia de unién mas favorable.
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7.7 IDENTIFICACION DE LOS SITIOS DE UNION DE MEXILETINA Y SUS
ANALOGOS

Los resultados del acoplamiento molecular indican modos de union favorables al sitio de
union de anestésicos locales (LABS) del canal Nay1.4 para todas las moléculas incluidas. La
mexiletina ocup6 el LABS (Figura 22A), el cual constituye una cavidad hidréfoba que se
localiza entre los segmentos S6 del dominio DIV y el S5 del dominio DIl por debajo del
filtro de selectividad. EIl uso de mexiletina y estos analogos es debido a que presentan
resultados experimentales, asi como, las ICso de cada molécula. Con el uso de estos datos se

propone validar las interacciones de las moléculas que usamos.

7.7.1 Descripcién del modo de unién de la mexiletina y sus analogos

Los resultados computacionales indican que la mexiletina y sus analogos: meta-
hidroximexiletina (mHM), para-hidroximexiletina (pHM), hidroximetil-mexiletina (HMM)
y bis-hidroximetil-mexiletina (0 HMM); ocupan el LABS por debajo del filtro de selectividad
cercano al lumen hidrofilico del canal hNay1.4 interaccionando con los siguientes residuos
aminoacidicos: Y1586 (del dominio DIV) L1280, F1236, T1235 (del dominio DIII). El grupo
ariloxi del farmaco establece interacciones n-m de forma perpendicular con el anillo
aromatico de la cadena lateral de F1579 (Figura 22A), la nube de electrones © de los anillos
se reacomodan permitiendo su interaccion. EI grupo amino de todas las moléculas se orientan
hacia el lumen del poro acuoso del canal, situdndose a 8.4 A de la lisina del anillo DEKA,
pudiendo interactuar electrostaticamente con T1235 del dominio. (Figura 22B) El grupo
hidroxilo de mHM produce un leve reacomodo de la nube de densidad electrénica, esto
debido a que se encuentra mas cerca del grupo amino del compuesto. (Figura 22C) El grupo
hidroxilo del analogo pHM produce una repulsién estérica con el anillo aromatico de Y1586
del LABS lo que podria explicar la disminucion de la potencia con respecto a mexiletina.
(Figura 22D) Las sustituciones -OH de HMM y bHMM producen interacciones
desfavorables en el LABS con F1579 del LABS. (Figura 22E), al poseer mayor cantidad de

sustituciones en el anillo forman interacciones polares con el T1279 del dominio DIII.
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A)

C)

Figura 22. Representacion de los sitios de union de la mexiletina en el hNay1.4. Interaccion de mexiletina y
sus analogos con el LABS, presentando los residuos aminoacidicos que permiten la interaccion, en negro los
residuos aminoacidicos identificados previamente en la literatura que forman parte del LABS. A) la mexiletina
interacciona en el LABS (color negro), posicionando su porcién hidrofébica hacia el fondo del canal; y la
porcién hidrofilica se orienta hacia el filtro de selectividad, sufriendo una repulsion con la lisina del DEKA. B)
mHM interacciona con la F1579 del LABS y por debajo de la lisina del DEKA, mostrando su nube de densidad
electrénica al interaccionar con estos dos residuos. C) pHM orienta su porcién hidrofébica hacia el fondo del
canal, su grupo hidroxilo interacciona con el grupo -OH de la Y1586 del LABS y su porcién hidrofilica sufre
un proceso de repulsion levandose a cabo con la lisina del DEKA. D) HMM interacciona con la F1579 del
LABS presentando interacciones n-m, su porcion hidrofilica sufre una repulsién con la lisina del DEKA. E)
bHMM interacciona con la F1579 del LABS y sufre una repulsion con la lisina del DEKA.
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7.8 RELACION CUANTITATIVA ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (QSAR) DE
MEXILETINA Y SUS ANALOGOS

Las dosis efectivas medias de inhibicion (ICso) para los canales hNay1.4 reportadas en la
literatura para cada molécula realizado por Desaphy y colaboradores: mexiletina 246 y 24.4
UM, mHM 259y 40.9 uM; pHM 1086 y 394 uM, HHM 2028 y 790 uM, 11883 y 5190 pM[114]
para los estados activado e inactivado respectivamente, (Figura 23A) fueron directamente
proporcionales a los valores calculados de energia libre de union al LABS, lo que indica una
buena correlacion cuantitativa entre los resultados in silico y los datos experimentales, donde
las potencias inhibitorias de los compuestos estan en funcion de la afinidad al LABS, tanto
para el canal en estado activado (Figura 23B), como para el canal en estado inactivado
(Figura 23C). Una vez encontrada la posicion final de mexiletina en el sitio de unidn, se
generaron los 5 modelos de sus analogos en superposicion con Mexiletina. Con este estudio,
se pueden analizar directamente las diferencias estructurales de los farmacos, relacionarlas

con las afinidades y energias de union; y posteriormente generar un tipo de farmacoforo.
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Figura 23. Relacién Cuantitativa Estructura Actividad (QSAR) de la mexiletina y sus analogos, producto del
acoplamiento molecular al canal Nay1.4 en estado abierto e inactivado, con datos experimentales de actividad.
A) Estructuras quimicas de las moléculas incluidas en el estudio. El grupo amino primario de la cadena alifatica
en la sustancia madre (Mexiletina), tiene un grupo polar permanentemente cargado con una carga total positiva
1+ (NH3%). El pKa del grupo amino primario alifatico es de 10 a 11, que corresponde a casi 100% de
protonacion. B) Correlacion entre el menor valor de energia libre de cada molécula que interacciona con la
F1579 en el sitio de anestésicos locales (LABS) y su concentracion inhibitoria efectiva 50 en un modelo del
canal de sodio en estado activado (base de canal de potasio). C) Correlacion entre el porcentaje de moléculas
que se unieron al LABS y su concentracion inhibitoria efectiva 50 en el modelo del canal de sodio en estado
inactivado de conejo.

Con respecto a las estructuras de los farmacos, en azul se marcan los centros polares i6nicos,
el color verde se marca la lipofilicidad (region no polar), y en color rosa se marcan los centros
de actividad de formacion de puentes de hidrogeno. Estas tres zonas constituyen la base
minima estructural para garantizar la funcion/efecto farmacoldgico, lo que se define como
farmacoforo. Otra propiedad del farmacdforo es su caracter anfotérico, este caracter se
refiere a una cabeza iénica contra una cola lipofilica, esta propiedad es tipica de jabones y
tensoactivos. Esta caracteristica fisica es de importancia en la tecnologia farmacéutica puesto

que se pueden formar micelas estables, mostrando en su superficie las porciones polares y
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hacia dentro las partes lipofilicas o viceversa. Esta caracteristica fisica repercute en el efecto
farmacoldgico, ya que al ejercer su accion en las células excitables, inhiben la trasmision de
sefiales produciendo anestesia. Este proceso es indiscriminado, actuara sobre todas las células

excitables, lo cual determina la potencia del efecto del anestésico local.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Los anestésicos locales (AL) interaccionan con el canal de sodio con diferente afinidad
debido a sus diferentes conformaciones en las que se encuentra el canal. Como menciona la

literatura los anestésicos locales presentan diferentes afinidades por el canal de sodio.

En los blind dockings se pudo observar que los anestésicos locales tienen diferentes
afinidades por las tres conformaciones de los canal estudiadas, concordando con la teoria del
receptor modulado, esta teoria menciona que los anestésicos locales presentan diferentes
afinidades hacia las conformaciones de los canales de sodio; en los dockings observamos que
los AL tienen mayor afinidad al canal en estado inactivado esto es debido a que las distancias
entre los segmentos S6 en la parte citoplasmatica disminuye, generando un area de union
mayor. También los AL muestran diferentes afinidades al interaccionar en diferentes areas
en el canal. Estas areas son: el sitio de union denominado LABS (sitio de union de anestésicos
locales) por el cual presentan mayor afinidad; el segundo sitio de afinidad es la interfaz que
se encuentra entre los dominios DI y DIV; el tercer sitio de afinidad se encuentra hacia el
fondo de los dominios DI y DIV; y el cuarto sitio de afinidad es en el filtro de selectividad.
Solo nos enfocamos al sitio de mayor afinidad y donde se encuentra un residuo aminoacidico
crucial para la interaccion de los AL, el residuo aminoacidico crucial para la interaccion es
una fenilalanina que se encuentra en el segmento S6 del dominio DIV de los tres canales

estudiados.

Las diferencias estructurales de los anestésicos locales median la afinidad que presentan por
los canales de sodio. Estructuralmente se puede observar que lidocaina es mas pequefia que
bupivacaina (R- y S-) y en su porcién hidrofilica presenta una amina cuaternaria alifatica a
diferencia de la bupivacaina que contiene un heterociclo con una sustitucion de cuatro
carbonos. Mediante sus caracteristicas fisicoquimicas se pueden deducir las formas de
interaccién que van a presentar y asi mismo su posible sitio de unién. Una de las
caracteristicas fisicoguimicas es el area de superficie apolar (nPSA), que para bupivacaina es
de (537-566), lo cual indica que puede presentar un nimero mayor de interacciones
hidréfobas comparada a lidocaina (422 A?), que tiene una mayor area de superficie polar
(PSA). Cabe recalcar esta propiedad fisicoquimica puede deducir el nimero de puentes de

hidrogeno que tendra la molécula al interaccionar, hay una condicién que a mayor PSA
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mayor cantidad de puentes de hidrogeno se formaran al momento de la interaccion. También
se puede observar que a mayor Log P hay mas interacciones con las cavidades hidréfobas o
que estén mas cercanos a las cadenas lipofilicas de la membrana citoplasmatica, asi, el Log
P para bupivacaina es mayor (3.41) que para lidocaina (2.359). Las diferencias en las
posiciones de los grupos funcionales hacen que R-bupivacaina tenga mayor afinidad por los
canales de sodio en estado inactivado, pero a su vez en experimentos in vitro muestran mayor
cardiotoxicidad esto ultimo es mencionado por Nau y colaboradores en 2010, ellos realizaron
estudios en células HEK293t tanto para el canal hNay1.4 como para el hNay1.5. Nuestros
resultados muestran que la afinidad en orden creciente en nuestros resultados logramos
encontrar que en orden de afinidad de mayor a menor es: R-bupivacaina > S-bupivacaina >
Lidocaina, con las tablas en estado inactivado se puede observar que R-bupivacaina presenta
una menor energia de unién presentandose mas estable, esta unién puede ser tan estable que
posiblemente la unién de R-bupivacaina con el canal se prolongue durante mas tiempo
haciendo que los pacientes tengas mayores efectos toxicos. S-bupivacaina al presentar una
menor afinidad al canal respecto a R-bupivacaina puede ser usada para el tratamiento de
canalopatias de los canales de sodio hNay1.4 y hNay1.6, para el canal hNay1.5 se propone el
uso de lidocaina, ya que presenta una afinidad similar por este canal que la mexiletina,
presentando energias de union de -6 kcal/mol; puesto que la mexiletina es usada cominmente
en el tratamiento de canalopatias como ATRST1, SSS1, CMD1E; con los resultados de la
interaccion de lidocaina con el canal de sodio hNay1.5 proponemos su uso terapéutico para
el tratamiento de canalopatias presentes en el canal de sodio cardiaco como el sindrome QT

3 largo.

La mexiletina al tener una estructura similar a la de lidocaina, se describe su forma de
interaccion con el canal hNavl.4, asi mismo, la mexiletina tiene analogos (mHM, pHM,
HMM, bHMM) de las que tenemos resultados experimentales publicados por Desaphy y
colaboradores y lo correlacionamos con las energias de union que obtenemos del docking.
Los resultados del docking de mexiletina y sus analogos toman posiciones que fueron
previamente publicados por Tikhonov y Zhorov en cuanto a que i) interaccionan con F1579,

L1280 y Y1586 forman parte del LABS, ii) los sustituyentes hidrofilicos en el anillo
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aromatico disminuyen la afinidad aparente (energia de union) del farmaco. La mexiletina
interactta directamente con F1579, de acuerdo con lo sugerido por Desaphy y cols. Ademas,
se sitla entre la ruta de permeacion del sodio, pudiendo sufrir un efecto de repulsion
electrostatica con el grupo amonio de la lisina del DEKA. Los determinantes moleculares
encontrados contribuyen a explicar el hecho de que la adicion de grupos hidroxilo a la
mexiletina, disminuye su potencia de blogueo tonico, donde los residuos aminoacidicos del
dominio DIV: Y1586, F1579 ejercen una repulsion estérica a los sustituyentes hidroxilo.

Para aumentar el estudio de los anestésicos locales, también se realizé el estudio de blind
docking para ver la forma de interaccion con los canales de sodio hNayl1.4, hNay1.5 y
hNay1.6. Las moléculas que se usaron fueron benzocaina, R- y S-etidocaina, R- Y S-
mepivacaina, procaina, QX-314, tetracaina (Apéndice 2). Las diferencias estructurales
muestran diferencias en la porcion hidrofilica, haciendo gque interaccionen hacia la interfaz

canal-lipidos.
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9. CONCLUSION

El sitio de union para los anestésicos locales se encuentra distribuido dentro de los canales
de sodio dependientes de voltaje, el sitio con mayor afinidad es el sitio denominado LABS
que contiene el residuo aminoacidico fenilalanina que se encuentra en el segmento S6 del
dominio DIV. Los residuos aminoacidicos cercanos al LABS proporcionan un &rea

hidrofobica para la interaccion y posicionamiento de los AL.

La R-bupivacaina se propone para el uso de canalopatias que afectan a los canales hNay1.4
ya que este presenta una alta afinidad por los canales de sodio tanto en estado preactivado

como en estado inactivado.

La S-bupivacaina se propone para el uso de canalopatias que afectan a los canales hNay1.4 y
hNay1.6 ya que presenta afinidades elevadas por el canal de sodio, pero mostrando bajos

efectos toxicos.

La lidocaina se propone como una nueva forma de tratamiento para las canalopatias que se
originan a cabo en el canal hNay1.5 debido a que presenta bajos o nulos efectos toxicos y una

afinidad similar a mexiletina.

El QSAR sirve como una forma de validar el docking, teniendo una correlacion lineal entre
las energias de union y las ICso de Mexiletina y sus 4 analogos, concordando con los datos
publicados y con la hipotesis del receptor modulado. EI QSAR no es para mostrar una
tendencia, realizando un QSAR retrospectivo que nos sirve para una validacion de datos. Con
este QSAR también se validan los otros dockings ya que de ellos no se tienen datos

experimentales, como en el caso de Mexiletina y sus 4 analogos.
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11. APENDICE
11.1 APENDICE 1
MODELADO DE CANALES

1. COMPARACION DEL CANAL CRISTALIZADO (3RVY) CON LOS CANALES
DE SODIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE MODELADOS

Para la comparacion de los canales cristalizados y los modelos generados, se realiza el
alineamiento de la secuencia aminoacidica del canal cristalizado y del canal modelado

1.1 Canal cristalizado bacterial 3RVY con el canal de sodio dependiente de voltaje 1.4
(hNavl1.4)

1.1.1. Comparacion del dominio | (DI) del canal bacterial y el hNav1.4

1 11 21 31 41

3rvy.pdb, chain A 101 MYLRITNIVE SSFFTKFIIY LIVLNGITM LETSKTFMQS F YTTLFNQ

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainA 1|| FRAAIKVLI HALFSMFIMI TILTNCVFMT MSDPF . . ... . . IPWSKNVEY
51 61 71 81 91

3rvy.pdb, chain A 10511 VITIFTIELI TLRIY..... VHR[{I SFFKD WSLFDFFVVA [ISLVPTS.

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainA 44|TFTC [ YTFES L IKI|ILARGFC VDDFTFLRD WNWLDFSVIM MAYL|. TEFVD
101 111 121 131 141

3rvy.pdb, chain A 1093 . S|IGFEILRVL RVLRLFRLVT AVPQMRKIVS ALISVI ML SVIALMTLFF

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainA 93 LGN | SALRTF RVLRALKTIT VI LKTIV ALIQSVKKLS DVMILTVFCL
151 161 171 181 191

3rvy.pdb, chain A ML2YIFAIMATQL FGERFPEWF TLGESFYTLF QVMTLESWSM | VRPLMEVY

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainA 143|SVFALVGCLOL FMGCNLROLFD TFSWAFLALF RLMTQDYWEN LFQLTLRAA
201 211 221

3rvy.pdb, chain A MR2PYAWVFFIPF |FVVTFVMIN LVVAICVDAM

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainA 193 KTYMIFFVVI [FLGSFYLIN LILAVVAMAY

Figura 1. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del dominio DI de los canales bacterial y del
dominio DI del hNay1.4. Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62
Chimera 1.11.2.

Figura 2. Representacion en liston de la superposicion del dominio DI del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DI del canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 de humano (hNay1.4) (verde). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado como en el modelo
generado se encuentran en la misma posicién. A) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6). B) Imagen de la comparacion de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
que conforman al poro.

96




Tabla 1. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DI tanto en el canal bacterial como en el hNay1.4.

Residuos
aminoacidicos F14 F17 118 122 N25 M29 155 T57 E59 164
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos F133 F136 1137 1141 N144 M148 1167 T169 E171 1176
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos V71 F76 D79 P80 wa1l D85 F86 V88 L107 R108
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos V183 F188 D191 P192 W193 D197 F198 V200 L218 R219
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos R111 V112 L113 R114 T120 P123 1128 V129 A131 L132
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos R222 V223 L224 R225 T231 P234 1239 V240 A242 L243
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos 1133 V142 L145 F153 Al54 Q159 L160 F161 T171 F176
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos 1244 V253 L256 F264 A265 Q270 L271 F272 T391 F396
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos L179 F180 M183 T184 W188 L196 F206 F207 1211 F212
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos L399 F400 M403 T404 W408 L416 F426 F427 1431 F432
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos F216 1219 N220 L221 A224 A229
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos F436 1439 N440 L441 Ad44 A449
hNa,1.4

1.1.2. Comparacion del dominio 11 (DI1) del canal bacterial y el hNav1.4

1 1 21 31 41

3rvy.pdb, chain B 2000[MYLRITNIVE SSFFTKFIIY LIVLNGITM LET[SKTFMQS FGVYTTLFNQ

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainB 223 FKN | |HLIVM DPFVDLEITI CIVLNTLFMA ME . HYPMTEH FODNVLTVGNL
51 61 71 81 91

3rvy.pdb, chain B 2051[IVITIFTIEI ILRIYVHR|. | [SFFKDPWSLF DFFVVAISL .. . VPITSSGF

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainB 272 VF TG | FTAEM VLKL IAMDPY [EYFQQGWNIF DSI IVTLSL|V ELGLANVQGL
101 111 121 131 141

3rvy.pdb, chain B 2096 EI LRVLRVLR LFRLVTAV MRKIVSALIS VI MLSVIA LMTLFFYIFA

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainB 322 SVLRSFRLLR VFKLAKSWPT LNMLIKIIGN SVGALGNLTL VLAIIVFIFA
151 161 171 181 191

3rvy.pdb, chain B 2146 | MATQLFGER F |EV\WF TLGE SFYTLFQVMT LESWSMGI VR LMEVIYPY . .

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainB 372 VVCMOQLFCKS YKIE.CKIALD SFLIVFRILC El.W. I[ETMW DCMEVAGQAM
201 21 221

3rvy.pdb, chain B 2194|/AWVFFIPFIF VVTFVMINLY VAICVDAM

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainB 419 CL TVFLMVMV [CNLVVLNLF LALLLSSF

Figura 3. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIl del canal bacterial y el DIl del hNay1.4.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2.




1)
Figura 4. Representacion en liston de la superposicion del dominio DII del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DII del canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 de humano (hNay1.4) (verde). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la posicion
de los segmentos 1-6 (S1-S6) . B) Imagen de la comparacion de los segmentos 5y 6 (S5 y S6) que
conforman al poro.

Tabla 2. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIl tanto en el canal bacterial como en el
hNa,1.4.

Residuos
aminoacidicos 15 18 V9 F13 118 122 V23 L24 N25 M29
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos 1571 1574 1575 F579 1584 1588 V589 L590 N591 M595
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos E32 F41 T46 N49 155 F56 T57 E59 L62 F73
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos E598 F606 T611 N614 1620 F621 T622 E624 L627 F638
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos W77 F80 D81 V85 S88 L89 G99 L103 R104 R107
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos W642 F645 D646 V650 S653 L654 G664 L668 R669 R672
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos L109 R110 F112 L114 P119 1148 F49 A150 Q155 L156
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos L674 R675 F677 L679 P684 1713 F714 A715 Q720 L721
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos F157 G158 E163 S171 F172 F176 E182 w184 M193 E194
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos F722 G723 E728 S750 F751 F755 E761 W762 M770 E771
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos V195 F205 V215 N218 L219 A222
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos V772 F782 V792 N795 L796 A799
hNa,1.4
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1.1.3. Comparacion del dominio 11 (DI11) del canal bacterial y el hNay1.4

3rvy.pdb, chain C

001_Nav14_Alin...do.pdb, chain C 447

3rvy.pdb, chain C

001_Nav14_Alin...do.pdb, chain C 497

3rvy.pdb, chain C

001_Nav14_Alin...do.pdb, chain C 546 Y K

3rvy.pdb, chain C

001_Nav14_Alin...do.pdb, chain C 596 |S |

3rvy.pdb, chain C

F
001_Nav14_Alin...do.pdb, chain C 646 L v

1 11 21 31 41
M0IMYLRITNIVE SSFFTKFIIY LIVLNGITM LETISKTFMQS .[FGVYTTLFN
LRRACFKIVE HNWFETFIVF MILLSSGALA FED|IYIEQRR V[ IRTILEYAD
51 61 71 81 o1
1050‘QIVITIFTIE IILRIYVH‘.. RISFFKDPWS LFDFFVVAIS LVPT|SS .
KVFTYIFIME MLLKWVAYGF KV . [YFTNAWC WLDFLIVDVS I ISLVANWL
101 111 121 131 141
1095FEILRVLRVL RLFRLVTAYV QMRKIVSALI sSVI MLSVI ALMTL IF‘
SLRTLRAL RPLRALSRFE MRVVVNALL AIPSIMNVL LVCLI | F
151 161 171 181 191
1145/ A I MATQLFGE RFPEWFCGTL ESFYTLFQVM TLESWSMGI|V RPLMEYV YA
MGVNLFA KEYYCIDNV LGYLSLLQVA TFKGWMDIMY QPQYEV YM
201 211 221
M5SWVFFIPFIFV VTFVMINLVV AIC\/DAM‘
FVIFIIF SFFTLNLFI VIIDNF

Figura 5. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del dominio DIl del canal bacterial y el dominio
DIlI del hNay1.4. Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera

1.11.2

Figura 6. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIII del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DIl del canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 de humano (hNay1.4) (verde). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la posicion
de los segmentos 1-6 (S1-S6) . B) Imagen de la comparacion de los segmentos 5y 6 (S5 y S6) que

conforman al poro.

Tabla 3. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIII tanto en el canal bacterial como en el

hNay1.4.

Residuos
aminoacidicos
Bacterial
(3RVY)

V9

E10

F14

F17

118

122

L24

E32

156

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

11027

V1028

E1029

F1033

F1036

11037

11041

L1043

E1051

11075

Residuos
aminoacidicos
Bacterial
(3RVY)

F57

E60

L63

F75

W79

D83

F84

V87

S90

G100

Residuos
aminoacidicos
hNa.1.4

F1076

E1079

L1082

F1093

W1097

D1101

F1102

V1105

51108

G1118
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Residuos
aminoacidicos
Bacterial
(3RVY)

L104

R105

L107

R108

L110

R111

R114

M122

R123

V126

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

L1128

R1129

L1131

R1132

L1134

R1135

R1138

M1146

R1147

V1150

Residuos
aminoacidicos
Bacterial
(3RVY)

A128

L129

1133

P134

V139

F146

1149

F150

1152

M153

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

A1152

L1153

11158

P1159

V1164

F1171

11174

F1175

11177

M1178

Residuos
aminoacidicos
Bacterial
(3RVY)

L157

F158

F162

G170

L176

Q178

V179

T181

W185

P192

Residuos
aminoacidicos
hNa.1.4

L1182

F1183

F1186

G1131

L1137

Q1139

V1140

T1142

W1146

P1163

Residuos
aminoacidicos
Bacterial
(3RVY)

E195

V196

Y199

F204

F206

1207

F213

N217

L218

D225

Residuos
aminoacidicos
hNa.1.4

E1166

V1167

Y1170

F1175

F1178

11179

F1184

N1188

L1189

D1196

1.1.4. Comparacion del dominio IV (DIV) del canal bacterial y el hNav1.4

3rvy.pdb, chain D

001_Nav14_Alin...do.pdb, chainD 673 | ©

3rvy.pdb, chain D

001_Nav14_Alin...do.pdb, chain D 722

3rvy.pdb, chain D

001_Nav14_Alin...do.pdb, chain D 772

3rvy.pdb, chain D

001_Nav14_Alin...do.pdb, chain D 822

3rvy.pdb, chain D

2
001_Nav14_Alin...do.pdb, chain D 869

1

41

1
2001[MY LR I TN I SSF FITY LIVLNGITM LE|T TFMQS F VV__LFT»Q‘
MVYDL KQA TIMI LICLNMVTMM VET Q.SQL KVDILYNINM
51 61 il 81 91
2051‘IVI'IF_I I ITLR HRIS FFKDPWSLFD FFVVAISLYV TSSGF LR\/‘
IFIITIFT C VLK LRQY YFTVGWNIFD FVVVILSIV LALLF IRL
101 111 121 131 141
2101‘LRVLRLFRLV TAVPQMRKIV SALISVI M LSVIALMTLF FYIFAIMATQ
ARIGRVLRLI RGA IRTLL FALMMSLPAL FNIGLLLFLY MFIYSIFGMS
151 161 171 181 191
2151|[LFCERF FPIEWF TL FYTL FQVMTLESWS MGIVRPLMEV| .YPYAWVFFI
NFAYVKKE .. |[ETF II1CL FEITTSA . DGLLNPILNS D CFFC
201 211 221
200 FVVTF I'NL AICVD AM
SYIIISFL VNM AIITLE NF

Figura 7. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIV del canal bacterial y el DIV del hNay1.4.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2.
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Figura 8. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIV del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DIV del canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 de humano (hNay1.4) (verde). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la posicion
de los segmentos 1-6 (S1-S6) . B) Imagen de la comparaciéon de los segmentos 5y 6 (S5 y S6) que
conforman al poro.

Tabla 4. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DVI tanto en el canal bacterial como en el

hNay1.4.

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

V9

F14

118

L21

122

L24

N25

T28

M29

E32

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

V1350

F1355

11359

L1362

11363

L1365

N1366

T1368

M1369

E1372

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

T33

Q39

N49

151

153

155

F56

T57

E59

L62

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

T1373

Q1378

N1389

11391

11393

11395

F1396

T1397

E1399

L1402

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

R68

F72

W76

F79

D80

F81

V83

V84

S87

V89

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

R1408

F1412

W1416

F1419

D1420

F1421

V1423

V1424

51427

V1429

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

F95

R99

R102

R105

R108

L109

R117

Al122

L123

P128

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

D1447

R1451

R1454

1457

R1460

L1461

R1469

Al1474

L1475

P1480

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

L136

L139

1143

1146

F152

E158

Ti61

G163

S165

L170

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

L1488

L1491

11495

11498

F1504

E1510

T1520

G1523

$1525

L1529
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Residuos

aminoacidicos F171 T175 W179 G182 P186 P193 F198 F199 1203 N212

Bacterial (3RVY)

Residuos

aminoacidicos F1530 T1534 W1538 G1540 P1544 P1551 F1577 F1578 11582 N1591

hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos A216 1217
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos A1595 11596
hNa,1.4

1.2 Canal cristalizado bacterial 3RVY con el canal de sodio dependiente de voltaje 1.5
(hNavl1.5)

1.2.1. Comparacion del dominio | (DI) del canal bacterial y el hNav1.5

1 11 21 31 41

RMSD: ca o

3rvy.pdb, chain A 1001[MYLRITNIVE SSFFTKFIIY LIVLNGITM LETSKTFMQS F YTTLFNQ

002_Nav15Alig_...as.pdb, chainA 1| FRAAVKILY HSLFNMLIMC TILTNCVFMA QHDPP .. ... [ PWTKYVEY
51 61 7 81 91

RMSD: ca R .

3rvy.pdb, chain A 1051[IVITIFTIEI TLRIY|..... VHR[I SFFKD WSLFDFFVVA [ISLVPTS. ..

002_Nav15Alig_...as.pdb, chainA 44|TFTAIYTFES LVKILARGFC LHAFTFLRD WNWLDFSVII MAYT|. TEFVD
101 111 121 131 141

RMSD: ca o o o

3rvy.pdb, chain A 1093 . SGFEILRVL RVLRLFRLVT AVPQMRKIVS ALISVI ML SVIALMTLFF‘

002_Nav15Alig_...as.pdb, chain A 93 LCNVSALRTF RVLRALKTIS VISCLKTIV ALIQSVKKLA DVMVLTVFCL
151 161 171 181 191

RMSD: ca

3rvy.pdb, chain A 1142|YIFAIMATQL FGERFPEWF TLGESFYTLF QVMTLESWSM I'VRPLMEVY

002_Nav15Alig_...as.pdb, chain A 143|SVFAL |CLQL FMGCNLRALFD SFAWAFLALF RLMTODCWER LYQQTLRSA
201 211 221

RMSD: ca

3rvy.pdb, chain A 1192| YAWVFFIPF IFVVTFVMIN LVVAICVDAM

002_Nav15Alig_...as.pdb, chain A 193K | YM I FFMLY |IFLGSFYLVN LILAVVAMAY

Figura 9. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del dominio DI del canal bacterial y el dominio
DI del hNay1.5. Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera
1.11.
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Figura 10. Representacion en liston de la superposicion del dominio DI del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DI del canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 de humano (hNay1.5) (rojo). En donde
se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado se
encuentran en la misma posicién. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la posicién
de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6) que
conforman al poro.

Tabla 5. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DI tanto en el canal bacterial como
en el hNay1.5.
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Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

F216 N220 L221

1.2.2. Comparacion del dominio Il (DIl) del canal bacterial y el hNa,1.5

RMSD: ca
3rvy.pdb, chain B CRTTNIVE SSFFTKFIIY LIVLNGITMG LETSKTFMQS .FGVYTTLFN
D02_NaviSAlig_..as'pdb)chain® 223|| KQGVKLVVM DPFTDLTITM CIVLNTLFMA LIE HYNMTS E[FEEMLQVGN|
Natoc 51 61 7 81 91
MSD: ca R -~ ot
, chain B [@QIVITTFTIE TILRITYVHARI| SFFK.DPWSL FDFFVVAISL . VPTSSG]
[SAlig as:pdbjchain® 271|LVFTGIFTAE MTFKIIALDP| YYYFQQGWNI FDSIIVILSL| MELGLSRMSN|
101 m 121 131 141
RMSD: ca e S N T S L —
3rvy.pdb, chain B 2005[FETLRVLRVL RLFRLVTAVP QMRKIVSALI SVIPGMLSVI ALMTLFFYTF|
002_NaviSAlig_..aspdbchainB 321|LSVLRSFRLL RVFKLAKSWP TLNTLIKI I NSVGALGNLT LVLAIIVFIF
151 161 171 181 191
RMSD: ca . - - -]
vy.pdb, 2145[ATMATQLFGE RFPEWFGTLG ESFYTLFQVM TLESWSMGTV RPLMEVIYPY.
EhainB 371/AVVGMQLFGK NYS[E.ILRDSD SGFLIIFRIL CGE[.W. I[ETM WDCMEV|SGQS
201 211 221
RMSD:ca
vy.pdb, chain 2194 [AWVFFIPFI FVVTIFVMINL VVAICVDAM}
002_NaviSAlig_...as.pdb,chain® 418 LICLLVFLLVM VIGNLVVLNL FLALLLSSF|

Figura 11. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIl del canal bacterial y el DIl del hNay1.5.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2.

¢ S5

Figura 12. Representacion en liston de la superposicion del dominio DII del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DIl del canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 de humano (hNay1.5) (rojo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
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posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacion de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
que conforman al poro.

Tabla 6. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIl tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.5.

1.2.3. Comparacion del dominio Il (DIIl) del canal bacterial y el hNa,1.5
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1 1 21 31 41

RMSD: ca - [ -
3rvy.pdb, chain C 100IMYLRTTNIVE SSFFTKFIITY LIVLNGITM L|.ET|ISKTFMQ SFGVYTTLFN
002_Nav15Alig_...as.pdb, chainC 447 LRKTCYHI|VE HSWFETFIIF MILL ALA FIEDIIYLEERK TIKVLLEYAD
51 61 4l 81 91
RMSD: ca vy s -
.pdb, chain C 1050Q I VITIFTIE TILRIYVH|.R ISFFKDPWSL FDFFVVAISL| ...VPTS[SGF
002 NaviSAlig_...as;pdb)chain€ 497 KMFTYVFVLE MLLKWVAY|GIF KKYFTNAWCW LDFLIVDVSL VSLVANT|ILGF
101 1M1 121 131 141
RMSD; ca — N -
.pdb, chain C 1096[ETLRVLRVLR LFRLVTAV MRKIVSATI Vi MLSVIA LMTLFFYIFA
002_Nav15Alig_...as.pdb, chainC 547 KS LR T LRALR LRALSRFE MRVVVNALYV Al IMNVLL VCLIFWLIFS
151 191
RMSD: ca R L
3rvy.pdb, chain C 1146[TMAT Q CMEVYPYAW
002_Nav15Alig_...as.pdb, chainC 597 | M V1 QWEYNLYMY
201
RMSD: ca
3rvy.pdb, chain C 1196(VF F I

002_Nav15Alig_...as.pdb, chain € 647 | v 7 V |

Figura 13. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIl del canal bacterial y el DIl del hNay1.5.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2
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Figura 14. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIl del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DIl del canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 de humano (hNay1.5) (rojo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicién. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
que conforman al poro.

Tabla 7. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIII tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.5.
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1.2.4. Comparacion del dominio IV (DIV) del canal bacterial y el hNav1.5

1 11 21 31 41

RMSD: ca I

3rvy.pdb, chain D 20001MYLRITNIVE SSFFTKFIIY LIVLNGITM LETSKTF|MQS F VYTTLFNQ‘

002_Nav15Alig_...as.pdb, chainD 673|YQCF |FD|VT KQAFDVTIMF LICLNMVTMM VETDDQ.SPE KINILAKINL
51 61 7 81 91

RMSD: ca o .

3rvy.pdb, chain D 2051(IVITIFTIEI ITLRIYVHRIS FFKDPWSLFD FFVVAISLYV TSS FEILRV‘

002_Nav15Alig_...as.pdb, chainD 722|LFVAIFTCEC |IVKLAALRHY YFTNSWNIFD FVVVILSI|V TVLLFRVIRL
101 11 121 131 141

RMSD: ca o o

3rvy.pdb, chain D 211[LRVLRLFRLY TAVPQMRKIV SALISVI M LSVIALMTLF FYIFAIMATQ‘

002_Nav15Alig_...as.pdb, chainD 772|/AR | GCR I LRL I RCAKGIRTLL FALMMSLFAL FNIGLLLFLY MFIYSIFCMA
151 161 171 181 191

RMSD: ca

3rvy.pdb, chain D 2151|LFGIERF P EWF TLGESFYTL FQ\/MTLES\\MS MG 1 VR LMEV| Y‘ YAWVFFI‘

002_Nav15Alig_...as.pdb, chainD 822/NFA . . YVKWE QTFANSMLCL FQITTSA . DGLLSPILNT YGILFFT
201 211 221

RMSD: ca

3rvy.pdb, chain D 2200PFIFVVTFVM INLVVAICVD AM|

002_Nav15Alig_...as.pdb, chainD 869|T Y | | | SFLIV VNMYIAIILE NF

Figura 15. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIV del canal bacterial y el DIV del hNay1.5.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

Figura 16. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIV del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DIV del canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 de humano (hNay1.5) (rojo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
que conforman al poro.
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Tabla 8. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIV tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.5.




1.3 Canal cristalizado bacterial 3RVY con el canal de sodio dependiente de voltaje 1.6
(hNav1.6)

1.3.1. Comparacion del dominio I (DI) del canal bacterial y el hNav1.6

1 1" 21 31 M

3rvy.pdb, chain A 1001MYLRITNIVE SSFFTKFIIY LIVLNGITM LETSKTFMQS FGVYTTLFNQ

003_Nav6_sin_asas.pdb, chain A 1MFIRIAIKILI HSVFSMIIMC TILTNCVFMT FISNPP. .. .. . . DWSKNVEY
51 61 il 81 91

3rvy.pdb, chain A 1051(IVITIFTIEI [|TLRIYVHRIS FFKDPWSLFD FFVVAISLVIP TS. .. S|GFE

003_Nav6_sin_asas.pdb,chainA 44 TFTG | YTFES ARGFCIDGFT FLRDPWNWLD FSVIMMAYI|. TEFVNLGNVS
101 111 121 131 141

3rvy.pdb, chain A 1097 LRVLRVLRL FRLVTAVPQM RKIVSALISY [|IPGMLSVIAL MTLFFYIFAI

003_Nav6_sin_asas.pdb,chainA 93|/ALRTFRVLRA LKTISVIPGL KTIVGALIQS VKKLSDVMIL TVFCLSVFAL
151 161 171 181 191

3rvy.pdb, chain A 1147MATQLF[. . .. ERFPEWFIGT LGESFYTLFQ VMTLESWSM I VRPLMEV)YP

003_Nav6_sin_asas.pdb, chainA 143|| CLOLFMGNL RNKCVVW.DT FSWAFLALFR LMTQDYWENL YQLTLRAAGK
201 211 221

3rvy.pdb, chain A M3YAWVFFIPFI FVVTFVMINL VVAICVDAM

003_Nav6_sin_asas.pdb, chain A 192|TYM|FFVLVI| FVCSEYLVNL |LAVVAMAY

Figura 17. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DI del canal bacterial y el DI del hNay1.6.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2
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Figura 18. Representacion en liston de la superposicion del dominio DI del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DI del canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 de humano (hNay1.6) (amarillo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)

que conforman al poro.

Tabla 9. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DI tanto en el canal bacterial como

en el hNay1.6.

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

S12

F14

118

122

N25

M29

155

T57

E59

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.6

1128

$132

F134

1138

1142

N145

M149

1168

T170

E172

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

F71

D74

P75

W76

D80

F81

V83

T91

L102

R103

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.6

F189

D192

P193

W194

D198

F199

V201

T208

L219

R220

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

R106

V107

L108

R109

P118

1123

V124

Al126

L127

T128

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.6

R223

V224

L225

R226

P235

1240

V241

A243

L244

T245

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (3RVY)

L140

F148

A149

Q154

L155

F156

W167

T170

F175

L178

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.6

L257

F265

A266

Q271

L272

F273

W284

T355

F360

L363
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Residuos
aminoacidicos F179 M182 T183 W187 L195 F205 F206 1210 F211
Bacterial (3RVY)

V212

Residuos
aminoacidicos F364 M367 T368 W372 L379 F390 F391 1395 F396
hNa,1.6

V397

Residuos
aminoacidicos F215 N219 L220 A223
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos F400 N404 L405 A408
hNa,1.6

1.3.2. Comparacion del dominio Il (DII) del canal bacterial y el hNav1.6

1 11 21 31

3rvy.pdb, chain B 2000 /MYLRITNIVE SSFFTKFIIY LIVLNGITM LE|. TSKT FMQSFGVYTT

003_Nav6_sin_asas.pdb, chainB 221 L KE | VNLI|IVM DPFVDLAITI CIVLNTLFMA MEHHPMT?®Q . .[FEHVLA
51 61 71 81 91

3rvy.pdb, chain B 2047 LFNQIVITIF TIEIITLRIYV HRISFFK.|D WSLFDFFVVA [SL v I

003_Nav6_sin_asas.pdb, chainB 266 VCNLVFTCI|F TAEMFLKLIA MDPYYYFOQE WNIFDGFIVS LSLMELSLAD
101 111 121 131 141

3rvy.pdb, chain B 2092[SSGFEILRVL RVLRLFRLVT AVPQMRKIVS ALISVI ML S\/IALMTLFF|

003_Nav6_sin_asas.pdb, chainB 316 VECLSVLRSF RLLRVFKLAK SWPTLNMLIK | IGNSVGAL NLTLVLAI IV
151 161 171 181 191

3rvy.pdb, chain B 2142Y I FAIMATQL FGERFPEWF . TLGESFYTL FQVMT|ILESWS MGIVRPLMEV

003_Nav6_sin_asas.pdb, chainB 366/ F | FAVVCMQL FCKSYPRWHM HDFFHSFLIV FRVLCIGE. . W [[ETMWDCMEV
201 211 221 231

3rvy.pdb, chain B 2191 . . YPYAWVFF IPFIFVVTFV MINLVVAICV DAM

003_Nav6_sin_asas.pdb, chainB 414 ACQAMCL | VF MMVMVIGNLY VLNLFLALLL SSF

Figura 19. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIl del canal bacterial y el DIl del hNay1.6.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2
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Figura 20. Representacion en liston de la superposicion del dominio DII del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DIl del canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 de humano (hNay1.6) (amarillo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
gue conforman al poro.

Tabla 10. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DII tanto en el canal bacterial
como en el hNay1.6.

Residuos
aminoacidicos 18 V9 F13 118 122 V23 L24 N25 M29 E32
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos L66 V750 F754 1759 1763 V764 L765 N766 M770 E773

hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos T37 FAS N53 159 F60 T61 E63 L66 ws1 F84
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos T778 F781 N789 1795 F796 T797 E799 L802 W817 F820

hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos D85 F87 V89 S92 L93 G103 L107 R108 R111 L113
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos D821 F823 V825 S828 L829 G839 L843 R844 R847 L849
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos R114 F116 L118 P123 1152 F153 Al154 Q159 L160 F161
Bacterial (3RVY)
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Residuos
aminoacidicos R850 F852 L854 P859 1888 F889 A890 Q895 L896 F897
hNa,1.6
Residuos
aminoacidicos G162 P166 W168 S176 F177 F181 V183 E187 M198 E199
Bacterial (3RVY)
Residuos
aminoacidicos G898 P915 W917 S925 F926 F930 V932 E936 M945 E946
hNa,1.6
Residuos
aminoacidicos V200 F210 V220 N223 L224 A227
Bacterial (3RVY)
Residuos
aminoacidicos V947 F957 V967 N970 L971 A974
hNa,1.6
1.3.3. Comparacion del dominio 111 (DI111) del canal bacterial y el hNav1.6
1 1 21 31 41
3rvy.pdb, chain C 1001[MYLRITNIVE SSFFTKFIITY LIVLNGITMG LE|. T[SKTFMQ SFGVYTTLFN
003_Nav6_sin_asas.pdb, chainC 447|LRKTCFLIVE HNWFETFI||F MILLSSCALA FEEJYIEQRK TIRTILEYAD
51 61 71 81 91
3rvy.pdb, chain C 1050[QTVITIFTIE [TLRIYVH.R ISFFKDPWSL FDFFVVAISL w. ‘T F
003_Nav6_sin_asas.pdb, chainC 497 [KVFTY | FILE MLLKWTAYGF VKFFTNAWCW LDFLIVAVSL VSLIANALGY
101 11 121 131 141
3rvy.pdb, chain G 1096[ETLRVLRVLR LFRLVTAVPQ MRKIVSALIS VIPGMLSVIA LMTLFFYIFﬂ
003_Navé_sin_asas.pdb,chainC 547 KSLRTLRALR PLRALSRFEGC MRVVVNALYG AIPSIMNVLL VCLIFWLIFS
151 161 171 181 191
3rvy.pdb, chain C 1146[TMATQLFGER F EWF«‘TL ESFYTLFQVM TLESWﬂM IV RPLMEVYPYA
003_Navé_sin_asas.pdb, chain€C 597|| MGVNLFACK YHYCFNDNVC AGYLALLQVA TFKGWMDIMY QPKYEDNIYM
201 211 221
3rvy.pdb, chain C M95WVFFIPFIFV VIFVMINLYVV AICVDAM
003_Nav6_sin_asas.pdb,chainC 647|Y | YFV | F | | F SFFTLNLF I VIIDNF

Figura 21. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIl del canal bacterial y el D111 del hNay1.6.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

A) S5
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Figura 22. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIII del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DIl del canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 de humano (hNay1.6) (amarillo).
En donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo
generado se encuentran en la misma posicién. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos
mostrando la posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacion de los segmentos 5 y
6 (S5 y S6) que conforman al poro.

Tabla 11. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIII tanto en el canal bacterial
como en el hNay1.6.

Residuos
aminoacidicos 18 V9 E10 F14 F17 118 119 122 L24
Bacterial (3RVY)

E32

Residuos
aminoacidicos 11194 V1195 E1196 F1200 F1203 11204 11205 11208 L1210
hNa,1.6

E1218

Residuos
aminoacidicos 156 F57 E60 L63 F73 F74 W78 D82 F83
Bacterial (3RVY)

V86

Residuos
aminoacidicos 11242 F1243 E1246 L1249 F1259 G1260 W1264 D1268 F1269
hNa,1.6

V1272

Residuos
aminoacidicos A87 S89 L90 VIl G99 L103 R104 L106 R107
Bacterial (3RVY)

L109

Residuos
aminoacidicos A1273 S1275 L1276 V1277 G1285 L1295 R1296 L1298 R1299
hNa,1.6

L1301

Residuos
aminoacidicos R110 R113 M121 R122 V125 Al127 L128 1132 P133
Bacterial (3RVY)

V138

Residuos
aminoacidicos R1302 R1305 M1313 R1314 V1317 A1319 L1320 11324 P1325
hNa,1.6

V1330
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Residuos
aminoacidicos F145 1148 F149 1151 M152 L156 F157 F165 G170 L176
Bacterial (3RVY)
Residuos
aminoacidicos F1337 11340 F1341 11343 M1344 L1348 F1348 F1357 G1400 L1406
hNa,1.6
Residuos
aminoacidicos Q178 V179 T181 W185 P192 E195 Y199 F204 F207 1208
Bacterial (3RVY)
Residuos
aminoacidicos Q1408 V1409 T1411 W1415 1431 E1438 Y1440 F1443 Fl1446 11447
hNa,1.6
Residuos
aminoacidicos F213 N217 L218 D225
Bacterial (3RVY)
Residuos
aminoacidicos F1453 N1457 L1458 D1465
hNa,1.6
1.3.4. Comparacion del dominio IV (DIV) del canal bacterial y el hNav1.6
1 11 21 31 41
3rvy.pdb, chain D 2001 MYLRITNIVE SSFFTKFIIY LIVLNGITMG LETSKTFMQS FGVYTTLFNQ
003_Navé_sin_asas.pdb, chain D 574‘| QG IVFDFVT QQAFDIVIMM LICLNMYTMM \/‘ETD .‘TQSKQ MEN I LYWIN L‘
51 61 71 81 o1
3rvy.pdb, chain D ___2051[IVITIFTIEI ILRIYVHRIS FFKDPWSLFD FFVVAISLVP 158§ FEILRV‘
003_Nav6_sin_asas.pdb, chainD 723|VFV I FFTCEC VLKMFALRHY YFTIGWNIFD FVVVILSIVG MPTLFRVIRL
101 111 121 131 141
3rvy.pdb, chain D ___2101[LRVLRLFRLV TAVPQMRKIV SALISVIPGM LSVIALMTLF FYIFAIMATQ‘
003_Nav6_sin_asas.pdb, chainD 773/AR | CR | LRL| KCAKCIRTLL FALMMSLPAL FNIGCLLLFLY MFIFSIFCMS
151 161 171 181 191
3rvy.pdb, chain D 2151[LFCERFPEWF GTLGESFYTL FQVMTLESWS MGIVRPLMEV YPYAWVFFI
003_Nav6_sin_asas.pdb, chainD 823N FAIDDMFNF ETFCNSMICL FQITTSA WD‘ ‘ LLLPILNR v |r=v=r=vs‘
201 211 221
3rvy.pdb, chain D 2201[F I FVVTFVMI NLVVAICVDA M
003_Nav6_sin_asas.pdb, chain D 872‘\( I1ISFLIVY NMYIAIILEN F‘

Figura 23. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIV del canal bacterial y el DIV del hNay1.6.

Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2
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Figura 24. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIV del canal bacterial cristalizado
3RVY (azul) con el DIV del canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 de humano (hNay1.6) (amarillo).
En donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo
generado se encuentran en la misma posicién. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos
mostrando la posicién de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacion de los segmentos 5 y
6 (S5 y S6) que conforman al poro.

Tabla 12. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIV tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.6.

Residuos
aminoacidicos V9 F14 118 L21 122 L24 N25 T28 M29 E32
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos V1519 F1524 11528 L1531 L1532 L1534 N1535 T1538 M1539 E1542
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos T33 T36 N49 F56 T57 E59 L62 R68 F72 W76
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos T1543 T1545 N1558 F1565 T1566 E1568 L1571 R1577 F1581 W1585
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos F79 D80 F81 V83 V84 S87 V89 F95 R99 R102
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos F1588 D1589 F1590 V1592 V1593 S1596 V1598 Fi616 R1620 R1623
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos R105 R108 L109 R117 Al122 L123 P128 L136 L139 1143
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos R1626 R1629 L1630 R1638 A1643 L1644 P1649 L1657 L1660 11664
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos F144 1146 F152 F160 T162 G164 S166 L170 F171 Q172
Bacterial (3RVY)

117




Residuos
aminoacidicos F1665 11667 F1673 F1688 T1690 G1692 S1694 L1698 F1699

hNa,1.6

Q1700

Residuos
aminoacidicos T175 W179 G182 P186 P192 F197 F198 1202 w211
Bacterial (3RVY)

A215

Residuos
aminoacidicos T1703 W1707 G1709 P1713 P1719 F1745 F1746 11750 W1759
hNa,1.6

A1763

Residuos
aminoacidicos 1216
Bacterial (3RVY)

Residuos
aminoacidicos 11764
hNa,1.6

Figura 24a. Cuadros de Ramachandran, estos cuadros representan las posiciones de las cadenas laterales
de acuerdo a los angulos Phi (angulo formado entre el Amino terminal y Carbono alfa) y Psi (angulo
formado entre el Carbono alfa y el carboxilo terminal). A) En el cuadro de Ramachandran del Nav1.4, nos
muestra que la estructura del canal es mayoritariamente de alfa hélices. B) En el cuadro de Ramachandran
del Nav1.5, la representacion muestra que la estructura del canal es mayoritariamente de alfa hélices. C)
En el cuadro de Ramachandran del Nav1.6, se presenta que la estructura del canal es mayoritariamente de
alfa hélices.

2. COMPARACION DEL CANAL CRISTALIZADO (4DXW) CON LOS CANALES
DE SODIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE MODELADOS

2.1 Canal cristalizado bacterial 4DXW con el canal de sodio dependiente de voltaje 1.4
(hNavl1.4)

2.1.1. Comparacion del dominio I (DI) del canal bacterial y el hNay1.4
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001_4dxw-het_alig.pdb, chainA 2 .[TFFFSSLKD NRIFQFTVVS IIILNA\/LI‘ ATTYELDPILF LETIHLLDY ‘
qseqi1_A.B99990002.pdb 1LDPYYSNKK KAIFRFSAT ALLTNCVFEM . TMSD WS KNVEYTFTGI
51 61 7 81 91
001_4dxw-het_alig.pdb, chainA 51| TIFFVIEIL IRIFICG. . ... . ... . SGWN|I [FD|. .. ... .. .TIVIVAISLI
qseqi1_A.B99990002.pdb 49YTFESLIKIL AR]. FCVDD FTFLRDPWNW |[LDFSVIMMAY LTEFVDLGNI
101 111 121 131 141
001_4dxw-het_alig.pdb, chain A 82(F|[VLRLLRIFR VLRLISVIPE LKQIITEAILE SVRRVFFVSL LLFIILY|IY
qseqi1_A.B99990002.pdb 97(SIALRTFRVLR ALKTITVI LKTIVGALIQ SVKKLSDVMI LTVFCLS|VFA
151 161 171 181 191
001_4dxw-het_alig.pdb, chain A 132 TMG A | L F N DDPS DLGISLI TLFQVLTLSS WETVMLPMQE
qseqi1_A.B99990002.pdb 147 LVGLQLFMGN LRQKCYV| FNDTNTTFL ALFRLMTQDY WENLFQLTLR
201 211 221 231
001_4dxw-het_alig.pdb, chain A 175 | YW . WSWVYF FSF I | I1CSIT |LNLVIAILV D\/\/QKKL
qseqi1_A.B99990002.pdb 197 AAGKTYMIFF VVIIFLGSFY LINLILAVVA MAYAEQNEA

Figura 25. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DI del canal bacterial y el DI del hNay1.4.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 Chimera 1.11.2

Figura 26. Representacion en liston de la superposicion del dominio DI del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DI del canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 de humano (hNay1.4) (verde). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la posicién
de los segmentos 1-6 (S1-S6). B) Imagen de la comparacion de los segmentos 5 y 6 (S5 y S6) que
conforman al poro.

Tabla 13. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DI tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.4.

Residuos
aminoacidicos P3 S6 K9 113 F14 F16 N25 V27 T32 P38

Bacterial (ADXW)

Residuos
aminoacidicos P85 S88 K91 1102 F103 F105 N144 | V146 T149 P154

hNa,1.4
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Residuos
aminoacidicos T52 157 159 L60 R62 G65 W78 N79 D82 T92
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos T168 1173 1175 L176 R178 G179 W193 N194 D197 T207
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos V95 1100 L103 R104 R107 R110 L112 1115 V117 1118
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos V210 1215 L218 R219 R222 R225 L227 1230 V232 1233
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos P119 L121 K122 1124 A127 S131 V132 V138 L141 L146
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos P234 L236 K237 1239 A242 S246 V247 V253 L256 L261
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos A150 G153 L156 G159 N160 R167 W168 D174 1182 F183
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos A265 G268 L271 G274 N275 R282 W283 D289 L399 F400
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos T187 W191 E192 F210 1214 S218 N223 L224 A227
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos T404 W408 E409 FA27 1431 S435 N440 L441 Ad44
hNa,1.4

1.1.2. Comparacion del dominio Il (DI11) del canal bacterial y el hNav1.4
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1 11 21 31 41
001_4dxw-het_alig.pdb,chainB 4 . . . FFSSLKD NR[IFQFTVVS |1 LNAVLI ATTYELDPLF LETIHLLDY ‘
qseq1_B.B99990002.pdb 1CAPWLKLIVM DPFVDLGITI CIVLNTLFMA MEHYPMTEHF DNVLTVGNLV

51 61 71 81 91
001_4dxw-het_alig.pdb, chainB 51 | TIFFVIEI|I L IRF|I . .EK QKASIGWNIFD TVIVAISLI‘F ..‘IFNNSSF
gqseq1_B.B99990002.pdb S1IFTGIFTAEMV LKLIIAMDPYE YFQQGWNIFD SIIVTLSLVIE LGLANVQGL[S

101 111 121 131 141
001_4dxw-het_alig.pdb, chainB 96V LRLLRIFRV LRLISVIFEL KQITEAILES VRRVFFVSLL LFIIL‘YIYAT
gqseq1_B.B99990002.pdb 101 VLRSFRLLRY FKLAKSWPTL NMLIKIIGNS VGALGNLTLY LAIIVIFIFAV

151 161 171 181 191
001_4dxw-het_alig.pdb, chainB 146 M A | LFCNDD FPSRWCDLC IS LITLFQVLTL SSWETVMLEPEM QEI . .  YWWSW
qseq1_B.B99990002.pdb 151 VEMQLFGKSY KECVCKIALD FLIVFRILC. EWIETMWDC MEVAGQAMCL

201 211 221 231
001_4dxw-het_alig.pdb, chanB 194 VY FFSF[I [ IC SITILNLVIA ILVDV\/IQK‘K LE
gqseq1_B.B99990002.pdb 200 TVFLMVIMV | NLVVLNLFLA LLLSSFSADS LA

Figura 27. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIl del canal bacterial y el DIl del hNay1.4.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

© ss

Figura 28. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIl del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DII del canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 de humano (hNay1.4) (verde). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la posicién
de los segmentos 1-6 (S1-S6) . B) Imagen de la comparacion de los segmentos 5y 6 (S5 y S6) que
conforman al poro.
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Tabla 14. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DII tanto en el canal bacterial como en el
hNa,1.4.

Residuos
aminoacidicos 122 L24 N25 Y34 F40 T52 F55 E58 164 G75
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos 1588 L590 N591 Y600 F606 T618 F621 E624 1630 G641
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos W76 N77 178 F79 D80 183 V84 S87 L88 N95
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos W642 N643 1644 F645 D646 1649 V650 S653 L654 N661
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos V101 L102 R103 R106 R109 V110 L113 P118 L120 1124
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos V667 L668 R669 R672 R675 V676 L679 P684 L686 1690
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos 1127 S130 V131 L139 L141 1143 1144 1147 A149 G152
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos 1693 S696 V697 L705 L707 1709 1710 1713 A715 G718
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos L155 F156 G157 F175 L178 W183 M187 E192 F203 1209
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos L721 F722 G723 F755 L758 W762 M766 E771 F782 1788
hNa,1.4

Residuos
aminoacidicos L215 N216 L217 A220 L222
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos L794 N795 L796 A799 L801
hNa,1.4
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1.1.3. Comparacion del dominio 11 (DI11) del canal bacterial y el hNay1.4

1 11 21 31 41

4dxw-het.pdb, chain C 1IMTPFFSSLKD NRIFQFTVVS T 1 I1LNAVLI ATTYELDPLF LETIHLLDY

gseq1_C.B99990003.pdb 1 . . . . . . RRAC FKIVEHNWFE TFIVFMILLS SGALAFEDIY I[EQLEYADKYV
51 61 71 81 91

4dxw-het.pdb, chain C 51IFFVIEIL IRFIGEKQKA DFFKS|GWNIF DTVIVAISLI IPNNSISFLV

qseq1_C.B99990003.pdb 45|FT)Y | FIMEML LKWVAYGFKY _YFTNAWCWL DFLIVDVSI I SLVAN I KS
101 111 121 131 141

4dxw-het.pdb, chainC 101 LRLLR I FRVL RIS‘VI ELK QITEAILESY RRVFFVSLLL FIILYIYATM‘

gseq1_C.B99990003.pdb 94 LRTLRALRPL R|ALSRFEGMR VVVNALLGAI SIMNVLLVC LIFWLIFSIM
151 161 171 181 191

4dxw-het.pdb, chainC 151|C A1 LF . CNDD SRWGDLGIS LITLFQVLTL SSWETVMLPM QEIYWWSWVY

gseq1_C.B99990003.pdb 144 |- VN L FIACIK T KVNYDNVGL YLSLLQVATF KGWMDIMYPQ YEVNLYMYLY
201 211 221

4dxw-het.pdb, chainC 200(FFSF I 1 1CSI1 TILNLVIAIL VDVVIQKKLE

qseq1_C.B99990003.pdb 194|F V | F | I FGCSF FTLNLFIGVI [|IDNFNQQKKK

Figura 29. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIl del canal bacterial y el D11 del hNay1.4.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

Figura 30. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIII del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DIII del canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 de humano (hNay1.4) (verde). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la posicién
de los segmentos 1-6 (S1-S6) . B) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6) que
conforman al poro.
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Tabla 15. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIII tanto en el canal bacterial como en el

hNay1.4.

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

113

123

L28

L41

E42

T59

F62

V63

E65

L67

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

11201

11211

L1216

L1229

E1230

T1247

F1250

V1251

E1253

L1255

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

K76

F80

w84

D88

191

V92

S95

L96

N102

L108

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

K1264

F1267

w1271

D1275

11578

V1279

51282

L1283

N1289

L1302

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

R109

L111

R112

R115

L117

R118

S121

A132

V143

L145

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

R1303

L1305

R1306

R1309

L1311

R1312

S1315

A1326

V1337

L339

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

1149

1153

M157

G158

L161

F162

G164

G175

L181

Q183

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

11343

11347

M1351

G1352

L1355

F1356

G1358

G1406

L1412

Q1414

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

V184

T186

W190

M194

E199

Y207

F208

F211

1212

1213

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

V1415

T1417

w1421

M1425

E1441

Y1449

F1450

F1453

11454

11455

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

S216

L220

N221

L222

1224

D229

Q223

K235

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

51458

L1462

N1463

L1464

11466

D1471

Q1475

K1477
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1.1.4. Comparacion del dominio IV (DIV) del canal bacterial y el hNav1.4

w
=
B~
=

11

1 21
4dxw-het.pdb, chain D 1IMTPFFSSLKD NRI\F‘QFTVVS I'TTLNAVLI ‘ ATTYELDF‘LF ‘LETIHLLDY ‘
qseqi_D.B99990003.pdb 1 | QGMVYDLVT KQAFDITIMI LICLNMVTMM VETDNQSQILK [VDILYNINMI
51 61 il 81 91
4dxw-het.pdb,chanD 51/ TIFFVIE | L .II\ EKQK ADFFKS[GWNI FDTVIVAISL IPIPN‘N‘SSFL‘
qseq1_D.B99990003.pdb 51| F TCECVLKML AL Y. ... . . YFTV[IGWNI FDFVVVILSI VGLALIPTLFR
101 111 121 131 141
Adxw-het.pdb, chainD 100(VLRLLRIFRV LRLISVIFEL KQITEAILES VRRVFFVSLL LFIITLYIYAT
gseq1_D.B99990003.pdb 94|V I RLARICRY LRLIRCAKC| RTLLFALMMS LPALFNIGLL LFLVMFIYSI
151 161 171 181 191
4dxw-het.pdb, chain D 150‘M AILF N‘DD F‘S DL I‘S LITLFQVLTL‘ SSWETVMLPM QEIYWWSWVY‘
qseqi_D.B99990003.pdb 144 FGMSNF|. IDD MFNFIETFGNS | ICLFEITTS AGWDGLLNPI LNSGSIGICF
201 211 221 231
4dxw-het.pdb, chainD 200(FFSF T I ITCST TILNLVIATL VDVVIQKKLE .....
gseq1_D.B99990003.pdb 193|FCSY | | ISFL I VVNMYTAI I LE. .. .. NFN VATEE

Figura 31. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIV del canal bacterial y el DIV del hNay1.4.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

Figura 32. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIV del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DIV del canal de sodio dependiente de voltaje 1.4 de humano (hNay1.4) (verde). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la posicion
de los segmentos 1-6 (S1-S6) . B) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6) que
conforman al poro.
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Tabla 16. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DVI tanto en el canal bacterial como en el

hNay1.4.

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

L8

F14

T17

122

L24

N25

V27

T33

L39

152

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

L1349

F1355

T1358

11363

L1365

N1366

V1368

T1374

L1380

T1397

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

V56

L60

R63

F74

G77

W78

N79

180

F81

D82

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

V1401

L1405

R1408

F1412

G1415

W1416

N1417

11418

F1419

D1420

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

V84

V86

S89

F99

V101

R103

L104

R106

1107

R109

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

V1422

V1424

S1427

F1447

V1449

R1451

L1452

R1454

11455

R1457

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

V110

L111

R112

L113

1114

A126

S130

F135

L139

L140

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

V1458

L1459

R1460

L1461

11462

Al474

S1478

F1483

L1487

L1488

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

L141

F142

1147

Y148

G152

F156

D159

D160

G168

5170

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

L1489

F1490

11495

Y1496

G1500

F1504

D1514

D1515

G1523

51525

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

1172

L174

F175

T179

W183

P189

F201

5203

1205

1206

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

1527

L1529

F1530

T1534

W1538

P1544

F1578

51580

11582

11583

Residuos
aminoacidicos
Bacterial (4DXW)

1207

N214

1217

A218

1219

Residuos
aminoacidicos
hNa,1.4

11584

N1591

11594

A1545

11596
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1.2 Canal cristalizado bacterial 4ADXW con el canal de sodio dependiente de voltaje 1.5
(hNavl.5)

1.2.1. Comparacion del dominio I (DI) del canal bacterial y el hNav1.5

1 1 21 41
001_4dxw-het_alig.pdb, chainA 2| . [TPFFSSLKD NRIFQFTVVS || ILNAVLI ATTYED LF LETIHLLDY
gseq1_A.B99990004.pdb 1LDPFYSTQK KTIFRFSAMC TILTNCVFMA QHD TIKY VE. .YTFTAI

51 61 71 81 91
001_4dxw-het_alig.pdb, chainA 51 | TIFFVIEIL [|IRFI ... ... . .GSGWNIFD . ........ VAISLI \'
qseq1_A.B99990004.pdb 4YTFESLVKIL ARGFCLHAFT FLRDPWNWLD FSVIIMAYTT| EFVDLGNVSA

101 111 121 131 141
001_4dxw-het_alig.pdb, chainA 84 LRLLRIFRVL RLISVIPELK QIIEAILESY RRVFFVSLLL FIILYIYATM
gseq1_A.B99990004.pdb 9@ LRTFRVLRAL KTISVISGLK TIVGALIQSY KKLADVMVLT VFCLSVFALI

151 161 171 181 191
001_4dxw-het_alig.pdb, chain A 134/ CA T LFCNDD SRWGDLGISL ITLFQVLTLS SWETVMLPMQ EIYW.WSWVY
gqseq1_A.B99990004.pdb 149(GLQLFMCGND LVWESFAWAF LALFRLMTQD CWERLYQQTL RSACKIYMIF

201 211 221
001_4dxw-het_alig.pdb, chainA183 FFSF [ I ICS| TILNLVIAIL VDV\/‘IQKKL.
qseq1_A.B99990004.pdb 199 FMLV I FLGSF YLVNLILAVYV AMAYEEQNIA

Figura 33. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del dominio DI del canal bacterial y el dominio
DI del hNayl1.5. Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera
1.11.2 [referencia Chimera].

Figura 34. Representacion en liston de la superposicion del dominio DI del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DI del canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 de humano (hNay1.5) (rojo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
que conforman al poro.
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Tabla 17. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DI tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.5.
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1.2.2. Comparacion del dominio Il (DII) del canal bacterial y el hNav1.5

1 11 21 31 41
001_4dxw-het_alig.pdb, chainB 4 . . . FFSSLKD NRIFQFTVVS ILNLI ATTYELDPLF LETIHLLDY
gseq1_B.B99990002.pdb 1CCPLWMS | KQ VFTDLTITM C[I VILNTLIFMA LEHYNMTSEF EEMLQVGNLYV

51 61 71 81 91
001_4dxw-het_alig.pdb, chainB 51 | TIFFVIEIL |RFICEKQK. . .AS NIFD TVIVAISL. IPIPNNSSFL
gseq1_B.B99990002.pdb S1FTGIFTAEMT FKIIALDPYY YFQQ NIFD SIIVILSLME LGLSRMSNLS

101 111 121 131 141
001_4dxw-het_alig.pdb, chainB 96 V LR L LIR[I FRV LRLISV I EL K|QE‘AILES VRRVFFVSLL LFIILYIYAT‘
gseq1_B.B99990002.pdb 101 VLRSFRILLRY FKLAKSWPTL NTLIKIIGNS VGALGNLTLY LAIIVFIFAV

151 161 171 181 191
001_4dxw-het_alig.pdb, chainB 146 VC A1 LFCNDD SRW | . DL ISLITLFQVL T‘LSS\NETVML N’IQE YWwW
gseq1_B.B99990002.pdb 151 VGMQLFGKNY SERWHMMDFF HAFLIIFRIL C|.GEWIETMW DCMEVSGQSL

201 211 221 231
001_4dxw-het_alig.pdb, chainB 192 sWV|Y FIFS/F |/l |[ICSITILNLV TAILVDVVIQO KKLE
qseq1_B.B99990002.pdb 20CLLVFLLVMV |[IGNLVVLNLF LALLLSSFSA DNLT

Figura 35. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del dominio DIl del canal bacterial y el dominio
DIl del hNay1.5. Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera

1.11.2 [referencia Chimera].

Figura 36. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIl del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DII del canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 de humano (hNay1.5) (rojo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la

posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) .

que conforman al poro.

C) Imagen de la comparacion de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
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Tabla 18. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DII tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.5.




1.2.3. Comparacion del dominio I11 (DI11) del canal bacterial y el hNav1.5

11 21 31 41
4dxw-het.pdb, chain C 1MT FFSS NRIFQFTVVS 11| LNAWVLI ATTYELDPLF LETIHLLDY
gqseq1_C.B99990004.pdb 1 . . . . . . K YHIVEHSWFE TFIIFMILLS SGALAFEDIY LEERKTIKVL
54l 61 71 81 91
4dxw-het.pdb, chain C 511 . . . .. .. Tl FFVIEILI[RF TGEKQKADFF KS|GWNIFDTV |IVAISLI P[P
gseq1_C.B99990004.pdb 45 LEYADKMFTY VFVLEMLLKW VAYGFK.KYF TNAWCWLDFL |VDVSLVSLV
101 111 121 131 141
4dxw-het.pdb, chain C 94 [N N S|S[F|L V LRIfFRVLRLI| SVIPEILKQIIl EAILESVRRVY FFVSLLLFII
gqseq1_C.B99990004.pdb 94 ANT 7| K S LIRAILRPLRAL| SRFEGMRVVY NALVGAIPSI MNVLLVCLIF
151 161 171 181 191
4dxw-het.pdb, chainC 144 LY | YATM LF .|GNDD W I'SL|I|T LFIQQVLTLSSW ETVMLPMQEI
gqseq1_C.B99990004.pdb 144\ WL | FS I M L FACKIF VIK V FD AGY|LIA LL VATFK W MDIMYAAVEY
201 211 221 231
4dxw-het.pdb, chanC 193 YWWSWVYFFsS FIl [ ICSITIL NLVIAILVDV VIQKKLE|.
gseq1_C.B99990004.pdb 194 NLYMY I YFVI |[FI IFGSFFTL NLFIGVIIDN FNQQKKKL

Figura 37. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del dominio D11 del canal bacterial y el dominio
DIlI del hNay1.5. Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera
1.11.2

Figura 38. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIII del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DII del canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 de humano (hNay1.5) (rojo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
gue conforman al poro.
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Tabla 19. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el dominio DIII tanto en el canal bacterial como
en el hNay1.5.
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1.2.4. Comparacion del dominio

IV (DIV) del canal bacterial y el hNav1.5

1 11 21 31 41
4dxw-het.pdb, chain D 1IMTPFFSSLKD NRI|F[QFTVVS IIILNA\/L‘I ATTYELDP.. .LFLETIHLL
gseq1_D.B99990005.pdb 1 YQGFIFDIVT KQAFDVTIMF LICLNMVTMM VETDDQSPEK INILAKINLL
51 61 71 81 91
4dxw-het.pdb,chainD 48 DYC I TIFFVI E|. . | LIRF ] EKQKADFFKS] WNIFDTVIV AISLIPI NN‘
gseq1_D.B99990005.pdb 51 FVAIFTCECI|I VKLAALRHY . . ... . . YFTN |[SWNIFDFVVV 1LSIVGTVS
101 111 121 131 141
4dxw-het.pdb,chamD 96 SSFLVLRLLR |IFRVLRLISV [PELKQIIEA |LESVRRVFF VSLLLFIILY‘
gseq1_D.B99990005.pdb 94 TLFRV IRLAR I|ICRILRLIR AKGIRTLLFA LMMSLPALFN IGLLLFLVMF
151 161 171 181 191
4dxw-het.pdb, chainD 146 | YATMCA | LF NDDPSRWGD LGISLITLFQ VLTLSSWETV ML MQEIYWM
gqseqi_D.B99990005.pdb 144 | Y S | FCMANF IDDMFNFQT FANSMLCLFQ ITTSAGWDGL LSPILNTGAV
201 211 221 231
4dxw-het.pdb, chainD 196 SWVYFFSF I 1T [CSITILNLV TATLVDVVIQ KKLE]
gseq1_D.B99990005.pdb 194 C | LFFTTY I | I SFLIVVNMY TAIILE[NFSV ATEE

Figura 39. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIV del canal bacterial y el DIV del hNay1.5.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

Figura 40. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIV del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DIV del canal de sodio dependiente de voltaje 1.5 de humano (hNay1.5) (rojo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
que conforman al poro.
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Tabla 20. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIV tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.5.




1.3 Canal cristalizado bacterial 4ADXW con el canal de sodio dependiente de voltaje 1.6
(hNav1.6)

1.3.1. Comparacion del dominio I (DI) del canal bacterial y el hNav1.6

1 1 21 31 41
001_4dxw-het_alig.pdb, chain A 2.T\jFFSS‘LKD NRIFQF|.T‘\/V S|I I LNAVLI AT . _.TYELD LFLETIHLL
gseq1_A.B99990003.pdb 1FD\_‘YYLTQR KTLFRFHSVE SMI[IMCTILT NCVFMTFSN DWSKNVEYT

51 61 71 81 91
001_4dxw-het_alig.pdb, chainA 48 DYC [ TIFFVI EILIRFIG. . ... .... S WNIFDTVIVA ISLI‘. VLRL
qseq1_A.B99990003.pdb S51FTGIYTFIESL VKIIAR.GFC IDGFTFLRD WNWLDFSVIM MAY I[TEFVNL

101 111 121 131 141
001_4dxw-het_alig.pdb, chainA 87 . . . . . . . . LR I‘FRVLRLISV IPELKQIITEA ITLESVRRVFF \/SLLLFIILY‘
gseq1_A.B99990003.pdb M0GNVSALRTFR V[LRALKTISV | LKTIVGA LIQSVKKLSD VMILTVFCLS

151 161 171 181 191
001_4dxw-het_alig.pdb, chain A 129[ Y ATMCATLF NDDPSRWGD (LGISLITLFQ VLTLSSWETV MLPMQEI YW.
qseq1_A.B99990003.pdb 150)VFAL IGLQLF MGNLRFDW EEWAFLALFR LMTQDYWENL YQLTLRAAGK

201 211 221 231
001_4dxw-het_alig.pdb, chain A178 WEWVYFFSF | | ICSITILNL VIAILVDVVI KKL.
gseq1_A.B99990003.pdb 198 TYMIFFVLVI FVGSFYLVNL ILAVVAMAJYN ATLE

Figura 41. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DI del canal bacterial y el DI del hNay1.6.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

A)

S5

Figura 42. Representacion en liston de la superposicion del dominio DI del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DI del canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 de humano (hNay1.6) (amarillo). En
donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo generado
se encuentran en la misma posicion. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos mostrando la
posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacién de los segmentos 5y 6 (S5 y S6)
gue conforman al poro.
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Tabla 21. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DI tanto en el canal bacterial
como en el hNay1.6.

Residuos
aminoacidicos T3 Fl14 F16 V19 S21 123 124 L29 T36 P41
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos T86 F104 F105 V133 S135 1137 1138 L143 T150 P155
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos G53 154 F57 164 G68 W81 N82 D85 L100 R110
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos G167 1168 F171 1178 G181 W194 N195 D198 L213 R223
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos R113 L115 1118 S119 V120 1121 P122 L124 K125 1127
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos R226 L228 1231 S232 V233 1234 P235 L237 K238 1240
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos A130 S134 V135 V141 L144 L149 A153 G156 L159 F160
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos A243 S247 V248 V254 L257 L262 A266 G269 L272 F273
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos W168 L178 F179 T183 w187 E188 F206 1210 S214 N219
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos W302 L363 F364 T368 W372 E373 F391 1395 S399 N404
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos L220 A223 Q231
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos L405 A408 Q419
hNa,1.6
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1.3.2. Comparacion del dominio Il (DII) del canal bacterial y el hNav1.6

1 11 21

31 41
101_4dxw-het_alig.pdb, chainB 4 . . [FFSSLKD NRIFQFTVVS |1 1LNAVLI ATTYELDPLF LETIHL|LD|Y
1seq1_BE.B99990001.pdb 1CHPYWIKLKE IPFVDLAITI CIVLINTLFMA MEHHPMTPQF EHVLAVGN|LV

51 61 7 81 o1
101_4dxw-het_alig.pdb, chainB 51 | TI FFVIEIL [RFI EKQK‘ . .A|[SGWNIFD TVIVA[ISL. IPIPNNSSFL
1seq1_B.B99990001.pdb S51FTGIFTAEMF LKLIAMDPY)Y YFQEGWNIFD FIVSILSLME LSLADVEGLS

10 111 121 131 141
)01_4dxw-het_alig.pdb, chainB 96 V LRL LR I[FRYV LRLISVIFEL KQIITEAILES VRRVFFVSLL LFIILYIYAT|
1seq1_B.B99990001.pdb 101 VLRSFRL[LRY FKLAKSWPTL NMLIKIIGNS VGALGNLTLY LAIIVFIFAV

151 161 171 181 191
)01_4dxw-het_alig.pdb, chain B 146 M G/A[l LF CNDD SRW. .GDL ISLIITLFQVL TLSSWETVML MQE I . . YWW
1seq1_B.B99990001.pdb 151 VGIMQLFGKSY KERWHMHDFF HSFILIVFRVL C.GCGEWIETMW DCMEVAGQAM

201 211 221 231
101_4dxw-het_alig.pdb, chainB 192 SWVYFFSF I | [CsS I‘TI LNLV TAILVDVVIQ KKLE
1seq1_B.B99990001.pdb 200CLIVFMMVMV IGNLVVLNLF LALLLSSFSA DINLA

Figura 43. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIl del canal bacterial y el DIl del hNay1.6.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

Figura 44. Representacion en liston de la superposicion del dominio DII del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DIl del canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 de humano (hNay1.6) (amarillo).
En donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo
generado se encuentran en la misma posicién. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos
mostrando la posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacion de los segmentos 5 y
6 (S5 y S6) que conforman al poro.
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Tabla 22. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DII tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.6.

Residuos
aminoacidicos L8 K9 122 L24 N25 P38 F40 T52 F55 E58
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos L742 K743 1763 L765 N766 P779 F781 T793 F796 E799
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos 164 G75 W76 N77 178 F79 D80 183 V84 S87
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos 1805 G816 W817 N818 1819 F820 D821 1824 V825 S828
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos L88 V101 L102 R103 R106 R109 V110 L113 P118 L120
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos L829 V842 L843 R844 R847 R850 V851 L854 P859 L861
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos 1124 1127 S130 V131 L139 L141 1143 1144 1147 A149
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos 1865 1868 S871 V872 L880 L882 1884 1885 1888 A890
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos G152 L155 F156 G157 R163 W164 D168 S172 F177 V179
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos G893 L896 F897 G898 R916 W917 D921 S925 F930 V932
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos L180 W185 M189 E194 F205 1211 L217 N218 L219 A222
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos L933 W937 M941 E946 F957 1963 L969 N970 L971 A974
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos L224
Bacterial (4DXW

Residuos
aminoacidicos L976
hNa,1.6
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1.3.3. Comparacion del dominio I11 (DI11) del canal bacterial y el hNav1.6

1 " 21 31 a1
4dxw-het.pdb, chain C 1MTPFFSSLIKD NIFTV\/S I'TTLNAVLI. ATTYE . . .LDPLFLET
gseq1_C.B99990005.pdb 1 . . . . . . RKTC FLIVEHNWFE TFIIFMILLS SCALAFEDIY ITEQRKTIRTI
51 61 71 81 91
4cxw-het.pdb,chainC 44 IHLLDYGITI| FFVIEILIRF TGEKQKADFF KSJGWNIFDTV TVATI|SLI PP
gqseqi_C.B99990005.pdb 45 LEYADKVFTY |IFILEMLLKW TA.YGFVKFF TNAWCWLDFL [VAV|SLVSLI
101 111 121 131 141
Adxw-het.pdb,chainC 94[NNS|SFLVLRL LRIFRVILRLI SVIPELKQII EATLESVRRV FFVSLLLFII
gqseq1_C.B99990005.pdb 94 ANAA | KSLRT LRALRPLRAL SRFECMRVVV NALVCAIPS|I MNVLLVCLIF
151 161 171 181 191
4dxw-het.pdb, chainC 144/L v | YATMCATl LFCONDDPSRW DLGISLITL FQVLTLSSWE TVMLPMQEIY
gseq1_C.B99980005.pdb 144 WL | FS IMGVL MEGNNTEIRW KNVGAGYLAL LQVATFKGWM DIMYAAYEDN
201 211 221 231
4dxw-het.pdb, chainC 194 WWSWVYFFSF [ 1 ICSITILN LVIAILVDVV I1QKKLE
gseq1_C.B99990005.pdb 194 | YMY | YFVIF | IFGSFFTLN LFIGVIIDNF NQQOKKK

Figura 45. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIl del canal bacterial y el D11 del hNay1.6.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

Figura 46. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIII del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DIII del canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 de humano (hNay1.6) (amarillo).
En donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo
generado se encuentran en la misma posicién. A) y B) Imagen de la comparacién de los modelos
mostrando la posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacion de los segmentos 5 y
6 (S5 y S6) que conforman al poro.
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Tabla 23. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIII tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.6.

Residuos
aminoacidicos 113 123 L28 G32 A33 E37 D55 T59 F62 E65
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos 11194 11204 L1209 G1213 A1214 E1218 D1236 T1240 F1243 E1246
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos L67 F79 F80 wsg4 D88 191 V92 A93 S95 L96
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos L1248 F1259 F1260 W1264 D1268 11271 V1272 A1273 S1275 L1276
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos N102 L108 R109 L111 R112 R115 L117 R118 S121 A132
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos N1282 L1295 R1296 L1298 R1299 R1302 L1304 R1305 S$1308 A1319
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos V143 L145 1149 1153 M157 G158 G163 N164 R169 W170
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos V1330 L1332 11336 11340 M1344 G1345 G1382 N1383 R1388 W1389
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos G174 L180 Q182 V183 T185 W189 M193 E198 Y206 F207
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos G1400 L1406 Q1408 V1409 T1411 W1415 M1419 E1435 Y1443 F1444
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos F210 1211 1212 S215 L219 N220 L221 1223 D228 Q232
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos F1447 11448 11449 S$1452 L1456 N1457 L1458 11460 D1465 Q1469
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos K234
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos K1471
hNa,1.6
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1.3.3. Comparacion del dominio IV (DIV) del canal bacterial y el hNav1.6

1 11 21 31 41
4dxw-het.pdb, chain D 1{MTPFFSSLKD NRI\FQFTVS IILNA\/LI ATTYELDPLF LETIHLY
gseq1_D.B99980003.pdb 1 QKF [ PRPLVT QQAFDI|VIMM [LIICLNMVTMM VETDTQSKQM ENI LYWINLV
51 61 71 81 91
4dxw-het.pdb,chainD 51[I T[I F[F[VIEI L |RFI[GEKQKA DFFKSGWNIF DT|V[IVJAISLI IPNNSSFLV
gseqi_D.B99990003.pdb 51 F V|| FIFTCECYV LKMFALRHY .YFTIGWNIF DFVIVV[ILSIV MFSPTLFRV
101 111 121 131 141
4dxw-het.pdb,chainD 101 LRLLRIFRVL [RL[I[SV[IPELK QI I[E[AflLESVY RRVFFVSLLL FIITLYIYATM
gseq1_D.B99990003.pdb 99 IRLARICRIL [RL|IIIKEAKCIR TLLFALMMSL ALFNIGLLL FLVMFIFSIF
151 161 171 181 191
4dxw-het.pdb, chainD 151 CATLFCNDD SRWGDLGISL ITLFQVLTLS SWETVMLPMQ EIYWWSW\/YF‘
qseq1_D.B99990003.pdb 149 GMSNFGIDDM FNFETFGNSM ICLFQITTSA WDGLLLPIL NR VGIFFF
201 211 221
4dxw-het.pdb,chanD 201 FSF | | ICSIT |LNLVIAILV DVVIQ‘KK
qseq1_D.B99990003.pdb 199V SY | | I SFLI VVNMY [AIIL ENFSVATEE

Figura 47. Alineamiento de los residuos aminoacidicos del DIV del canal bacterial y el DIV del hNay1.6.
Realizado con el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 de Chimera 1.11.2

S$1-54

N

Figura 48. Representacion en liston de la superposicion del dominio DIV del canal bacterial cristalizado
4DXW (azul) con el DIV del canal de sodio dependiente de voltaje 1.6 de humano (hNay1.6) (amarillo).
En donde se muestran los residuos aminoacidicos que estan tanto en el canal cristalizado y el modelo
generado se encuentran en la misma posicién. A) y B) Imagen de la comparacion de los modelos
mostrando la posicion de los segmentos 1-6 (S1-S6) . C) Imagen de la comparacion de los segmentos 5y
6 (S5 y S6) que conforman al poro.
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Tabla 24. Residuos aminoacidicos que se encuentran en el DIV tanto en el canal bacterial como en el
hNay1.6.

Residuos
aminoacidicos P3 L8 F14 122 L24 N25 V27 T33 153 F54
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos P1503 L1508 F1524 11532 L1534 N1535 V1537 T1543 11563 F1564
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos F55 E58 F73 G76 W77 N78 179 F80 D81 V83
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos F1565 E1568 F1581 G1584 W1585 N1586 11587 F1588 D1589 V1591
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos V85 S88 F98 V100 R102 L103 R105 1106 R108 L110
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos V1593 S1596 F1616 V1618 R1620 L1621 R1623 11624 R1626 L1628
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos R111 L112 1113 A125 S129 F134 L138 L139 L140 F141
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos R1629 L1630 11631 A1643 51647 F1652 L1656 L1657 L1658 F1659
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos 1146 G151 F155 G156 D158 D159 G167 1171 L173 F174
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos 11664 G1669 F1673 G1681 D1683 D1684 G1692 11696 L1698 F1699
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos Q175 T178 W182 L187 A188 F200 S202 1204 1205 1206
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos Q1700 T1703 W1707 L1712 Al1713 F1746 51748 11750 11751 11752
hNa,1.6

Residuos
aminoacidicos N213 1216 A217 1218 E229
Bacterial (4DXW)

Residuos
aminoacidicos N1759 11762 A1763 11764 E1775
hNa,1.6
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Figura 49. Cuadros de Ramachandran, estos cuadros representan las posiciones de las cadenas laterales
de acuerdo a los &ngulos Phi (dngulo formado entre el Amino terminal y Carbono alfa) y Psi (&ngulo
formado entre el Carbono alfa y el carboxilo terminal). A) En el cuadro de Ramachandran del Nav1.4, nos
muestra que la estructura del canal es mayoritariamente de alfa hélices. B) En el cuadro de Ramachandran
del Nav1l.5, la representacion muestra que la estructura del canal es mayoritariamente de alfa hélices. C)
En el cuadro de Ramachandran del Nav1.6, se presenta que la estructura del canal es mayoritariamente de
alfa hélices.
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11.2 APENDICE 2
DOCKINGS ANESTESICOS LOCALES

Recopilando los resultados obtenidos en los dockings, se realizd una tabla (Tabla 1) en la

que se engloba todos los resultados obtenidos que se unen en el LABS, mostrando energias

libres de interaccion y el nimero de posiciones que se colocan en este sitio.

Tabla 1. Interacciones de ligandos con los modelos de los canales de sodio dependientes de voltaje.
*energia de unién, **ndmero de posiciones en el LABS.

Nav1l.4 Navl.5 Navl.6

- ADXW 5GJV ! 4DXW 5GJV ! 4DXW 5GJV

* * %k * * %k £ % % * * %k * k¥ % % % * k¥ * * %k % % %

R- - 12 | 9 238 9 23 - 49 - 210 6 21 - 10 | - 111 |8 9
Bupivacaina 8 7 9 8 8

S- - 12 | -8 203 9 [18 - 20 - 180 |8 [13 - 8 - 40 |7 |11
Bupivacaina 7 8 9 7 8

Procaina - 16 | -6 150 |6 [25 - 15 - 82 |6 9 - 12 | - 32 |58
5 6 7 5 7

Lidocaina - 40 | -6 107 |7 P23 - 29 - 115 |6 [18 - 29 | - 47 5 |10
6 6 6 6 8

Mepivacaina - 7 -8 123 |7 P31 - 2 - 182 |6 (15 - 19 | - 31 |68
6 6 8 7 9

Qx-314 - 35 | -7 174 |7 28 - 23 - 122 6 1 - 14 | - 24 |16 21
5 5 6 5 7

Tetracaina - 30 -6 45 |6 (14 - 18 - 93 |6 |15 - 9 - 21 |6 2]
5 5 7 5 6

Mexiletina - 67 | -6 80 6 P - 53 - 3 -5 |6 - 57 | - 97 |69
6 6 6 6 7

R-Etidocaina - 63 | -7 86 7 |14 - 40 - 157 |6 (14 - 62 | - 19 |65
6 6 7 6 6

S-Etidocaina - 45 | -8 132 |7 (16 - 48 - 112 |6 (18 - 50 | - 31 6 10
7 7 8 7 7
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RELACION CUANTITATIVA ESTRUCTURA ACTIVIDAD
ANESTESICOS LOCALES A LOS Nay's

(QSAR)

DE

Las caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas estudiadas, se relaciona con la posicion

que toman en los canales de sodio: MM, PSA, Log P y el VD (Tabla 2) se relaciona con la

posicion que toman las moléculas, a mayor MM, Log P y VD muestra las interacciones

preferentemente en areas lipofilicas o cercanas a las cadenas acilo, el area de superficie polar

(PSA) muestra la cantidad posible de puentes de hidrogeno que forman en el sitio de union,

y de esta forma aumenta la afinidad de las moléculas por el canal de sodio.

Tabla 2. Caracteristicas fisicoguimicas de las moléculas usadas en el estudio

. nPSA
Masa PEUA (::r;?g:e (areade | VD (Volumen
) molecular P superficie de
Molécula pKa Log P polar) L
(MM) apolar) distribucion)
(Ansgtrom
g/mol A2) (ansgtrom L/persona
A2
R-Bupivacaina 288 8.1 341 22.7 566 84
S-Bupivacaina 288 8.1 3.41 25.4 537 117
Lidocaina 234 7.9 2.3 48.8 422 4-6
.R' . 246 7.6 1.95 55.8 411 84
Mepivacaina
S-Mepivacaina 246 7.6 1.95 49.8 408 84
Procaina 236 9 2.14 108.4 358 0.79
Tetracaina 264 8.2 3.54 91.9 423 56
QX-314 263 - -1.84 18.8 504
Mexiletina 179 9.2 2.15 79.6 332 5-9
R-Etidocaina 276 9.4 3.66 43.1 481 134
S-Etidocaina 276 9.4 3.66 39.2 485 134
Benzocaina 165 2.78 1.86 129.9 265 1.99
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Gracias a las tablas 1 y 2 podemos relacionar propiedades y tendencias de los anestésicos
locales con las partes atdbmicas que ejercen dicha propiedad (p.ej. una propiedad como area
de superficie polar PSA, nos permite deducir posiblemente cuantos puentes de hidrogeno
formara; mientras mayor sea el PSA, mayor el nimero de puentes de hidrégeno y viceversa).
El peso molecular, el Log P, Masa molecular nos permite relacionarlo con el lugar de
interaccion o el lugar en el que se posiciona, méas dentro del canal 0 méas hacia la pared que
se encuentra en contacto con las cadenas acilo (backwall). El volumen de distribucion refleja
las preferencias por el farmaco acerca de los compartimentos farmacocinéticos (que no
siempre reflejan lugares anatomicos). Los datos de volumen de distribucion reflejan una
preferencia areas hidrofilicas, y el docking muestra poses mas en el backwall que en la luz
del canal (esto en estados pre-activado e inactivado de conejo), y de forma contraria lo
encontrado en el modelo inactivado bacterial. Las caracteristicas del farmacoforo son simples
mostrando que no hay especificidad por un tejido en especifico, ya que se pega a varias

biomoléculas indiscriminadamente.

Las moléculas que usamos en este estudio muestran sitios de interaccion que reflejan las

caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas.

Log P: Etidocaina > Tetracaina > Bupivacaina > Lidocaina >
Mexiletina > Procaina > Mepivacaina > Benzocaina >
QX-314.

Vd:  Etidocaina > Bupivacaina > Mepivacaina > Tetracaina >
Mexiletina > Lidocaina > Benzocaina > Procaina >
QX-314

nPSA: Bupivacaina > QX-314 > Etidocaina > Tetracaina >
Lidocaina > Mepivacaina > Procaina > Mexiletina >
Benzocaina.

Energia de union (inactivado): Bupivacaina > Mepivacaina = Etidocaina >
QX-314 > Lidocaina = Procaina = Tetracaina

muestran que interaccionan en el backwall del canal de sodio.
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De acuerdo con los datos experimentales que indican que los anestésicos locales tienen mayor
afinidad por el estado inactivo, estos debido a que los cambios estructurales del canal generan
un area de interaccion en el fondo del canal que permite que la molécula interaccione con los

segmentos S6 de los de los 4 dominios.
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