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RESUMEN

El interactoma humano es el mapa de las interacciones moleculares entre proteinas humanas.
Para explicar las interacciones que existen entre proteinas es necesario generar modelos 3D
que ayuden a mostrar e identificar dichos contactos entre proteina-proteina. El estudio del
interactoma puede ser un aliado relevante en el tratamiento de diversas enfermedades o
padecimientos. En este proyecto en particular estamos interesados en los trastornos del dolor.
Directamente la interaccion de la subunidad B3 con la subunidad o genera que el ion sodio
pueda pasar mas rapido por el filtro de selectividad y colocarse dentro del vestibulo del canal
hNay1.7. Asi mismo, permite que el segmento S4 del dominio DIII del canal se mueva hacia
arriba generando una modificacion en el proceso de apertura del canal. Para describir
directamente la forma y sitio de unién entre la subunidad a y la subunidad 3 del canal idnico
hNay1.7 se realiza un alineamiento multiple de secuencias (MSA) entre la subunidad o y
subunidad B3 del hNay1.7 con sus estructuras cristalograficas respectivas para generar un
modelo tridimensional completo mediante modelado por homologia. Posteriormente, se lleva
a cabo un acoplamiento molecular para conocer su sitio y forma de uniéon que tiene la
subunidad B3 en la subunidad a del hNay1.7; el resultado muestra que el sitio de unién de la
subunidad B3 es en el dominio DIII de la subunidad o, presentando interacciones entre
K1287-F23 (o/B3); R1290-F23 (a/B3); Y1229-E159 (a/B3); F1194-W172 (a/B3); F1197-
W172 (a/B3); E1670-E52 (0/B3); E1672-R52 (a/B3). Para conocer la estabilidad de estas
interacciones se prepara el sistema para realizar simulaciones de dindmica molecular. Los
resultados muestran que el sistema es estable y los fendmenos debido a las interacciones son:
1) el movimiento del segmento S4 de la subunidad o que da como resultado la activacion del
canal; y 2) las interacciones presentes en las asas que se encuentran en el dominio /g-/ike de
la subunidad 3 denomindndose CDR’s, que generan una disminucion en el movimiento del
ectodominio de la subunidad a, provocando que los iones Na* se acerquen mas rapido a un
asa que se encuentra entre los segmentos S5 y S6 de cada dominio y que contiene residuos
como acido aspartico, acido glutdmico, lisina y alanina que conforman el filtro de
selectividad (DEKA) pasando al interior del canal. De esta manera, se muestra el sitio y forma
de unién de la subunidad B3 al dominio DIII de la subunidad a del canal hNay1.7; y los

efectos que el canal sufre al tener unida a la subunidad (3.
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1. INTRODUCCION

Las investigaciones a través de los afios estan describiendo los procesos quimico-bioldgicos
de la sensacion de dolor, realizando grandes avances en evidenciar las dianas
moleculares/sitios moleculares que permiten el transporte de la sefial y la generacion del dolor.
De manera concreta, el dolor es una experiencia sensorial generada por un dafio tisular,
nociceptivo o emocional. A nivel celular, la generacion del dolor involucra la activacion de

canales 16nicos como los canales sodio dependientes de voltaje (Nay’s).

Existen varios subtipos o isoformas de los Nay’s que se ven involucrados en la transferencia
de senalizacion eléctrica para la sensacion del dolor, entre los que estdn: Nay1.7, Nay1.8 y
Nay1.9. Estas isoformas se encuentran expresadas en neuronas sensoriales del sistema
nervioso periférico, especificamente en los ganglios de la raiz dorsal. Directamente, el canal
de sodio dependiente de voltaje 1.7 de humano (hNay1.7) es esencial para la generacion del
potencial de accion en las fibras que generan la percepcion de sensaciones, denominadas

fibras nociceptivas.

El dolor crénico que se presenta clinicamente durante mucho tiempo y de manera constante,
relaciona al Nay1.7 en uno de sus mayores efectores para que se vea generado. Este canal se
encuentra involucrado en afecciones como: 1) dolor cronico severo, 2) eritromelalgia y 3)
trastorno paroxistico del dolor. Y esto es debido a cambios en sus aminoacidos (mutaciones)
que se generan en el hNay1.7 haciendo que se altere el proceso de excitabilidad neuronal y
amplificando o desencadenando mas tempranamente los potenciales de accion en las sefales
de dolor. De esta manera, el Nay1.7 es una proteina en estudio para la generacion de nuevos

farmacos que ayudan a la mitigacion o disminucion del dolor.

Las subunidades [ son proteinas auxiliares que generan cambios en el proceso de
transferencia de la sefal del potencial de accion debido a su interaccion con los Nay’s. En la
subunidad B3, se ha encontrado que puede generar cambios en la velocidad de la apertura y
cierre en el Nay1.5 y Nay1.7; ademas, la subunidad B3 también puede modificar la cantidad

de canales que se pueden estar expresando en la membrana de las fibras nociceptivas.

El estudio in silico se ha vuelto una herramienta para la explicacion de procesos

biomoleculares fundamentales que forman parte de efectos o fenomenos vistos desde la parte



in vitro o in vivo. Asimismo, han permitido generar una reduccion del uso indiscriminado de
biomodelos (ratas, ratones, cobayos, etc.), ya que, si se aplica de manera correcta permite el
estudio directo de la biomolécula de interés. Algunas de las herramientas que componen el
estudio in silico son: 1) el modelado por homologia, que permite generar estructuras
tridimensionales (3D) de proteinas, en las cuales su estructura plegada (estructura terciaria o
cuaternaria) se desconoce y asi poder describirlas; i1) acoplamiento molecular, que ayuda a
explicar la forma en que una molécula (ligando, ADN o proteina) se une a una proteina de
interés; y de esta manera, conocer los posibles sitios de unidn; iii) la dindmica molecular, que
desde el punto de vista quimico-bioldgico permite explicar la estabilidad estructural de una
proteina, la estabilidad de interaccion entre un ligando y receptor, los cambios estructurales
que pueden sufrir algunas proteinas debido a estimulos y todo esto reflejado a través del
tiempo; y iv) el estudio mediante el software que resuelve la ecuacion de Poisson-Boltzmann
conocido como APBS (Resolutor Adaptativo de Poisson-Boltzmann -Adaptative Poisson-
Boltzmann Solver- por sus siglas en inglés) permitiendo conocer la fuerza de las interacciones
electrostaticas que le proporcionan estabilidad a la union entre dos proteinas, un ligando y su
proteina de interés y/o cargas que se presentan alrededor de una proteina que se encuentra en

agua en caracteristicas fisioldgicas.

En este proyecto estudia de la interaccion entre la subunidad B3 con la subunidad o del
hNayl.7 usando técnicas computacionales como modelado molecular, acoplamiento
molecular, simulaciones de dindmica molecular y APBS; con el objetivo de identificar el sitio
de union. De esta manera, conocer los aminoacidos y las fuerzas involucradas que permiten
la interaccion. Este proyecto se realiza debido a que se conocen efectos que tiene la subunidad
B3 del canal de sodio sobre la subunidad a del hNay1.7, pero se desconoce el sitio de unioén
y los aminoécidos que permiten la interaccion y la modificacion del movimiento clasico del

hNayl1.7.



2. ANTECEDENTES

2.1 CANALES IONICOS

Estudios realizados desde 1939 a la actualidad han permitido que se lleven a cabo la
comprension del funcionamiento de los canales i6nicos.! Los canales idnicos son proteinas
que tienen la funcion de poros encontrandose en la membrana celular haciendo de mediadores
para tener diversas concentraciones de iones (Na*, K*, y Ca®") tanto en la porcion intracelular

respecto a la extracelular.!

Estas estructuras macromoleculares juegan roles en los procesos excitatorios tanto en
musculo como en sistema nervioso; asimismo, los canales idnicos tienen propiedades de
apertura, inactivacion y cierre. Ademds, se reconocen como parte fundamental en los

procesos excitatorios en células excitables.!

2.2 CANAL DE SODIO

Los canales de sodio son macroproteinas que se encargan del paso de iones Na" a través de
la membrana permitiendo la electrogénesis (proceso de despolarizacion) en las células.>”
Este canal es un heterotetramero conformado por alrededor de aproximadamente 2000
aminoacidos denominandose subunidad a. Dentro de las zonas que presenta el canal de sodio
se encuentra: 1) el filtro de selectividad que se encuentra conformado por los aminoacidos
Acido Aspartico (D), Acido Glutamico (E), Lisina (K) y Alanina (A) y que proporciona la
elegibilidad a los iones; ii) la particula de inactivacion es una a hélice intracelular conformada
por los aminodcidos: Isoleucina (I), Fenilalanina (F), Metionina (M) y Treonina (T); que se
mueven ocluyendo el poro del canal evitando que los iones sodio puedan pasar
completamente por el canal; 1i1) hélice catidonica que se encuentra dentro del dominio sensor
de voltaje (VSG por sus siglas en inglés Voltage Sensor Domain) y que esta conformada por
una gran cantidad de aminoécidos catidnicos, esta asa presenta un giro sobre su propio eje y
se mueven aminodcidos hacia la parte extracelular permitiendo que el canal se active;*® iv)
fenestraciones son aperturas entre los dominios y que permiten el movimiento de sustancias

a través de estas;’!! v) sitios especificos de union a toxinas.!?



La forma de clasificar a los canales de sodio fue realizada conforme se iban encontrando en
las diversas zonas del cuerpo humano'>!'*. Para poder clasificarlos, se tomaron en cuenta
algunas caracteristicas como: i) el ion al que permea; ii) el estimulo que genera la activacion
del canal; iii) el gen en el que se encuentra su informacidn para que se exprese; iv) isoforma
2,7,13,15

del canal; y v) las posibles variantes genéticas debido a mutaciones que pueden existen

(véase Figura 1):

NOMENCLATURA DE
LOS CANALES DE
SODIO

I

| | | | ]

Isoforma especifica
del canal (orden de
cada gen que ha
sido identificado)

Simbolo quimico
con el ion principal

Regulador

Aefaltipites: Wtz Subfamilia genética

Variantes genéticas

Na Na Na,1 Na,l1.1 Na,l.1a

Figura 1. Metodologia para la generacion de la nomenclatura del canal de sodio. Para poder generarlo se
describen las caracteristicas de: 1) el ion al que le permite el paso; ii) el estimulo que lo activa; iii) el gen

en el que se encuentra; iv) isoforma del canal y v) las posibles variantes genéticas que existen.

Otro tipo de clasificacion para las isoformas del canal de sodio se genera debido a la afinidad
que se tiene a tetrodotoxina (TTX).'® Esta toxina se une directamente al filtro de selectividad
del canal evitando que los iones Na' puedan pasar al vestibulo (interior del canal). Esta toxina
se encuentra en el pez globo y se necesitan diversas concentraciones para bloquear el paso
de iones Na* por el canal.'®!” Al cuantificar las concentraciones se pueden clasificar en
sensibles a TTX ya que necesitan concentraciones nanomolares (nM) o resistentes ya que

necesitan concentraciones microMolares (uM) (véase Tabla 1):



Tabla 1. Clasificacion de los canales de sodio respecto a su sensibilidad a tetrodotoxina.

Isoforma Sensibilidad a TTX
Na,1.1
Nay1.2
Nay1.3
Na,1.4
Nay1.6
Na,1.7
Na,1.5

Sensibles a TTX

Na,1.8 Resistentes a TTX
Na,1.9

2.2.1. CANAL DE SODIO Nav1.7
El canal de sodio dependiente de voltaje (VGSC por sus siglas en inglés voltage-gated
sodium channel) 1.7 de humano (hNay1.7), también conocido como canal de sodio de tipo

IX se codifica en el gen SCN9A de humano que contiene 113.5 kb 81

y esta constituido por
1988 aminoécidos que se reorganizan tridimensionalmente y generan la subunidad a. Esta
subunidad se pliega generando 24 segmentos transmembranales que se agrupan en 4 grupos
denominados dominios (véase Figura 2a). Dentro de su topologia, la subunidad o se
acomoda para dar paso a la generacion de cuatro dominios; cada dominio se encuentra
conformado por: 1) dominio sensor de voltaje (VSD por sus siglas en inglés voltage sensor
domain) formado por los segmentos transmembranales S1-4, simbolizado por VSDpi, VSDpri,
VSDp, y VSDprv; y 1) por el dominio del poro (PD por sus siglas en inglés pore domain)
constituido por los segmentos S5 y S6, mostrandose comunmente por PDpi, PDpi, PDpi, y
PDprv. Dentro del dominio del poro tiene cuatro aminoacidos (4cido aspartico, acido

glutamico, lisina y alanina) que conforman el dominio del filtro de selectividad, otorgando la

selectividad al ion Na* (véase Figura 2b).>13-20-24



Figura 2. Representacion de la topologia del canal de sodio. a) Diagrama de topologia 3D del hNa,1.7,
en el que se pueden observar los cuatro dominios que conforman el canal: DI-rosa, DII-verde, DIlI-azul y
DIV-gris, el dominio sensor de voltaje VSD y el dominio del poro PD; b) Aminoacidos que conforman el
filtro de selectividad, conforméandose por acido aspartico (D color negro), acido Glutamico (R color gris),

lisina (K color amarillo) y alanina (A color cyan). Figura realizada en Chimera.”

Esta subunidad a se encarga de la generacion de despolarizacion de la membrana celular que
permite la generacion y propagacion de sefiales eléctricas; de tal manera que, en algunos

casos se involucra en desordenes de dolor,*2%27

epilepsia y convulsiones debido a fiebre.
Haciendo que de manera directa, se encuentre relacionado con el control del potencial de
accion en neuronas nociceptivas>® que son importantes en enviar la sensacion del dolor en el
sistema nervioso periférico (SNP) y directamente en los ganglios de la raiz dorsal (DRG por

).29,30
b

sus siglas en ingles Dorsal Root Ganglion al generar este proceso, esta subunidad

genera cambios estructurales que se denominan en estado “abierto-inactivado-cerrado”.

2.2.2 MUTACIONES EN EL hNay1.7
En el gen SCNY9A que codifica para el hNay1.7 se pueden presentar mutaciones que se

relacionan con diferentes trastornos de dolor. Se presentan dos tipos de mutaciones:



a) Mutaciones de pérdida de funcion: Estas pueden causar insensibilidad al dolor, donde las

personas no pueden sentir dolor.

b) Mutaciones con ganancia de funcidon: Se presenta en afecciones como la eritermalgia
primaria (PE)*%3! o el trastorno de dolor extremo paroxistico (PEPD),'*3? en las que se

experimenta un dolor cronico debilitante, debido al aumento de la actividad de los hNay1.7.%

El hNay1.7 también se ve relacionado en otros tipos de trastornos: si bien se identifica su

papel en el dolor, también hay un creciente interés en su participaciéon en afecciones

19,28,30

neuropaticas: como epilepsia** e incluso algunos trastornos psiquidtricos® (véase

Tabla 2); siendo este canal un blanco biomolecular para la generaciéon de farmacos.>®3#

Tabla 2. Mutaciones que generan cambios en la cinética del canal de sodio hNayl.7 provocando

enfermedades.

Mutacion Posicion Enfermedad Referencia
Q>R 10 Eritermalgia Primaria 18,39
F->S 216 Eritermalgia Primaria 31,39
S>T 241 Eritermalgia Primaria 40
N->K 395 Eritermalgia Primaria 3
[>T 859 Eritermalgia Primaria 30,39.41.42
A->P 863 Eritermalgia Primaria 3

L>F,L>H 869 Eritermalgia Primaria 39,44
Indiferencia al dolor,
R ->Q 896 congénita, autosdmica 2
recesiva (CIP)
Trastorno de dolor
R->C 1007 paroxistico extremo 19
(PEXPD)
Trastorno de dolor
V->D;V->F 1309 paroxistico extremo 19

(PEXPD)



Trastorno de dolor

V->F 1310 paroxistico extremo 19
(PEXPD)
F>V 1460 Eritermalgia Primaria +

Trastorno de dolor
[>T 1472 paroxistico extremo
(PEXPD)
Trastorno de dolor
F->V 1473 paroxistico extremo 19
(PEXPD)
Trastorno de dolor
T->1 1475 paroxistico extremo
(PEXPD)
Trastorno de dolor
L->P 1612 paroxistico extremo 46
(PEXPD)
Eritermalgia Primaria
Trastorno de dolor

A->E 1632 paroxistico extremo 3247

(PEXPD)

Trastorno de dolor
M->K 1638 paroxistico extremo 19

(PEXPD)

2.2.3 INTERACCIONES DE LA SUBUNIDAD a DEL hNav1.7

La subunidad o del hNay1.7 presenta interacciones que permite modular su proceso de
apertura y cierre denominada cinética. A esta subunidad o se le unen proteinas*® como las
subunidades B1, que se une por acercamiento a la subunidad a regulando el tiempo de la

velocidad de inactivacion'®?%%

y de la misma manera, le proporciona estabilidad;*° la
subunidad 2 se une a la subunidad a mediante un enlace disulfuro, presentando modulacion

similar a la subunidad p1;2** la subunidad B3 se une solo por acercamiento a la subunidad o



modificando la velocidad y tiempo de activaciéon.’® De la misma manera, la proteina cinasa
C (PKC por sus siglas en inglés Protein kinase C) se une a S1479 localizada en la estructura
de union entre el dominio D y Div de la subunidad a incrementando las corrientes
resurgentes;”! la proteina NEED4L se une al dominio C-terminal para que la subunidad a

sufra los procesos de ubiquitinacion y la subsecuente endocitosis.>?

2.3 SUBUNIDADES
Las subunidades  son proteinas que se unen a los canales de sodio permitiendo que haya

5334 y proporcionando estabilidad al canal.?*>> Estas proteinas

modificaciones en su cinética
también se encuentran clasificadas dentro de las moléculas de adhesion celular (CAM’s),>%7
la clasificacion de estas proteinas ha sido gracias a su localizacion y en los genes que ha sido

encontrado (véase Tabla 3):335%5

Tabla 3. Clasificacion y localizacion de las subunidades B en el cuerpo humano.™

Localizacion en el Enfermedad
Proteina Gen )
cuerpo humano relacionada
Sistema Nervioso
Central (SNC),
Corazon, Sistema Epilepsia, Arritmia
p1 SCN1B ) o )
Nervioso Periférico Cardiaca, Cancer
(SNP), Musculo
Esquelético
Glandula Suprarrenal,
B1A/B SCNIB SNC, SNP, Musculo Epilepsia
esquelético
Respuesta alterada del
B2 SCN2B SNC, Corazon, SNP )
dolor, convulsiones
Glandula suprarrenal,
B3 SCN3B Céncer
SNC, Rifion, SNP
SNC, Corazén, SNP, Enfermedad de
B4 SCN4B ) )
Musculo Esquelético Huntington




2.3.1 SUBUNIDAD 3

Los canales de sodio dependientes de voltaje (VGSC) al ser cruciales en la generacion del
potencial de accion en células excitables como las neuronas y las células musculares, su
funcion se ve modificada por las subunidades . Estas subunidades B desempefian un papel
en la modulacién de la funcion de los canales (apertura-cierre),’*%* pero no estan
directamente involucradas en la formacion del poro del canal. La estructura de estas proteinas
esta conformada por un dominio N-terminal extracelular, un dominio /g-/ike extracelular, un
segmento transmembranal y un dominio C-terminal intracelular’®® (véase Figura 3). En el
dominio Ig-like cuenta con asas que presentan las mayores variaciones en los aminoacidos
cuando se compara con las secuencias de otras subunidades P, a estos sitios de union se les
denominan “CDR” o “regiones determinantes de complementariedad”,”’ que son las

responsables de interactuar con antigenos, y en este caso con el canal de sodio.

Figura 3. Representacion estructural de la subunidad B3. Esta se encuentra conformada por un dominio

N-terminal e Ig-like extracelular, una hélice transmembranal y un dominio C-terminal intracelular.

La subunidad B3 al unirse con los canales de sodio genera cambios en las funciones del canal,

como.

1. Modulacion de la activacion e inactivacion del canal de sodio.
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La subunidad B3 afecta la velocidad de apertura (cinética de activacion) de los canales de
sodio, haciendo que cambie la rapidez con la que el canal se abre y cierra en respuesta a los
cambios en el potencial de membrana. Esto genera un cambio en la forma en que se genera

el potencial de accion y la rapidez con la que la célula se recupera.’®->%63

2. Orientacion a la membrana.

La subunidad B3 puede ayudar a dirigir el canal a areas especificas en la membrana celular
debido a que la subunidad B3 puede modificar las glicosilaciones que se colocan en la
subunidad a; y asi, influir en donde se inician los potenciales de accidon o como se transmiten

las sefiales.’*8

3. Conductancia.

En este caso, si bien la subunidad B3 no interacciona directamente en el poro (por donde
pasan los iones), puede influir en la conductancia general del canal, es decir, en la velocidad

con la que pasan los iones de Na* a través del canal cuando est4 abierto.’%8
4. Relevancia clinica.

Las mutaciones en los genes que codifican las subunidades B de los canales de sodio (incluida
la 3) pueden provocar diversas enfermedades, incluidos trastornos neuroldgicos y arritmias
cardiacas (véase Tabla 4). El papel de la subunidad B3 en la modulacion de la funcion del
canal la convierte en un foco importante para la investigacion relacionada con la epilepsia,®*

el dolor crénico y las enfermedades cardiacas.”®

Tabla 4. Mutaciones que presenta la subunidad B3 y que promueve la presencia de afecciones.

Mutacion Posicion Enfermedad Referencia

R->K 6 Fibrilacion Auricular 61
Sindrome de Brugada, 61,65

L>P 10
Fibrilacion Auricular 65
Fibrilacion Auricular

A>V 130 60,61

M->T 161 Fibrilacion Auricular 61

11



2.3.2 INTERACCIONES DE LA SUBUNIDAD 3 CON OTRAS PROTEINAS

Los canales de sodio dependientes de voltaje se componen de multiples subunidades, incluida
una sola subunidad o y una o varias subunidades B (como B1, B2, B3). La subunidad 3
interactia con la subunidad o para estabilizar el canal y también puede influir en la respuesta
del canal a otros factores como la temperatura, el pH?® o los agentes farmacologicos; asi
mismo, participa en las vias de sefalizacion celular que regulan la actividad del canal. Por
ejemplo, en algunos tejidos, la subunidad 3 participa en los mecanismos de sefializacion

intracelular que afectan la forma en que el canal responde a los estimulos.

12



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde el descubrimiento de los fendmenos sobre la conduccion nerviosa que se llevan a cabo
en el axon gigante de calamar mediante los investigadores Hodking y Huxley en 1952,! hasta
su clasificacion e identificacion como canales de i6nicos, los canales de sodio dependientes
de voltaje se han relacionado con los procesos de generacion y propagacion del potencial de
accion en células que se pueden excitar. Estos canales conformados por una subunidad alfa,
que es la responsable de la formacion del poro y que a través del tiempo estan presentando
cambios estructurales que se denominan “estados abierto, inactivado y cerrado”,
conociéndole a estas transformaciones como cinética del canal; permiten que los iones sodio
puedan pasar desde la parte extracelular a la parte intracelular.*”**%® Esta propiedad de el
paso de iones que también se le denomina “permeacion” se puede ver modificada por
proteinas auxiliares conocidas como subunidades B.* Estas proteinas ademas de modificar
la cinética del canal también estan relacionadas con la expresion del canal de sodio y

localizacion.>?

El hNayl.7 se encuentra codificado en el gen SCNY9A y se encuentra expresado
mayoritariamente en neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal y fibras simpaticas.
Dentro del funcionamiento de estos canales, se relaciona con la iniciacion del potencial de
accion en respuesta a estimulos nociceptivos y convirtiendo a este canal de sodio en un sitio
clave para el estudio del dolor. Cambios en los aminoécidos en este canal se asocian a la

aparicion de afecciones relacionados con el dolor o con insensibilidad al dolor.?6*

Las subunidades 3 que van desde B1 a 4, se encuentran codificadas en los genes SCN1B-
SCN4B. Estas proteinas son auxiliares o accesorias que se pueden unir de forma covalente o
solo por acercamiento a la subunidad a del canal de sodio. Esta union permite que se modulen
funciones del canal que van desde: el fendémeno de apertura y cierre, hasta el movimiento del

canal para expresarse en la membrana, 2%+

Directamente la subunidad B3 se encuentra en zonas muchisimo mas especificas dentro del
sistema nervioso. El papel que desempefia se encuentra muy poco estudiado y aunque hay
evidencia cristalografica de que puede formar heterodimeros con otras subunidades [ al
unirse con la subunidad a, de manera concreta puede afectar la funcion y expresion en canales

como el Nay1.5.9
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Asi, a pesar de conocer el papel de las subunidades B en la modulacion de los canales de
sodio. El efecto o cambio estructural que genera la subunidad B3 sobre la funcionalidad del
canal hNay1.7 sigue sin conocerse, ya que podria estar generando una modificacion en la
sensibilidad al voltaje necesario para que se realice la excitacion de la membrana celular,

afectando los procesos en la sensacion del dolor.>*%
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4. JUSTIFICACION

Los canales i6nicos Nay son vitales en diferentes procesos biologicos, como la comunicacion
celular, la secrecion, la contraccion del tejido muscular y la homeostasis. Su disfuncion
provoca un gran numero de enfermedades que incluyen arritmias cardiacas, epilepsia, dolor
neuropatico e inflamatorio, paralisis periddica, migrafia y cancer. La elucidacion del
mecanismo de accion y sitio de union de la subunidad B3 a los canales de sodio dependientes
de voltaje hNay1.7 precisa de la combinacién de métodos: 1) in silico mediante la generacion
de modelos moleculares, simulaciones de acoplamiento molecular y dinamica molecular; ii)
in vitro al realizar de registros electrofisiologicos y mutaciones sitio dirigidas; iii) y
cristalograficos en la produccion de un cristal que muestre el complejo conformado entre

ambas subunidades.
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5. HIPOTESIS

1. La subunidad B3 se une al DIII del hNay1.7 mediante interacciones electrostaticas

2. La posicion que toma la subunidad B3 al unirse con el hNay1.7 genera cambios en el

proceso de activacion del canal.

3. La subunidad B3 al interaccionar con la subunidad a del hNay1.7, genera un cambio en

la velocidad de paso a través del canal.
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6. OBJETIVO GENERAL
Elucidar el sitio de unién entre las subunidades o y B3 del canal de sodio dependiente del
voltaje de humano 1.7 (hNay1.7), mediante el uso de herramientas bioinformaticas y a través

del modelado 3D.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Generar mediante modelado por homologia la isoforma del canal de sodio dependiente de
voltaje hNay1.7 y subunidades beta cuya estructura tridimensional no se conoce.

b) Identificar los residuos aminoacidicos y motivos que permiten dicha interaccidon entre
Nayl.7 y B3.

c¢) Realizar el acoplamiento molecular para de la interacciéon molecular entre proteina y
proteina (aqui llamado “interaccion proteina - proteina”, PPI por sus siglas en inglés).

d) Generar sistema/s para ejecutar simulaciones de dindmica molecular para las interacciones
entre las subunidades a y B3 del hNay1.7.

e) Generar un modelo de prediccion de la interaccion entre las subunidades oy f3 del hNay1.7.
f) Evaluar los modelos generados. Al encontrar que los resultados del presente estudio
computacional coinciden o son similares o comparables se consideran como validacion de

los modelos generados por bibliografia nueva.
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7. MARCO TEORICO

7.1 ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS

Para comenzar se deben de conocer los conceptos de analogia y homologia.

El alineamiento multiple de secuencias es una metodologia que permite realizar la
comparacion de dos o varias secuencias bioldgicas (proteinas, genes o ARN) para conocer el
porcentaje de similitud y diferencias entre ellas. Esto se realiza con el objetivo de poder
inferir la estructura tridimensional de una proteina, la funcién que puede presentar y la

evolucion que ha tenido a través del tiempo.5”7°

Para poder realizar el alineamiento multiple de secuencias es necesario el obtener las
secuencias desde bases de datos confiables como “uniprot” en el caso de proteinas. En estas
bases de datos se debe poner atencion a las secuencias que se encuentren “curadas”; estas

estructuras ya fueron revisadas por especialistas permitiendo tener la confianza al usarlas.

Las secuencias de aminoacidos se deben encontrar en formato FASTA, este formato contiene
caracteristicas como las que se muestran en la Figura 4. Estas secuencias deben de tener el
primer identificador “>" denominado “signo de intercalacion”, seguido de un identificador
de secuencias “SeqlD” que debe de ser unico para la secuencia, el nombre que permite
identificar a la secuencia que se va a usar; y por ultimo, la secuencia propiamente dicha debe
de contener 60 caracteres por renglon sin espacios. Estos archivos se guardan en

formato .txt, .fasta, .fna, o .faa.

>3p|Q15855/SCNIA_HUMAN Sodium channel protein type 9 subunit alpha OS=Homo sapiens OX=9606

GN-sCNeA PERZL 83
MAMLPPPGPQSFVHFTKQSLALIEQRIAERKSKEPKEEKKDDDEEAPKPSSDLEAGKQLP
FIYGDIPPGMVSEPLEDLDPYYADKKTFIVLNKGKTIFRFNATPAL YMLSPFSPLRRISI
KILVHSLFSMLIMCTILTNCIFMTMNNPPDWTKNVEYTFTGIYTFESLVKILARGFCVGE

Figura 4. Caracteristicas que debe tener el archivo en formato FASTA para utilizarse al hacer esta
metodologia. Se muestra el signo de intercalacion en color verde claro, el identificador SeqID en color
azul claro, nombre identificador en rosa y los primeros tres renglones de la secuencia del hNay1.7 que

tiene 60 caracteres por renglon en color amarillo.
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Dentro de los algoritmos que se utilizan para poder realizar el alineamiento multiple de

secuencias, se encuentran:

Algoritmo BLAST:"""" es un algoritmo de busqueda local basico que considera secuencias
iniciadoras de alineamiento conformada por tres aminoacidos que se va a conocer como
query words. Al conocer las query words se les proporciona un valor denominado “threshold
score” debido a que se hacen comparaciones entre éstas con la secuencia de referencia. La
comparacion se realiza mediante matrices que son conocidas como matrices de sustitucion
de bloques “blossom” que llegan a comparar los aminoacidos con parte de sus caracteristicas
fisicoquimicas en diferentes porcentajes.’>*>%° A mayor porcentaje blossom se hace un
alineamiento mas exhaustivo. Este tipo de alineamiento se puede realizar en los programas
libres Clustal W y Chimera.”>%” Al realizar el alineamiento, BLAST evalta el
emparejamiento y los posibles huecos o zonas que no se alinearon (denominadas GAP).”>7*
La ecuacidn (1) muestra la manera de obtener el valor del alineamiento generado, se usan las
caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos “i”’ y *5”, el tamafno de aperturas o zonas en
donde no se alinean denominado “GAP” y el niimero total de los pares de aminoacidos

alineados:

N N-1
Puntuacién (S) = Z MG, ) + Z ¢ (1)
i=1 i=1
donde:
e M(ij): es la puntuacion de la matriz de sustitucion de aminoacidos i y j en las
secuencias alineadas.
e G apertura o tamafio del GAP

e N: namero total de pares de residuos alineados

El alineamiento BLAST tiene las siguientes caracteristicas:’
a) Essimple y rdpido, y muy comun en el area de bioinformatica
b) Es util para comparar secuencias substancialmente diferentes, de diferente longitud
c) Esutil para alineamientos multiples en grandes bases de datos
d) Optimiza una medida de similitud local con significado estadistico

e) Busca subsecuencias relativamente conservadas
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f)

Da un rango o valor al alineamiento

Algoritmo Needleman-Wunsch:'>"> Permite encontrar el mejor alineamiento global entre 2

secuencias con el menor nlimero de mutaciones. La base o matriz que se genera permite hacer

mejores emparejamientos entre los aminoacidos alineados.

El algoritmo Needleman-Wunsch tiene las siguientes caracteristicas:

a)

Es util para comparar dos secuencias de aminoacidos de longitudes similares, con
alto grado de similitud.

Involucra programacion dinamica e iterativa

Puede considerar similitud de estructuras secundarias (cuando estd presente una
secuencia tridimensional disponible).

Dificil de evaluar estadisticamente

Impractico para bases de datos grandes

El proceso general para realizar un alineamiento multiple es el siguiente:

1.

Entrada de Secuencias: Se introducen una o varias secuencias (proteina o acidos
nucleicos) en el programa a utilizar.

Construccion de la Matriz de Distancia: Se calculan similitudes entre cada par de
secuencias, generando una matriz de distancias que reflejan las similitudes o
diferencias son las secuencias entre si.

Algoritmo de Alineamiento: Dependiendo del algoritmo, se utiliza una técnica para
alinear las secuencias y formar un alineamiento final.

Ajuste Iterativo: El alineamiento puede ser refinado, mejorado en base a la calidad y
precision a medida que se avanza.

Salida del Alineamiento: El resultado es un alineamiento visual que muestra las

secuencias alineadas, con las posiciones conservadas y las diferencias sefialadas

Una de las mayores limitaciones de los algoritmos es el valor de alineamiento que arroja

debido que no toman en cuenta las similitudes estructurales o similitudes de la funcion de la

proteina.
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7.2 MODELADO POR HOMOLOGIA

El modelado por homologia es una metodologia utilizada para generar la estructura
tridimensional de una proteina de interés mediante la comparacion con una o mas estructuras
de proteinas homologas y cuya estructura de las proteinas homodlogas se conoce y que seran
conocidas como plantillas template. Este proceso implica realizar un alineamiento multiple
de secuencias y la transferencia de la informacion estructural desde la proteina homologa

(cristalizada) a la proteina sin estructura 3D.

7.2.1 CONSTRUCCION DEL MODELO

El modelo se genera utilizando una estructura como plantilla (template). Para cada residuo
alineado de la proteina objetivo, se asigna su correspondiente estructura a partir de la plantilla.
Este paso es fundamental para que se mantengan de las interacciones estructurales entre los

residuos alineados.

Transformacion de la estructura tridimensional: Dado un residuo i en la proteina objetivo, su
coordenada P; en la estructura 3D se calcula usando las coordenadas C; del residuo
correspondiente en la plantilla. Esto se puede hacer mediante transformaciones rigidas
(rotaciones y traslaciones) que aseguren que las interacciones entre los residuos sean lo mas

similares posible.”®"”

Ecuacioén de la rotacion y traslacion (2):
P,=RC+T (2)
donde:

e P;es lacoordenada tridimensional del residuo en la proteina objetivo.
e (;es la coordenada tridimensional del residuo correspondiente en la plantilla.
e R es la matriz de rotacion que transforma la orientacion.

e Tes el vector de traslacion que ajusta la posicion.
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7.2.2 REFINAMIENTO DEL MODELO

Después de la generacion del modelo inicial, se puede realizar un refinamiento para mejorar
la calidad estructural. El refinamiento generalmente consta de una optimizacion de la energia

para minimizar los contactos (clashes) debido a los impedimentos estéricos.

Optimizacion de energia: El modelo se ajusta mediante minimizaciones energéticas, donde
la energia total de la estructura se calcula como la suma de varios términos, como la energia
de van der Waals, la energia electrostatica, la energia que proviene de los puentes de

hidrégeno y la energia de solvatacion.”® "

Funcion de energia total (3):

Erotar = Evaw + Eciect + En-pona + Esorv  (3)

donde:

e Eyaw es la energia de van der Waals.
e Eec es la energia electrostatica.
e Enobond €s la energia de enlaces de hidrogeno.

e Esov es la energia de solvatacion.

7.2.3 EVALUACION DEL MODELO 3D

Después de obtener el modelo 3D, se realiza una evaluacion utilizando herramientas de
validacion estructural como un cuadro de Ramachandran para evaluar la geometria de los
angulos de torsion y la calidad general de la estructura; esto se hace para evaluar si la
minimizacion energética que se realizd previamente permite disminuir las tensiones de los

enlaces en los aminoacidos.”6 %!

Programas que permiten realizar modelos tridimensionales con una validacion interna son:

1. MODELLER’%" es un programa libre y se puede usar mediante linea de comandos
o en una interfaz grafica.

2. SWISS-MODEL"# es un programa libre pero solo se puede ejecutar en linea.
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3. Rosetta®! es un programa libre pero muchas de sus herramientas se necesitan pagar

para poder tener acceso.

7.3 ACOPLAMIENTO MOLECULAR (DOCKING)

El acoplamiento molecular (molecular docking) es una técnica bioinformatica utilizada para
predecir la interaccion entre dos moléculas, entre un receptor que comuinmente es una
proteina y un ligando que puede ser: i) una proteina, ii) un acido nucleico; o iii) estructura
quimica pequefia. De forma concreta, en el docking proteina-proteina permite conocer la
manera en la que dos proteinas se unen para formar un complejo estable, y conocer: a) los
aminodacidos que estan en la interfaz de interaccion, b) la manera de unién y c) la orientacion
que toman ambas proteinas al interaccionar. Esto se realiza mediante la minimizacion de la

energia libre del sistema.®>83

7.3.1 ELALGORITMO CLASICO PARA REALIZAR UN DOCKING

El proceso de docking molecular se realiza mediante los siguientes pasos:
1) Preparacion de las estructuras 3D:

La preparacion de las moléculas para realizar el docking pueden presentarse dos casos: i) la
proteina proviene de modelado por homologia y ii) la proteina proviene desde una estructura
cristalizada; el abordaje en cada uno de los casos es diferente. En el caso de que provengan
de modelado por homologia, la proteina debe de estar minimizada energéticamente para
asegurar que la interaccion es lo mas cercano a la realidad. En caso de que la procedencia de
la proteina sea de un cristal, la preparacion inicia con la eliminacién de moléculas de agua,
la adicién de atomos de hidrogeno (polares o totales) y la optimizacion de la estructura

cuando se realiza un acoplamiento flexible.

2) El sitio de union:

Para que el docking sea exitoso es necesario conocer los posibles sitios activos en los que el

ligando se podré unir. En el caso de docking proteina-proteina los sitios de unioén son grandes
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regiones que se pueden estudiar mediante iso-superficies para poder conocer las

caracteristicas del sitio de union.

3) Generacion de conformaciones

Generalmente, el docking entre proteina-proteina permite que se generen las rotaciones de
los aminoacidos para poder encontrar la mejor posicion, denominandose docking flexible.
HDOCK?*y HADDOCK 2.4 permiten realizar este tipo de docking, HDOCK en la interfaz
de usuario lo hace de manera automadtica sin darte la oportunidad de hacer un docking rigido;
por otro lado, HADDOCK 2.4 te da la opcidn para hacer tanto un célculo rigido, como uno
flexible. En el caso de moléculas pequefas AutoDock 4.2%% y AutoDock VINA®® permiten
generar docking flexible siempre y cuando se seleccionen los enlaces que se van a poder rotar.
En el caso de las proteinas, como todas las moléculas bioldgicas son flexibles. Esto significa
que tanto el ligando y el receptor pueden cambiar su forma para ajustarse mejor. Este proceso
de flexibilidad se modela mediante la rotacion de los atomos haciéndose flexible debido a

los enlaces que estos presentan.

e La flexibilidad se modela mediante la rotacion de los enlaces entre los atomos,
permitiendo diferentes conformaciones posibles.

e El espacio de conformaciones puede ser muy grande, por lo que se emplean métodos
de busqueda (como Monte Carlo, algoritmos evolutivos, o métodos de optimizacion)

para explorar diferentes posibilidades.

7.3.2 CALCULO DE LAS ENERGIAS DE INTERACCION

Una parte clave del docking molecular es la evaluacion de la energia de interaccion entre las
dos proteinas. La determinacion de la posicion, orientacion y los aminoacidos que hacen la
interaccion mas estable permite conocer la energia de interaccion. La energia total (4) de

interaccion se puede expresar como la suma de diferentes términos:3>%

Etotal = Edesolvatacion + Eestatica + Eflexibilidad + Esolvente (4)
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e Energia de desolvatacion: Representa la energia asociada con la eliminacion de
moléculas de agua de los sitios de interaccion.

e Energia estatica: Esta energia se refiere a las interacciones electrostaticas entre las
moléculas, como las fuerzas de van der Waals, las interacciones de hidrogeno y las
interacciones dipolo-dipolo.

e Energia de flexibilidad: Representa la energia asociada con los cambios
conformacionales en las proteinas, modelando cémo las proteinas ajustan sus
estructuras durante el acoplamiento.

e Energia de solvente: Calcula la interaccion de las proteinas con el medio circundante

(usualmente agua). Es importante para modelar la estabilidad en un entorno acuoso.

7.3.3 ALGORITMOS DE BUSQUEDA Y OPTIMIZACION

Los algoritmos que existen en el docking permiten buscar de manera eficiente en el espacio
conformacional para encontrar la configuracion més favorable. Los algoritmos mas comunes

son:%

e Monte Carlo (MC): Un algoritmo probabilistico que explora las configuraciones al
azar y acepta o rechaza movimientos con base en la energia del sistema.*

e Algoritmos evolutivos: Utilizan una poblacion de soluciones (conformaciones) que
evolucionan mediante mutaciones, cruces y selecciones para mejorar las soluciones.

e Busqueda de gradiente descendente: Un método que explora las configuraciones
cercanas a la solucion 6ptima de manera mas dirigida.

e Busqueda en espacio de 3D: Algunos métodos de docking utilizan transformaciones
geométricas (rotaciones y traslaciones) para explorar como una proteina puede

orientarse y ubicarse en diferentes posiciones respecto a la otra.

7.3.4 EVALUACION PARA LA POSICION OPTIMA

El resultado final del docking es una lista de posibles complejos proteina-proteina,

clasificados segtn su energia de interaccion. El algoritmo selecciona la configuracion con la
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energia total més baja, la cual se considera la conformacion mas estable y, por lo tanto, la

prediccion de como las proteinas se uniran en la realidad.

El resultado de acoplamiento molecular docking se realiza mediante la obtencion de las

siguientes energias:

A) Energia de interaccion entre atomos i y j (tipicamente empleada para proteinas)

(5):
C 5
E ij ri‘? ( )

donde C es una constante de fuerza de interaccion, 7 es la distancia entre los atomos i y j, y
n es un exponente que depende del tipo de interaccion (por ejemplo, van der Waals o

electrostatica).

B) Energia de interaccion electrostatica (6):
Eetectrostatica = z qiq;7i;€ (6)
Lj
donde ¢; y g; son las cargas de los atomos 7 y j, rj; es la distancia entre los 4&tomos, y € es la

constante dieléctrica del medio.

7.3.5 HERRAMIENTAS PARA HACER DOCKING

Existen varias herramientas software populares que implementan docking molecular, algunas

de las mas conocidas son:
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1. AutoDock: Un software que utiliza el método de Monte Carlo y algoritmos de
busqueda de gradiente para explorar el espacio conformacional y calcular las
interacciones de las proteinas.3>%

2. HADDOCK: Un software basado en la informacion conocida de residuos que
interaccionan y utiliza simulaciones de dinamica molecular.®

3. ZDOCK: Un método de acoplamiento basado en FFT (siglas en inglés de Fast

Fourier Transform) para realizar docking de proteinas.®’

7.4 DINAMICA MOLECULAR

En dindmica molecular (MD), el objetivo es simular el comportamiento temporal de un
sistema de 4tomos y/o moléculas que en conjunto generan un sistema; realizdndose bajo las
leyes de la fisica clasica, generalmente utilizando las ecuaciones de movimiento de Newton.
El procedimiento para obtener trayectorias en dindmica molecular implica calcular como
cambian las posiciones y velocidades de las particulas a lo largo del tiempo en funcion de las

interacciones interatomicas.?

7.4.1 MATEMATICAS DE LA DINAMICA MOLECULAR

El proceso de simulacion para la generacion de una trayectoria en dindmica molecular
implica varios pasos, desde la formulacion de las ecuaciones de movimiento hasta la
integracion numeérica para obtener las posiciones y velocidades de las particulas a lo largo

del tiempo.
A) Ecuaciones del Movimiento de Newton

La base de la dindmica molecular es la segunda ley de Newton, que describe como cambian
las posiciones de las particulas en funcion de las fuerzas que actian sobre ellas. La ecuacion

general para una particula i es (7):
Fi =ma; (7)
donde:
e Fjes la fuerza que actlia sobre el atomo i,
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e m;es la masa de la particula i,
e g, es laaceleracion de la particula i (8), que se puede expresar como la derivada de

la velocidad con respecto al tiempo:

dvi
ap=—- (8)

e donde v; es la velocidad de la particula.
Las fuerzas Fi son generalmente derivadas de una funcion potencial V' que describe las
interacciones entre las particulas del sistema. Por ejemplo, para un sistema de particulas que

estan interactuando, la fuerza sobre una particula i (9) se obtiene como el gradiente negativo

del potencial total con respecto a las coordenadas espaciales:

F=-vv({n}) ©

donde r; es el conjunto de las posiciones de todas las particulas.

B) Interacciones entre particulas

El potencial V' describe las interacciones entre las particulas dentro de un sistema. Un ejemplo

tipico es el potencial de Lennard-Jones para interacciones entre atomos no ligados (10):

o\12  ,g\6
donde:
e ces la profundidad del pozo de potencial (mide la intensidad de la interaccion),

e o es ladistancia a la que el potencial es cero (radio de corte),

e res la distancia entre las dos particulas que interactian.

El potencial electrostatico también es fundamental en muchas simulaciones, y estd generado

por la ley de Coulomb (11):

411
Velectrostético (T‘) - 47TEOT

(1D
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donde:

® ¢;y g>son las cargas de las particulas 1y 2,
e res la distancia entre las dos particulas,

e ¢y es la constante de permitividad en el vacio.

7.4.2 INTEGRACION DE LAS ECUACIONES DE MOVIMIENTO

Para obtener las trayectorias, es necesario resolver las ecuaciones de movimiento para de las
particulas del sistema. Esto se hace a través de métodos numéricos de integracion, ya que no

se puede resolver analiticamente en la mayoria de los casos.

Uno de los métodos més comunes es el método de integracion de Verlet, que es simple y
eficiente para sistemas de particulas en simulaciones de dindmica molecular. El algoritmo de
Verlet permite obtener las posiciones y velocidades de las particulas en cada paso de tiempo,

generandose desde las posiciones de las particulas con base en las series de Taylor.

A) Método de Integracion Verlet

Desarrollando a partir de la posicion y usando las series de Taylor se tiene:

f(t+At) = z fn(;ﬁ (futuro) (12)
n=0

f(t—Ar) = Z W (pasado) (13)
n=0

Desarrollando para futuro (12) se tiene (el valor en magenta vale 1) la ecuacion (14):
o (DAL
f(t + At) = z fL
n!
n=0

fo0)AL° f2(0)At? > FA(E) AL
Y TR T +Z 4! (14)
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Desarrollando para pasado (13) se tiene (el valor en magenta vale 1) la ecuacion (15):

X fn —AE)"
f(t—At)zzf(t)#z

RO REOICS
B 0! 2!

O r4 — Att
+zf(t)4! t (15)
=4

Sumando ambas ecuaciones y por signos contrarios se eliminan algunos términos (términos

en anaranjado), ecuacion (16):

4
(£ = AE) + (¢ + AL) = 2f° (t)+f() zf() (16)
Por truncamiento se elimina el término de la cuarta derivada (color azul) y despejando f(t +
At) queda la ecuacion (17):
f(t+At) =2f°(t) — f(t — At) + f2(H)At?  (17)

El término en rojo genera las caracteristicas del &tomo en un instante anterior.

Retomando la ecuacion (15) al realizar el truncamiento y permitiendo conocer las

caracteristicas del atomo en un instante anterior queda como:

2 2
ft—At) =£o1t) — FLO(—AD) + m%t) (18)

Al hacer cambio de variable en las ecuaciones (17) y (18) de “f” por el vector 7 de
posicidn, cambia a:
7(t + At) = 27(t) — 7#(t — At) + 72(t)At? (17q)

7(t — At) = 7#(t) — 7(t) (AD) + Fz(t)zﬂ (18a)

En las ecuaciones (17a) y (18a) permiten conocer la velocidad y aceleracion; siendo estos

los componentes dindmicos
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Usando la ecuacion (14) y despreciando desde los términos al cuadrado por ser valores muy
pequefios y colocando todo en términos de la velocidad genera:

v(t+ At) = v(t) + v(t) (14b)

v(t+ At) = v(t) +d(t) (14b)

Y de esta manera también se conoce la aceleracion de forma vectorial.

De esta manera, se genera el método de integracion Verlet, Este método no requiere el calculo
explicito de las velocidades en cada paso, sino que las calcula de manera implicita a partir de

las posiciones pasadas y actuales.

7.4.3 CALCULO DE TRAYECTORIA

El proceso final de una simulacion implica realizar una serie de pasos temporales, en los
cuales se actualizan las posiciones y velocidades de todas las particulas en funcion de las
fuerzas calculadas en cada paso. El sistema va evolucionando a través de una secuencia de
pasos de tiempo A4¢, generando una trayectoria que describe como las posiciones de los
atomos/moléculas cambian con el tiempo dentro de las condiciones periddicas de frontera,

ya que permite que el sistema se mantenga constante.
En cada paso:

e Se calculan las fuerzas interatomicas a partir de la derivada del potencial,
e Se actualizan las posiciones de las particulas mediante la integracion de las

ecuaciones de movimiento,

e Se repite este proceso durante muchos pasos de tiempo para obtener la evolucion

completa del sistema.
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7.4.4 PROPIEDADES TERMODINAMICAS

Una vez obtenidas las trayectorias, se pueden calcular varias propiedades termodinamicas,
como la temperatura, presion, volumen y energia. La temperatura T (19) se calcula a partir

de la energia cinética de las particulas:

T = 2 N1 2 (19
= 3Nk, El > Mi Vi (19)
1=

donde:

e Nes el nimero de particulas,
e [pes la constante de Boltzmann,

e v;eslavelocidad de la particula i.

La energia potencial total se calcula evaluando el potencial total } de todas las interacciones

en el sistema.
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8. METODOLOGIA

8.1 BUSQUEDA Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS PRIMARIAS

Se realiz6 una revision de las secuencias de aminoacidos del hNay1.7, tomando las secuencias
FASTA que se encuentran en la base de datos de UniProt. Para conocer si estan curadas y
completas, se realiza un alineamiento multiple de secuencias (MSA) en la herramienta en
linea EMBL-EBI-Clustal Omega  (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/sss/fasta y

https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo).571-7291  La

revision general de las
estructuras cristalizadas que tienen codigo de PDB 6J8I, 7XVF y 4JPZ se realizaron en el

programa Vega ZZ version 3.2.3.%

8.2 MODELADO DE LA SUBUNIDAD «a

Para realizar el modelado 3D, se emple6 la secuencia de la subunidad a del canal de sodio
hNay1.7, que fue obtenida de la base de datos de UniProt que tiene un c6digo de UniProt
Q15858 (https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q15858/entry).

El modelado por homologia se realizé utilizando como andamio (femplate) a las estructuras
que conforman a: 1) el dominio N-terminal fue obtenido a partir del dominio N-terminal de
la estructura cristalografica que tiene como coédigo de PDB 7XVF?? que es del canal de sodio
hNay1.7 en estado activado; ii) el area transmembranal y el ectodominio fue obtenido de la
estructura cristalografica que tiene como codigo de PDB 6J81*° que se encuentra en estado
inactivado; 1ii) el dominio C-terminal fue generado a partir de la estructura cristalografica
que tiene como codigo de PDB 4JPZ;** iv) y las asas intracelulares y estructuras faltantes,
fueron generadas usando la estructura generada por inteligencia artificial de AlphaFold

(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q15858).%°
Estos modelos fueron generados por partes usando el programa Modeller 9.147%77 ysando

como interfaz grafica a Chimera version 14.%° Estos modelos al ser generados se unen

mediante enlaces peptidicos usando el programa Pymol.”
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Para comprobar la calidad de los modelos se verificaron usando el valor QMEAN, este valor
se obtiene cargando el modelo 3D generado a la base de datos Expasy QMEAN

[https://www.expasy.org/resources/qmean].”’

8.3 MODELADO DE LA SUBUNIDAD 3

Para el modelado de la subunidad B3, se empled la secuencia en formato FASTA de UniProt
que tiene como codigo QINY72 (https://www.uniprot.org/uniprotkb/QINY72/entry). Y se
compard6 con las diversas isoformas de la subunidad B para conocer su porcentaje de identidad
y asi generar el modelo por homologia. Este anélisis se realizd6 mediante un alineamiento
multiple de secuencias (MSA) usando las secuencias en formato fasta y la herramienta en
linea de EMBL-EBI Clustal Omega (https://

www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo).®%71-7291

El modelado por homologia fue generado usando el dominio N-terminal que se encuentra en
la estructura cristalografica que tiene como c6digo de PDB 4L1D% y la zona transmembranal
de la subunidad B1 que se encuentra cristalizada en la estructura que tiene como codigo de
PDB 6J81.* Para modelar ambas partes se realizd mediante el programa Modeller 9.14767
usando como interfaz grafica a Chimera version 14.% Estos modelos al ser generados se unen

mediante enlaces peptidicos usando el programa Pymol.*®

Para comprobar la calidad de los modelos se verificaron usando el valor QMEAN, este valor
se obtiene cargando el modelo 3D generado a la base de datos Expasy QMEAN

[https://www.expasy.org/resources/qmean].”’ %’

8.4 REFINAMIENTO DE LAS ESTRUCTURAS 3D
Para tener el modelo 3D en forma refinada y relajada estructuralmente, se tomaron ambas
subunidades por separado; a cada una se le realiz6 un proceso de minimizacion energética y

asi los contactos entre aminoacidos fueron eliminados.
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Para esto, la minimizacion se realizé durante 100 ps (picosegundos) bajo el campo de fuerza
CHARMM36 en su version 2021
(http://mackerell.umaryland.edu/charmm_ff.shtml#gromacs) en el programa GROMACS en
su version 2021.4.°%1% Ambas subunidades fueron colocadas cada una en un area en forma
de cubo denominada “caja” a la que se agregd agua usando el modelo TIP3P; después de

solvatarlo se agreg6 cloruro de sodio (NaCl) a una concentracion 0.15 M.

Cada sistema se expuso a una temperatura de 310.15 K y se realiz6 una minimizacién
energética de maximo 500,000 pasos en el que el sistema termin6 de minimizarse hasta que

se alcanzo una fuerza total menor a 1000 kJ/mol nm y de equilibrio NVT y NPT por 100 ps.

Posterior a la minimizacion, se realizo la visualizacion de los posibles contactos usando el
programa Chimera. Esta observacion se realizé mediante los siguientes pasos (Menu > Tools
> Structural Analysis > Find clashes/contacts).” De la misma manera, se realizo la grafica
de los angulos Psi y Phi mediante un cuadro de Ramachandran usando el programa
SwissPDBViewer!' 1'% mediante los siguientes pasos (select > all; Wind > Ramachandran

Plot).

8.5 ACOPLAMIENTO MOLECULAR ENTRE LA SUBUNIDAD o Y LA
SUBUNIDAD B3

El acoplamiento molecular (molecular docking) se realizd para conocer y determinar
computacionalmente el sitio, forma, orientacion que toma la subunidad B3 al
unirse/interaccionar con la subunidad o. Esta metodologia se llevd a cabo usando los

programas de docking proteina-proteina en linea: i) HDock®*!1% y ii) HADDOCK?®>!1%4,

a) Para realizar el acoplamiento molecular en HDock se necesitan ambas subunidades
por separado en formato .pdb y siguiendo las caracteristicas estandar de la pagina de

internet: 1) cargar al receptor, que es la subunidad a; y ii) cargar al ligando, que es la

subunidad B3. Y de esta manera se permite la generacion de un acoplamiento ciego.

El resultado se puede descargar y la pagina también permite su visualizacion. El
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resultado arroja un valor de confiabilidad para que se lleve a cabo el complejo y la
posicion que estan tomando ambas subunidades.

b) Paraejecutar el acoplamiento en HADDOCK?2.4, se necesitan ambas subunidades por
separado seleccionando algunas opciones para que se lleve a cabo el acoplamiento y
los pasos son: 1) cargar a la proteina que se le denomina “receptor” que es la subunidad
a; ii) cargar a la proteina que se le denomina “ligando” que es la subunidad 3.
Posterior a cargarlo, iii) se selecciona en el ligando y iv) el receptor a la posible
interfaz/zona en la que podrian estar interaccionando (solo es una orientacion para
que el programa tenga una zona a la que le puede buscar con mas exhaustividad),

como maximo se seleccionan 150 aminoécidos de cada proteina.

El resultado al descargarlo arroja un valor de energia de interaccion y la posicion que estan

tomando ambas subunidades. Ambos resultados se visualizan en Chimera.

Para poder verificar los acoplamientos anteriores, se realizé un acoplamiento reverso (Back
docking) en ambos programas en linea. a) En HDock se carga a la subunidad a como receptor
y a la subunidad B1como ligando (estructura que se encuentra en complejo con la subunidad
a que tiene como codigo 6J8I). b) En HADDOCK?2.4 se carga el receptor (subunidad a) y el

ligando (B1), y se seleccionan 150 aminoacidos que se encuentran en su interfaz y se ejecuta.

De esta manera, si el programa arroja el mismo sitio y posicion que tienen las proteinas recién
cargadas en el cristal del cual provienen se estaria verificando que el programa si presenta

capacidad para encontrar el sitio de union entre ambas subunidades.

8.6 DINAMICA MOLECULAR

Para realizar la dindmica molecular y sea un sistema representativo a la parte bioldgica, se
realiz6 la generacion de una membrana lipidica usando el modelo de lipido: 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC por sus siglas en inglés) en la pagina de internet de
CHARMM-GUI (https://www.charmm-gui.org/),! 1% la membrana a ensamblar esta

conformada por 1298 cadenas de POPC, a la que se le minimiza energéticamente y se
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equilibra de manera estructural conforme al NVT y NPT a una temperatura de 310.15 K para
que cada cadena de POPC se relaje y se muevan de manera libre. El tiempo asignado para
estos pasos de minimizacion y equilibramiento fueron los que la pagina de CHARMM-GUI

nos arroja de manera automatica.

Posterior a obtener la membrana equilibrada, se procede a colocar el resultado del
acoplamiento (de aqui en adelante le llamaremos complejo o/B3) en la orientacion
(posiciones “x”, “y” y “z”) que se encuentra reportada en la pagina de internet Orientations
of Proteins Membranes (OPM);!%® esta posicion permite asegurar que los resultados seran
representativos debido a que estaremos colocando los aminoécidos en la posicion idonea para

que tengan las interacciones que se presentan en una membrana bioldgica.

Después de colocar el complejo a/B3 en la posicion que la pagina de OPM refiere, 1) se
procedidé a procesar bajo el campo de fuerza CHARMM36 en condiciones en las que el
dominio N-terminal y el C-terminal tengan carga positiva (+) y negativa (-), respectivamente;
i1) se agregd una solvatacion de todo el sistema bajo el tipo de agua TIP3P. Y finalmente,
para tener el sistema armado, iii) se agregd una concentracion de NaCl a una concentracion

de 0.15 M que estaria reflejando las concentraciones fisioldgicas.

Como siguiente paso: se procede a bloquear el movimiento de las cadenas proteicas durante
el proceso de minimizacion en el sistema, de esta manera se evita que los 4tomos que no son
hidrogenos se muevan y cambien de posicion. La manera de impedir el movimiento es
agregar fuerzas restrictivas de 100,000 kJ/mol-nm? a los 4tomos pesados. Continuando con
una minimizacion energética del sistema durante 500,000 pasos buscando que el sistema
tenga una fuerza total menor a 1000 kJ/mol nm, esto evita que el sistema de despolimerice

durante los equilibramientos termodindmicos.

Las ultimas partes del procesamiento del Sistema constan de equilibramientos
termodindmicos que tiene las siguientes caracteristicas: (1) equilibramiento de tipo NVT
usando el termostato modificado de Berendsen V-rescale con un algoritmo de restriccion tipo

LINCS a una temperatura de 310.15 K, esto se hace durante 500,000 pasos que da un total
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de 1 ns; y (2) un equilibramiento de tipo NPT usando el barostato de tipo Parrinello-Rahman,
un termostato de tipo Nose-Hoover, una interpolacion cubica 4 (orden PME), una distancia
media para las interacciones electrostaticas de 1.2 nm, una distancia media para las
interacciones de corto alcance de tipo van der Waals de 1.2 nm, un espaciamiento de Fourier
de 0.16, usando también el algoritmo restrictivo tipo LINCS a una temperatura de 310.15 K

durante 1,500,000 pasos que equivalen a 3ns.

Se generaron varios sistemas para determinar: 1) la estabilidad del complejo a/B3 en
presenciay ausencia de la membrana lipidica y 2) determinar si las interacciones entre ambas
proteinas se mantienen debido a la ausencia de una membrana lipidica (véase Tabla 5). La
diferencia de temperaturas se gener6d debido a que en algunos campos de fuerza los lipidos
de POPC a una temperatura de 323 K existe una ruptura generando una nula representacion

del ambiente biologico

Tabla 5. Sistemas generados para obtener la estabilidad e interacciones en el complejo a/B3

Sistema Temperatura (K)

Subunidad o completa en agua 310.15

Subunidad o completa en agua 323.00

Complejo 0/B3 en agua 310.15

Complejo 0/B3 en agua 323.00

Dominio DIII de la subunidad a / subunidad B3 en membrana 310.15
lipidica

Dominio DIII de la subunidad a / subunidad B3 en membrana 323.00
lipidica

Subunidad o completa en membrana lipidica 310.15

Subunidad o completa en membrana lipidica 323.00

Subunidad o completa / subunidad f3 en membrana lipidica 310.15

Subunidad o completa / subunidad B3 en membrana lipidica 323.00

38



8.7 EJECUCION DEL SISTEMA COMPLETO PARA DINAMICA MOLECULAR

Para completar el estudio y obtener la interfaz (interaccion y estabilidad) del complejo o/p3,
asi como también el paso de iones sodio por el canal de sodio hNa,l.7, el sistema
anteriormente preparado se ejecuto en el sistema GROMACS®**!% en Ia version 2021.4 bajo
el integrador leap-frog resultando una dinamica que tiene 1,500,000 pasos generando 300 ns
de tiempo de observacion. La ejecucion de la dinamica molecular se realizé en el Laboratorio

Nacional de Supercomputo del Sureste de México (LNS).

La visualizacion del resultado de la dindmica molecular denominado “trayectorias” se
observod en el programa VMD y se analizé mediante el script “distance.tcl” para medir las
distancias entre los aminoécidos.!” Las graficas se generaron en el programa XMGrace.'!°
Se calcul6 la desviacion media cuadratica (RMSD por sus siglas en inglés root-mean-square
deviation), que permite medir la estabilidad y los cambios de la proteina midiéndolo
directamente de los carbonos alfa a través del tiempo''!; esto se realiza a partir del comando
gmx_rms. Las fluctuaciones (RMSF por sus siglas en inglés root-mean-square fluctuation),
se obtuvieron mediante gmx rmsf permitiendo conocer los cambios de los aminoacidos

durante la dinamica molecular.

8.8 DETERMINACION DE FUERZAS DE INTERACCION USANDO APBS

De los resultados de dindmica molecular (MD), se calculan las afinidades usando la
herramienta base Linux de APBS (Adaptative Poisson-Boltzmann Solver) obtenido de
https://server.poissonboltzmann.org/. Se obtuvieron las energias de interaccion y las
superficies accesibles a solvente (SAS por sus siglas en inglé€s).

Para calcular APBS se necesita primero pasar el archivo .pdb a .pdbqt, esto se realizd
mediante: pdb2pqr30 --ff=PARSE --ffout=PARSE --noopt --with-ph=7, el nombre del
archivo .pdb y el nombre del archivo a generar .pqr. Las opciones que se usan son: --
ff=PARSE: es el campo de fuerza que se usa; --ffout=PARSE es el archivo con el formato de
salida que esta escrito en el campo de fuerza PARSE; --noopt: no se genera optimizacion de
los hidrogenos que se encuentran en el aminoacido; --with-ph=7: se realiza el calculo a pH

de 7''2. Después de tener las estructuras en formato .pdbqt, se necesita generar un archivo
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que contenga los parametros que van a describir a los 4tomos de los residuos y debe de
contener: 1) la especificacion de las condiciones periddicas de frontera para que se pueda
calcular la ecuacion de Poisson-Boltzmann (pdie = 2.0); ii) Especificar el nimero de puntos
que van a rodear el atomo/residuo por proceso (dime = 161 161 161); iii) Especificar el
tamafo de la caja en la que se encuentran los atomos (cglen =261 255 293); iv) Especificar
directamente la caja para que se encuentren zonas en las que se realice el calculo (fglen =
174 170 193); v) Especificar que se debe de resolver la ecuacion de Poisson-Boltzmann no

linear (npbe); vi) Especificar la constante dieléctrica para el solvente implicito (pdie =2.0).'!?
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 GENERACION DEL MODELO TRIDIMENSIONAL DE LA SUBUNIDAD «

Para generar el modelo 3D de la subunidad o completa del hNay1.7 se realiza el alineamiento
multiple de secuencias (MSA) para verificar las zonas que se van a modelar (véase Figura
5) de tal manera que se presentan estructuras del hNay1.7 a partir de: (1) el dominio N-
terminal con la estructura 7XVF que presenta una estructura del hNayl1.7 en estado
desactivado con los segmentos S4 aun sin movimiento hacia la porcion extracelular; (2) la
zona transmembranal y el ectodominio con la estructura 6J81 se presenta el segmento DI en
un estado activado y tiene los segmentos S4 del dominio DII y DIII en estado inactivado (aun
sin el movimiento del segmento S4) y conociendo que las subunidades B acttian en el proceso
de activacion del canal, por eso se toma la estructura 6J8I; (3) estructuras faltantes con la
estructura de AlphaFold; y (4) estructura del dominio C-terminal del canal hNay1.2 con la
estructural 4JPZ. El uso de este dominio C-terminal es debido a que no se tiene la estructura
cristalografica del dominio C-terminal del hNay1.7 y por ende se toma esta estructura ya que

presentan un porcentaje de identidad del 70 %.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

4JPZ|Chains 0 o mm oo 0
7XVF|Chain|Sodium —-=----—--- EKGGGARGGSGGGSWSHPQFEKGFDYKDDDDKGTMAMLPPPGPQSFVHETK 51
SplQ15858 | SCNOA HUMAN = - —mm oo oo MAMLPPPGPQSFVHETK 17
6J8I|Chain MASWSHPQFEKGGGARGGSGGGSWSHPQFEKGFDYKDDDDKGTMAMLPPPGPQSEFVHETK 60
4JPZ|Chains = e 0
7XVF|Chain|Sodium QSLALIEQRIAERKSKEPKEEKKDDDEEAPKPSSDLEAGKQLPFIYGDIPPGMVSEPLED 111
sp|Q15858 | SCNO9A_ HUMAN QSLALIEQRIAERKSKEPKEEKKDDDEEAPKPSSDLEAGKQLPFIYGDIPPGMVSEPLED 77
6J8I|Chain QSLALIEQRIAERKSKEPKEEKKDDDEEAPKPSSDLEAGKQLPFIYGDIPPGMVSEPLED 120
4JPZ|Chains = oo 0
7XVF|Chain|Sodium LDPYYADKKTFIVLNKGKTIFRFNATPALYMLSPFSPLRRISIKILVHSLFSMLIMCTIL 171
sp|Q15858 | SCNOA HUMAN LDPYYADKKTFIVLNKGKTIFRFNATPALYMLSPFSPLRRISIKILVHSLFSMLIMCTIL 137
6J8I|Chain LDPYYADKKTFIVLNKGKTIFRFNATPALYMLSPFSPLRRISIKILVHSLFSMLIMCTIL 180
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4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|0Q15858 | SCNIA_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

TNCIFMTMNNPPDWTKNVKYTFTGIYTFESLVKILARGFCVGEFTFLRDPWNWLDEFVVIV
TNCIFMTMNNPPDWTKNVEYTFTGIYTFESLVKILARGFCVGEFTFLRDPWNWLDEVVIV
TNCIFMTMNNPPDWTKNVEYTFTGIYTFESLVKILARGFCVGEFTFLRDPWNWLDEFVVIV

FAYLTEFVNLGNVSALRTFRVLRALKTISVIPGLKTIVGALIQSVKKLSDVMILTVFCLS
FAYLTEFVNLGNVSALRTFRVLRALKTISVIPGLKTIVGALIQSVKKLSDVMILTVFCLS
FAYLTEFVNLGNVSALRTFRVLRALKTISVIPGLKTIVGALIQSVKKLSDVMILTVFCLS

VFALIGLQLFMGNLKHKCFRNSLENNETLESIMNTLESEEDFRKYFYYLEGSKDALLCGFEF
VFALIGLQLFMGNLKHKCFRNSLENNETLESIMNTLESEEDFRKYFYYLEGSKDALLCGF
VFALIGLQLFMGNLKHKCFRNSLENNETLESIMNTLESEEDFRKYFYYLEGSKDALLCGF

STDSGQCPEGYTCVKIGRNPDYGYTSFDTFSWAFLALFRLMTQDYWENLYQQTLRAAGKT
STDSGQCPEGYTCVKIGRNPDYGYTSEFDTFSWAFLALFRLMTQDYWENLYQQTLRAAGKT
STDSGQCPEGYTCVKIGRNPDYGYTSFDTFSWAFLALFRLMTQDYWENLYQQTLRAAGKT

YMIFFVVVIFLGSFYLINLILAVVAMAYEEQNQANIEEAKQKELEFQOMLDRLKKEQEEA
YMIFFVVVIFLGSFYLINLILAVVAMAYEEQNQANIEEAKQKELEFQQOMLDRLKKEQEEA

YMIFFVVVIFLGSFYLINLILAVVAMAYKEQNQANIEEAKQKELEFQQOMLDRLKKEQEEA

EATAAAAAEYTSIRRSRIMGLSESSSETSKLSSKSAKERRNRRKKKNQKKL-———-———-—
EATAAAAAEYTSIRRSRIMGLSESSSETSKLSSKSAKERRNRRKKKNQKKLSSGEEKGDA
EATAAAAAEYTSIRRSRIMGLSESSSETSKLSSKSAKERRNRRKKKNQKKLSSGEEKGDA

EKLSKSESEDSIRRKSFHLGVEGHRRAHEKRLSTPNQSPLSIRGSLFSARRSSRTSLFSF
EKLSKSESEDSIRRKSFHLGVEGHRRAHEKRLSTPNQSPLSIRGSLEFSARRSSRTSLFESFE

KGRGRDIGSETEFADDEHSIFGDNESRRGSLFVPHRPQERRSSNISQASRSPPMLPVNGK
KGRGRDIGSETEFADDEHSIFGDNESRRGSLEFVPHRPQERRSSNISQASRSPPMLPVNGK

231
197
240

291
257
300

351
317
360

411
377
420

471
437
480

522
497
540

522
557
600

522
617
660
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4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A_HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|0Q15858 | SCNIA_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

MHSAVDCNGVVSLVDGRSALMLPNGQLLPEVIIDKATSDDSGTTNQIHKKRRCSSYLLSE
MHSAVDCNGVVSLVDGRSALMLPNGQLLPEVIIDKATSDDSGTTNQIHKKRRCSSYLLSE

DMLNDPNLRQRAMSRASILTNTVEELEESRQKCPPWWYRFAHKFLIWNCSPYWIKFKKCI
DMLNDPNLRQRAMSRASILTNTVEELEESRQKCPPWWYRFAHKFLIWNCSPYWIKFKKCI

YFIVMDPFVDLAITICIVLNTLFMAMEHHPMTEEFKNVLAIGNLVFTGIFAAEMVLKLIA
YFIVMDPFVDLAITICIVLNTLFMAMEHHPMTEEFKNVLAIGNLVFTGIFAAEMVLKLIA

MDPYEYFQVGWNIFDSLIVTLSLVELFLADVEGLSVLRSFRLLRVFKLAKSWPTLNMLIK
MDPYEYFQVGWNIFDSLIVTLSLVELFLADVEGLSVLRSFRLLRVFKLAKSWPTLNMLIK

IIGNSVGALGNLTLVLAIIVFIFAVVGMQLFGKSYKECVCKINDDCTLPRWHMNDFFHSE
IIGNSVGALGNLTLVLAIIVFIFAVVGMQLFGKSYKECVCKINDDCTLPRWHMNDFFHSE

LIVFRVLCGEWIETMWDCMEVAGQAMCLIVYMMVMVIGNLVVLNLFLALLLSSFSSDNLT
LIVFRVLCGEWIETMWDCMEVAGQAMCLIVYMMVMVIGNLVVLNLFLALLLSSFSSDNLT

ATIEEDPDANNLQIAVTRIKKGINYVKQTLREFILKAFSKKPKISREIRQAEDLNTKKENY
AIEEDPDANNLQIAVTRIKKGINYVKQTLREFILKAFSKKPKISREIRQAEDLNTKKENY

522
677
720

522
737
780

522
797
840

522
857
900

522
917
960

522
977
1020

522
1037
1080
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7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A_HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A_HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|0Q15858 | SCNIA_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

ISNHTLAEMSKGHNFLKEKDKISGFGSSVDKHLMEDSDGQSFIHNPSLTVTVPIAPGESD
ISNHTLAEMSKGHNFLKEKDKISGFGSSVDKHLMEDSDGQSFIHNPSLTVTVPIAPGESD

LENMNAEELSSDSDSEYSKVRLNRSSSSECSTVDNPLPGEGEEAEAEPMNSDEPEACEFTD
LENMNAEELSSDSDSEYSKVRLNRSSSSECSTVDNPLPGEGEEAEAEPMNSDEPEACETD

GCVWREFSCCQVNIESGKGKIWWNIRKTCYKIVEHSWFESFIVLMILLSSGALAFEDIYIE
GCVWRFSCCQVNIESGKGKIWWNIRKTCYKIVEHSWFESFIVLMILLSSGALAFEDIYIE

RKKTIKIILEYADKIFTYIFILEMLLKWIAYGYKTYFTNAWCWLDFLIVDVSLVTLVANT
RKKTIKIILEYADKIFTYIFILEMLLKWIAYGYKTYFTNAWCWLDFLIVDVSLVTLVANT

LGYSDLGPIKSLRTLRALRPLRALSRFEGMRVVVNALIGAIPSIMNVLLVCLIFWLIFSI
LGYSDLGPIKSLRTLRALRPLRALSRFEGMRVVVNALIGAIPSIMNVLLVCLIFWLIFSI

MGVNLFAGKFYECINTTDGSRFPASQVPNRSECFALMNVSQNVRWKNLKVNEFDNVGLGYL
MGVNLFAGKFYECINTTDGSRFPASQVPNRSECFALMNVSQNVRWKNLKVNEDNVGLGYL

SLLQVATFKGWTIIMYAAVDSVNVDKQPKYEYSLYMYIYFVVFIIFGSFFTLNLFIGVII
SLLOQVATFKGWTIIMYAAVDSVNVDKQPKYEYSLYMYIYFVVFIIFGSFFTLNLFIGVII

DNFNQQKKKLGGQDIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPQKPIPRPGNKIQGCIFDLVTNQAF
DNFNQQKKKLGGQDIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPQKPIPRPGNKIQGCIFDLVTNQAF

522
1097
1140

522
1157
1200

522
1217
1260

522
1277
1320

522
1337
1380

522
1397
1440

522
1457
1500

522
1517
1560
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4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|Q15858 | SCN9A_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|0Q15858 | SCN9A_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

7XVF |Chain|Sodium
sp|0Q15858 | SCNIA_ HUMAN
6J8I|Chain

4JPZ|Chains

TXVF |Chain|Sodium

sp Q15858 | SCN9A HUMAN
6J8I|Chain

DISIMVLICLNMVTMMVEKEGQSQHMTEVLYWINVVEFIILFTGECVLKLISLRHYYFTVG
DISIMVLICLNMVTMMVEKEGQSQHMTEVLYWINVVFIILFTGECVLKLISLRHYYFTVG

WNIFDFVVVIISIVGMFLADLIETYFVSPTLFRVIRLARIGRILRLVKGAKGIRTLLFAL
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Figura 5. Alineamiento multiple de secuencias (MSA) entre la secuencia de aminoacidos de la subunidad

o obtenida de UniProt y las estructuras cristalograficas a usar para su modelado por homologia.

Al ensamblar todas estas estructuras se obtiene la subunidad a del hNay1.7 (véase Figura 6).

Figura 6. Modelo por homologia 3D de la subunidad a del hNa,1.7. Aqui se muestran las partes de las

que se encuentra ensamblado: 1) Modelo del dominio N-terminal usando como andamio 7XVF (color

orchid); 2) Modelo de los segmentos transmembranales y ectodominio usando como estructura de

referencia a 6J8I (color cornflower); 3) Modelo de las estructuras y asas intracelulares usando como

template a la estructura de Alphafold (color tan); y 4) para el modelo del dominio C-terminal tomando

como cristal a 4JPZ (color oro).
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La verificacion del modelo de la subunidad a se realiza mediante el valor QMEAN que arroja
la herramienta de Expasy, esta herramienta verifica la posicion de los aminoacidos.””® El
resultado muestra que los valores que encuentra en las zonas 1) dominio N-terminal; 2) zonas
transmembranales y 3) dominio C-terminal son de alta calidad ya que los valores de
validacion en estas zonas se encuentran entre 0.6 a 1 (siendo cero = baja calidad y 1 = alta
calidad); y de forma contraria, las zonas con menor calidad son las asas intracelulares ya que

presentan una gran movilidad (véase Figura 7).
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Figura 7. Gréfica de validacion del modelo 3D de la subunidad a del canal hNay1.7 usando los valores
QMEAN. Esto verifica cada posicion que se encuentra en la estructura, muestra valores mayores a 0.6 en
zonas como el dominio N-terminal, transmembranal y el dominio C-terminal, en zonas de asas

intracelulares presenta valores menores a 0.5.

Al realizar revision de la estructura mediante un cuadro de Ramachandran se obtiene un
resultado en el que muestra que los aminoacidos se encuentran empaquetados mostrando
tension en los angulos Phi y Psi en las zonas de las hélices (véase Figura 8a), debido a esto,
se observa que los aminoacidos se encuentran en zonas bien definidas para o hélices. Para
disminuir esta tension y buscando que se eliminen los contactos que pueden existir debido al
modelado por homologia en subunidad a, se realiza la minimizacion energética permitiendo
que los angulos Phi y Psi tengan mayor libertad (véase Figura 8b); debido a esto, se observa

mayor dispersion en las zonas conformadas por las a hélices.

47



Figura 8. Cuadro de Ramachandran mostrando las posiciones que toman los dngulos Phi y Psi de la
subunidad a del canal hNay1.7. (a) Grafico antes de la minimizacion que muestra como los aminoacidos
se encuentran en zonas especificas para o hélices con una corta distancia entre puntos de aminoacidos. (b)
Grafico posterior a la minimizacién que muestra como los aminoacidos se encuentran en zonas para la
formacion de a hélices con una distancia mayor entre puntos de aminoacidos, esta distancia siendo el

resultado de la minimizacion.

9.2 GENERACION DEL MODELO TRIDIMENSIONAL DE LA SUBUNIDAD 3

El modelo por homologia de la subunidad 3 se realiza usando al dominio extracelular “/g-
like” de la estructura 4L1D y el segmento transmembranal de la subunidad Bl que se
encuentra en complejo en la estructura cristalografica 6J81. Para realizar el modelo de la zona
transmembranal se realiza un MSA para conocer el porcentaje de identidad de las estructuras
cristalizadas al momento de iniciar este estudio, la subunidad B1 es usada debido a que
presenta un porcentaje de identidad del 50 % con la subunidad 33, en lugar de usar las otras

subunidades B cristalizadas (véase Tabla 6).

48



Tabla 6. Porcentaje de identidad entre subunidades 1, B2 and B3 que provienen de distintas estructuras

cristalograficas. Para esto, se agrega la subunidad 3 del cristal 7TJ8 que se cristalizo afios después.

Eel B1 Human B1 Human 2 Human B3
[codigo de PDB [codigo de PDB  [codigo de PDB  [codigo de PDB
5XSY] 6J8I] 6J8I] 7TJ8]
Eel B1 100 46 20 42
hp1 46 100 21 50
hp2 20 21 100 23
hpB3 42 50 23 100

De esta manera, al modelar y ensamblar/unir mediante un enlace peptidico al dominio N-

terminal y la zona transmembranal en PyMol, genera un modelo completo de la subunidad

B3 (véase Figura 9).
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Figura 9. Modelo por homologia de la subunidad 3.
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La verificacion del modelo de la subunidad B3 se realiza mediante el valor QMEAN que
arroja la herramienta de Expasy, esta herramienta verifica la posicion de los aminoacidos.””?
El resultado muestra que los valores que encuentra en las zonas 1) dominio N-terminal; 2)
zonas transmembranales son de alta calidad ya que los valores de validacion en estas zonas
se encuentran entre 0.6 a 1; y de forma contraria, las zonas con menor calidad son las asas ya

que presentan una gran movilidad (véase Figura 10).
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Figura 10. Grafica de validacion del modelo 3D de la subunidad B3 usando los valores QMEAN. Esto
verifica cada posicion que se encuentra en la estructura, muestra valores mayores a 0.6 en zonas como las

hojas  del dominio N-terminal y zona transmembranal, en zonas de asas presenta valores menores a 0.5.

Al realizar revision de la estructura de la subunidad 3 mediante un cuadro de Ramachandran
se obtienen un resultado en el que muestra que los aminodcidos se encuentran empaquetados
mostrando tension en los dngulos Phi y Psi en las zonas de las hélices (véase Figura 11a),
debido a esto, se observa que los aminoacidos se encuentran en zonas bien definidas para o
hélices. Para disminuir esta tension y buscando que se eliminen los contactos que pueden
existir debido al modelado por homologia en subunidad o, se realiza la minimizacién
energética permitiendo que los angulos Phi y Psi tengan mayor libertad (véase Figura 11b);

debido a esto, se observa mayor dispersion en las zonas conformadas por las a hélices.
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Figura 11. Cuadro de Ramachandran mostrando las posiciones que toman los angulos Phi y Psi de la
subunidad B3. (a) Grafico antes de la minimizacion que muestra como los aminoacidos se encuentran en
zonas especificas para o hélices con una corta distancia entre puntos de aminoécidos. (b) Grafico posterior
a la minimizacion que muestra como los aminoacidos se encuentran en zonas para la formacion de o
hélices con una distancia mayor entre puntos de aminoéacidos, esta distancia siendo el resultado de la

minimizacion.

Con la llegada de la entrada 7TJ8 del PDB en 2022, fue posible validar nuestra interfaz o/B3
predicha, ya que por primera vez se dilucidé un complejo o/Bf3 mediante técnicas de crio-
EM. Su cadena marcada como A constituye una subunidad o, pero no constituye nuestro
canal objetivo hNay1.7, sino una clase de canal de sodio independiente del voltaje hasta ahora
desconocida, denominada NaX o Nax. Su cadena B, sin embargo, presenta la subunidad B3
completa de nuestro canal de sodio dependiente de voltaje, con sus dominios extracelular y
transmembrana.

En 2019, la entrada 6J8I del PDB se recuperd como plantilla 3D a escala atomica, aunque
aln no presentaba una coincidencia perfecta, ya que es un complejo con Bl y no es
completamente idéntico a B3, el cual se estudia aqui, concretamente el canal de sodio
dependiente de voltaje humano hNay1.7, con su PPI entre las subunidades o y B3. Asi, se

continuo con el modelo PPI hasta 2024.

Como resultado directo, la referencia confirmo nuestro complejo a/B3 calculado con la

misma orientacion y PPI entre 33 y DIII de la subunidad a (véase Figura 12a y Figura 12b).
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Finalmente, se compararon los datos estructurales entre la referencia y el objetivo (véase

Tabla 7).

Figura 12. Superposiciones de los resultados con el canal Nax y con el Nay1.7. (a) Estructura observada
experimentalmente (0/f3 de hNay) y modelo o/B3 predicho en superposicion. Codigo de color para las
cintas de la estructura principal de la proteina: modelo a azul; modelo B3 rosa; a de 7TJ8 rojo anaranjado
y B3 de 7TJ8 dorado. La interfaz a/B3 se encuentra en el dominio DIII. (b) Estructura observada
experimentalmente y modelo predicho en superposicion. La alineacion 3D revela que los modelos 3 y 1
de PDB presentan grandes diferencias geométricas debido a sus distintas secuencias primarias. Sin
embargo, la subunidad o del modelo 3D predicho se ajusta mucho mejor que la B3 al complejo crio-EM
o/B1 de hNay1.7 (entrada 6J8I de PDB), ya que ambas subunidades o son idénticas. De hecho, se extrajo
la subunidad o de crio-EM para crear la subunidad o del modelo. Codigo de color: modelo a azul claro;
modelo B3 rosa; a o B1 de la entrada 6J81 de PDB = amarillo o naranja, respectivamente. La interfaz o/B3

se encuentra en el dominio DIII.
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Tabla 7. E1 RMSD de la estructura crio-EM y el modelo de prediccion de sitio de union tridimensional

entre la subunidad o y B3.

Estructura de

) Modelo Realizado Bases de comparacion RMSD [A]
Referencia
Estructura cristalina
) hNav1.7 con todo el Los 1078 pares de
7TJ8 con subunidades ) 3
complejo a/B3 atomos
ay B3
Subconjunto de 692
Modelado por hNav1.7 con una parte
) pares de atomos 1
Homologia del complejo /B3
centrados en el PPI
Modelado por hNav1.7 con solo DIII Los 122 pares de 5
Homologia del complejo a/B3 atomos
Subconjunto de 107
Modelado por hNav1.7 con solo DIII
) pares de atomos 1
Homologia del complejo o/p3

centrados en el PPI

9.3 ACOPLAMIENTO MOLECULAR ENTRE LA SUBUNIDAD o Y LA
SUBUNIDAD B3

Para realizar el acoplamiento molecular (molecular docking) se realiza la busqueda de
literatura para encontrar una posible zona de interaccion entre ambas subunidades. Zhu y
colaboradores en el 2017;!''* y Barro-Soria y colaboradores®” mostraron efectos que presenta
la subunidad B3 sobre el dominio DII, DIII y/o DIV del Nay1.5, esto permitiendo realizar la
busqueda en el hNay1.7 ya que presenta una elevada homologia con el hNay1.5. Debido a
que directamente no se conoce un dominio exacto para lograr describir la interaccion entre
estas dos subunidades, se realiza el acoplamiento molecular “ciego”. Este docking se ejecuta
colocando a la subunidad B3 en una posicion aleatoria respecto a la subunidad o del hNay1.7

(véase Figura 13).
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Figura 13. Representacion de la posicion aleatoria en la que se colocd a la subunidad B3 respecto a la
subunidad o para realizar los acoplamientos moleculares. (a) y (b) Representacion con vista superior y
lateral de la posicion de la subunidad 3 respecto a la subunidad o para realizar el acoplamiento. (¢) y (d)
Representacion con vista superior y lateral de la posicion que toma la subunidad B3 en la subunidad o

después del acoplamiento.

Para poder conocer la posible interaccion entre estas dos subunidades, se describen las
caracteristicas couldmbicas mediante iso-superficies que presentan estos tres dominios (DII-
Figura 14a, DIII-Figura 14b y DIV-Figura 14c) de la subunidad o con la subunidad 3
(véase Figura 14d). La coloracion de las iso-superficies muestra que existe una mayor
reciprocidad de cargas entre el dominio DIII y la subunidad 3, en comparacion con el
dominio DIl 'y DIV que presentan mas cargas neutras debido a sus aminoacidos. Esto permite
conocer que en el dominio DIIT de la subunidad o y el segmento transmembranal de la
subunidad B3 haya una complementariedad electrostatica debido a la presencia de
aminodcidos cargados como: 4c. glutdmico, lisina que pueden formar un puente salino;
tirosina e histidina que pueden formar un puente de hidrogeno en zonas como en la porcion
o cara hacia la parte extracelular e intracelular. Y de igual manera, en el dominio DIII de la
subunidad o y el segmento transmembranal de la subunidad B3 existe complementariedad
estérica debido a la presencia de aminodcidos hidréfobos como: isoleucina, fenilalanina,
triptofano que pueden formar bolsillos hidr6fobos en la zona transmembranal o media que

esta en contacto con la membrana lipidica.

54



Figura 14. Superficies Coulémbicas de los dominios DII, DIII, DIV y de la subunidad 3. (a) Superficie
coulémbica del dominio DII del hNa, 1.7 mostrando mayor constitucion por aminoacidos con carga negativa;
(b) Superficie coulémbica del dominio DIII del hNay1.7 mostrando mayor cantidad de residuos con carga
positiva; (¢) Superficie coulémbica del dominio DIV del hNav1.7 mostrando mayor cantidad de residuos con
carga neutra; (d) Superficie coulémbica de la subunidad B3 que presenta una mayor constitucion de residuos
negativos. Con estas superficies coulombicas permite conocer la zona de mayor afinidad que tiene la subunidad

B3 por el dominio DIII.

El resultado del docking proteina-proteina entre ambas subunidades usando el programa en
linea HDOCK®*!% arroja que la subunidad B3 se une al dominio DIII de la subunidad o del
hNay1.7 (véase Figura 15). Dentro de los resultados, el algoritmo de calculo arroja
posiciones con angulos de 90° (acostadas), 75° (inclinadas) y hasta 180° (invertidas) respecto
a la subunidad a del hNay1.7. De la misma manera, el resultado del docking proteina-proteina
entre las dos subunidades utilizando el programa en linea HADDOCK 2.4%>!% muestra
posiciones mas aleatorias, colocando mayor cantidad de resultados en el dominio DIII de la

subunidad o del hNay1.7.

55



Figura 15. Resultados del docking proteina-proteina entre la subunidad B3 y la subunidad o del hNa,1.7.
Los resultados que se obtiene de HDOCK, todas las posiciones las coloca sobre el dominio DIII de la

subunidad o del hNay1.7.

El resultado del docking con HDOCK en el dominio DIII arroja un valor de -231.26 que se
transforma en un valor de confianza del 0.83 (véase Figura 16). Los aminoacidos que se
encuentran en la interfaz interaccionando en la subunidad B3 tenemos: T154, S158, L165,
L166, L169, W172, E176, M177, E180, Y181, V184 and E186; y en el dominio DIII son:
11177, N1180, 11181, K1183, T1184, K1187, 11188, 11191, W1193, F1194, F1197, E1217,
R1218, K1220, T1221, 11224, 11225, Y1228, 11232, 11236. Esta posicion es verificada por
la estructura cristalizada 6J81 que tiene a la subunidad B1 y de la misma manera la posicion
esta verificada mediante la estructura cristalizada 7TJ8 que tiene a la subunidad 3. Esto se
realiza ya que las estructuras cristalizadas son una fiel referencia a lo que se tiene en la parte

biologica.
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Figura 16. Posicion final del resultado de HDOCK de la subunidad 3 (ligando) que se encuentra en el
dominio DIII de la subunidad a del hNa,1.7.

El resultado del docking con HADDOCK 2.4 en el dominio DIII arroja un valor de -39
kcal/mol Los aminoacidos que se encuentran en la interfaz interaccionando en la subunidad
B3 tenemos: T154, L165, L166, L169, W172, E176, M177, E180, Y181, V184 and E186; y
en el dominio DIII son: 11177, N1180, 11181, K1183, T1184, K1187, 11188, 11191, W1193,
F1194, F1197, E1217, R1218, K1220, T1221, 11224, 11225, Y1228, 11232, 11236. Esta
posicion es verificada por la estructura cristalizada 6J8I que tiene a la subunidad B1 y de la
misma manera la posicion esta verificada mediante la estructura cristalizada 7TJ8 que tiene

a la subunidad 3.

La mayoria de las interacciones identificadas en ambas interacciones se pueden resumir en
tres grupos (i-iii):
(1) E32-K 1220 forman un puente salino que esté localizado a 5 A de distancia (véase

Figura 17).
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Figura 17. Interaccion entre E52 de la subunidad B3 con K1220 del dominio DIII de la subunidad o del

hNay1.7. Esta interaccion presenta un Puente salino que tiene una distancia de 5 A.

(i)  Lainteraccion entre 159 (gris) — Y1228 (magenta) forman un Puente de hidrogeno

estando a una distancia de 3 A (véase Figura 18).

& b

E159
B3

Figura 18. Interaccion entre el grupo carboxilico de E159 de la subunidad B3 con el grupo -OH de Y1228

del dominio DIII. Esta interaccion permite la formacion de un Puente de hidrogeno.

(iii))  Un bolsillo hidrofobo formado entre W172 (gris) + F1194 (rosa) + F1197
(salmon), esta interaccion se lleva a cabo entre el residuo de triptofano formando
interacciones de tipo n-n stacking y T-shape, esto ultimo debido al movimiento
de los anillos aromadticos. La localizacién de esta interaccion se encuentra en la

zona transmembranal de la subunidad 3 y de la subunidad o (véase Figura 19).
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Figura 19. Interaccion entre los residuos W172 de la subunidad 33 con los residuos aromaticos F1194 y

F1197 del dominio DIII. La interaccion da a la formacion de un bolsillo hidrofébico rico en electrones nt

Para validar esta metodologia y los resultados del docking, se realiza un acoplamiento
molecular reversa (back docking) usando las estructuras cristalizadas:

1) en HDOCK muestra un resultado que la subunidad B1 se coloca encima de su posicion
cristalografica con una desviacion cuadratica media de 0.6 A (véase Figura 20) y un valor

de -240.53 con un valor de confianza de 0.86.

Figura 20. Posicion final del back docking realizado con la herramienta en linea HDOCK, el resultado del

calculo se realiza usando a la subunidad B1 (gris - ligando) con la subunidad (azul - receptor). Esta
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interaccion se compara con la estructura cristalografica (amarillo - ligando y magenta - receptor)

mostrando un RMSD de 0.6 A.

i1) En HADDOCK 2.4 el sitio de unién obtenido también es en el dominio DIII del hNa,1.7
con una energia de interaccion de -43 kcal/mol, mostrando la misma posicion en el segmento
transmembranal; pero con diferencias de orientacion del dominio /g-like orientandose hacia
los segmentos S5 y S6 del dominio DIV de la subunidad a (véase Figura 21). Al compararse
con el cristal, muestra un RMSD de 5 A respecto a la posicion que toma la subunidad B1 en

la estructura cristalografica.

Figura 21. Posicion final del back docking realizado en HADDOCK 2.4 usando como ligando a la
subunidad B1 (liston gris) y como receptor a la subunidad a (listo azul). Al comparar la interaccion con la

estructura cristalografica (ligando liston amarillo y receptor liston magenta) muestra un RMSD de 5 A.
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9.4 DINAMICA MOLECULAR ENTRE LA SUBUNIDAD o DEL hNay1.7 Y LA
SUBUNIDAD B3

El sistema para dindmica molecular estd conformado por: 1) la subunidad a, ii) subunidad 3;
ii1) membrana lipidica; iv) agua en el modelo TIP3P y v) una concentracion 0.15 M de NaCl

(véase Figura 22), esto permite conocer la estabilidad de union entre estas dos subunidades.

Figura 22. Sistema para generar una dindmica molecular conformado por i) subunidad a (liston azul); ii)
subunidad B3 (superficie anaranjado); iii) membrana lipidica de POPC (lineas en azul y puntos rojos), (a)
Sistema desde una vista lateral y los iones sodio se encuentran en puntos de color amarillo y los iones
cloruro se encuentran en puntos, las moléculas de agua se han omitido; (b) sistema desde una vista desde
la parte superior o extracelular, en la que los iones fueron El modelo de agua y el cloruro de sodio es

omitido en esta representacion.

Conociendo las interacciones entre proteina-proteina (PPI - subunidades o/B3) debido al
docking. Para conocer los valores que reflejan el movimiento de las proteinas se realiza el
calculo de un RMSD global de la subunidad a y subunidad B3 durante los 300 ns de dindmica.
Los resultados reflejan cambios elevados durante los primeros 10 ns de calculo debido a la
gran movilidad que presentan las asas intracelulares contenidas en la subunidad o; posterior
a los 10 ns antes mencionados, los pequeiios cambios en el RMSD son mayoritariamente el
reflejo de los movimientos que se presentan en las asas que conforman el ectodominio (véase
Figura 23a). De igual forma, subunidad B3 presenta el mismo esquema de movimiento
debido a que el dominio C-terminal forma interacciones con zonas de la subunidad o

estabilizando su movimiento; por otra parte, los pequefios cambios de RMSD posterior a los
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10 ns antes mencionados son generados por la presencia de asas en el dominio Ig-like
denominadas “CDR’s” (véase Figura 23b). La estabilidad bajo las condiciones de MD entre

las dos subunidades es elevada.
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Figura 23. Graficas de RMSD de la subunidad o y de la subunidad B3 del canal hNa,1.7 durante 300 ns.
(a) Grafica de RMSD de la subunidad «; y (b) Grafica RMSD de la subunidad 3.

La posicion que toma la subunidad B3 al interaccionar con el dominio DIII de la subunidad
o permite que se presenten interacciones entre el asa conformada por los primeros
aminoacidos de la subunidad B3. Dentro de las primeras interacciones se encuentra la
interaccion entre F23 con K1287 y R1290 del dominio DIII de la subunidad a del hNay1.7
(véase Figura 24a) que genera un movimiento del segmento S4 del dominio DIII y esto se
ve reflejado en el aumento de distancia entre estos tres aminoécidos que va desde 4.5 - 15 A

para F23-K1287 y desde los 5 — 13 A para F23-R1290 (véase Figura 24b).
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Figura 24. Representacion de la interaccion entre F23 — K1287 and F23 — R1290. (a) Interaccion entre
F23 (fucsia) — K1287 (azul aquamarina) y F23 (fucsia) — R1290 (gris) a los 10 ns. (b) Grafica de distancia
mostrando la formacion de interacciones cation-n entre F23 — K1287 (linea negra) y F23 — R1290 (linea

azul) durante los 300 ns, las esferas en color verde son los grupos fosfato del modelo lipidico POPC.

Otra de las interacciones que estabiliza la posicion que toma la subunidad B3 con la subunidad
a durante los 300 ns de MD se lleva a cabo entre V29, P30 y R1218 (véase Figura 25a), este
acercamiento presenta interacciones de tipo de van der Waals ya que interaccionan con las
cadenas laterales de los aminoacidos. La posicion de estos aminodcidos y a que presentan
una interaccion débil, permite que el asa en la que se encuentran V29 y P30 se mueve
haciendo que la distancia entre estos amino4cidos aumente desde los 6 hasta 15 A de distancia

(véase Figura 25b).
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Figura 25. Representacion grafica de la interaccion entre V29, P30 con R1218. (a) La interaccion de van
der Waals se lleva a cabo mediante la cadena lateral de R1218 con las cadenas laterales de V29, P30, las
esferas en color verde son los grupos fosfato del lipido POPC. (b) Grafica de la distancia entre los
aminoacidos V29-R1218 (linea negra) P30-R1218 (linea azul); la distancia cambia desde 5 — 15 A debido

al movimiento del asa en la que se encuentran.

De igual manera, los aminoacidos P30 y E32 de la subunidad 33 interaccionan con K1220
de la subunidad o, esta interaccion permite que el asa que se encuentra entre el segmento S1
y S2 del dominio DIII se mantenga estable y no presente un alto movimiento (véase Figura
26a). La distancia de interaccion entre las cadenas laterales de P30 y los carbonos que
conforman la cadena lateral de K1220 presentando interacciones de van der Waals que van
desde los 5-15 A de distancia (véase Figura 26b). La interaccion entre E32-K1220 permite
la formacién de un puente salino, ésta siendo una interaccion de tipo fuerte por esto se
mantiene durante los 300 ns de MD desde una distancia 4-10 A (véase Figura 26c¢). La fuerza
de interaccion que se presenta en el puente salino entre E32-K1220 oscila a lo largo de la
dindmica molecular debido a la distancia y al proceso de solvatacion de ambos aminoacidos;
de esta manera la fuerza promedio del puente salino se encuentra en -9 kJ/mol (-2.15
kcal/mol), comparandolo con los calculos realizados mediante CCSD(T)/6-311+G(d,p)'"

siendo los calculos de CCSD(T) realizados mediante métodos de quimica cuantica y que
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especificamente este es el método de referencia ya que permite obtener valores muy veraces.

(véase Figura 26d).
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Figura 26. Representacion grafica de la interaccion entre P30-K 1220, E32-K1220. (a) La interaccion entre
P30-K 1220 solo ocurre al comienzo de la dindmica molecular debido a la interaccion débil que presentan.
En cambio, la interaccion entre E32-K 1220 ocurre de manera subsecuente para la formacion de un puente
salino, las esferas en color verde son los grupos fosfato de la membrana de POPC. (b) Grafica de la
distancia de interaccion entre P30 — K1220 (linea negra) mostrando que debido a la interaccion débil que
presenta, la distancia entre estos aminoacidos aumenta. (c)-E32-K 1220 presenta la formacion de un puente
salino y distancia oscila entre los 4 a 10 A. (d) La fuerza de la interaccion que se presenta entre E32-K 1220
se encuentra oscilando debido a la distancia que se encuentra entre estos dos residuos permitiendo tener

una fuerza media de -9 kJ/mol.

Debido al gran movimiento que presenta el segmento /g-/ike de la subunidad B3 presenta

entre K98 con D1282 de la subunidad o (véase Figura 27a). Esta interaccion se mantiene
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entre 3.5 a4 A de distancia durante los primeros nanosegundos de simulacion, posteriormente
aumenta la distancia entre ellos debido a la gran movilidad de las zonas en las que se
encuentran (véase Figura 27b). La fuerza de interaccidon que se presenta en el puente salino
entre K98-D1282, disminuye conforme pasa el tiempo ya que la distancia entre ambos
residuos aumenta, la solvatacién de ambos aminoacidos también ayuda a que ambos residuos
se vayan separando y de esta manera la fuerza promedio del puente salino se encuentra en -
10 kJ/mol (-2.39 kcal/mol), comparandolo con los célculos realizados mediante CCSD(T)/6—
311+G(d,p)'"® (véase Figura 27¢), siendo los calculos de CCSD(T) calculos realizados
mediante métodos de quimica cudntica y que especificamente este siendo el método de

referencia ya que permite obtener valores muy veraces.
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Figura 27. Representacion grafica de la interaccion entre K98-D1282. (a) La formacion de un Puente
salino entre el grupo -NH3+ de K98 y grupo -COO- de D1282, las esferas en color verde son los grupos

fosfato de la membrana de POPC. (b) Grafica de la distancia de interaccion entre estos dos aminoacidos
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manteniendo una distancia minima de 3.5 A y llegando hasta los 10 A a los 300 ns. (c) La fuerza de la
interaccion que se presenta entre K98-D 1282 se encuentra oscilando debido a la distancia que se encuentra

entre estos dos residuos permitiendo tener una fuerza media de -10 kJ/mol.

La movilidad que presenta el dominio Ig-like de la subunidad B3 permite que asas
interaccionen con los residuos del dominio DIII mediante la formacion de puentes salinos.
En caso directo, la interaccion entre D99 (café) y K1287 (anaranjado) al comienzo de la
simulacion permite la formacion de un puente salino (véase Figura 28a); pero debido al
elevado movimiento de las asas que conforman a la subunidad B3, el puente salino se rompe
debido a la distancia de 6-10 A, estabilizando su interaccion mediante fuerzas electrostaticas
(véase Figura 28b). La fuerza de interaccion que se presenta en el puente salino entre D99-
K1287 al disminuye conforme pasa el tiempo ya que la distancia entre ambos residuos
aumenta, la solvatacion y el sitio en el que se encuentran ambos aminoacidos también ayuda
a que ambos residuos se vayan separando y de esta manera la fuerza promedio del puente
salino se encuentra en -9 kJ/mol (-2.15 kcal/mol), con los célculos realizados mediante
CCSD(T)/6-311+G(d,p)''® (véase Figura 28c¢), siendo los calculos de CCSD(T) realizados
mediante métodos de quimica cudntica y que especificamente este es el método de referencia

ya que permite obtener valores muy veraces.
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Figura 28. Representacion grafica de la interaccion entre D99 y K1287. (a) Durante los primeros 100 ns
de simulacién la formacion del puente salino se mantiene; debido a la gran movilidad de las asas, la
distancia aumenta rompiendo la interaccion, las esferas en color verde son los grupos fosfato de la
membrana de POPC. (b) Grafica de la distancia de interaccion entre el grupo -COO- de D99 y el grupo -
NH3+ de K1287 se mantiene a una distancia de 3.5 A al comienzo de la dinamica y posterior a este tiempo,
la distancia aumenta hasta 10 A a los 300 ns. (c) La fuerza de la interaccién que se presenta entre D99-
K 1287 se encuentra oscilando debido a la distancia que se encuentra entre estos dos residuos permitiendo

tener una fuerza media de -9 kJ/mol.

Dentro de la zona transmembrana, los movimientos de algunos aminoécidos se ve restringida
debido a sus caracteristicas polares. Por esta razon, las interacciones que se llevan a cabo
entre E159 de la subunidad B3 y Y1228 de la subunidad o del hNay1.7 perduran en la
dindmica molecular (véase Figura 29a). El rango de distancia que se presenta entre estos dos
aminoacidos va desde los 2.7 hasta 8 A (véase Figura 29b). La fuerza del puente de

hidrégeno que se presenta entre los oxigenos OE1 y OE2 del grupo carboxilo (-COO") de
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E159 y el grupo hidroxilo (-OH) de Y1228 (véase Figura 29e) permite que por momentos la
fuerza del puente de hidrogeno se mantenga entre los -10 kJ/mol (-2.39 kcal/mol) y con un
angulo promedio de enlace de 160° para OE1; y -10 kJ/mol (-2.39 kcal/mol) con un angulo
promedio de enlace de -160° para OE2 (véase Figura 29d para la fuerza del puente de
hidrégeno y Figura 29c¢ para angulos formados entre el oxigeno OE1 y OE2 de E159 y el
grupo hidroxilo de Y1228). Esto permite conocer que en la mayor parte de la dinamica
molecular el puente de hidrogeno se rompe debido a la distancia para que esta interaccion se
realice se encuentra en un rango de 2.4!''%-3.5!'7 A de distancia, arrojando un valor del 50%

comparandolo con el valor reportado de —20 kJ/mol.'!?

69



00— ————————1——

—
wn
T

1

o

Distancia A
-
[=]
T
|

|

L 1 L 1 L 1
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (ns)

-
-

@
8 o]
= =1
< =]
= 5
2 o
2 3
2 &
< <

S NN N |
100 150 200

1 L 1 | L 1
) 100 150 200 250
Tiempo (ns) Tiempo (ns)

(¢]

[ g‘\:
S O S S
T T T T
I I I I

%)
S
T

!

| 1
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (ns)

—
(=)

Energia de Interaccion (kJ/mol)

(=]

Figura 29. Representacion grafica entre E159 y Y1228. (a) En esta interaccion se lleva la formacion de
un puente de hidrogeno, que al paso del tiempo se rompe solo interaccionando de manera electrostatica.
Esta interaccion promoviendo la estabilidad del segmento transmembranal, las esferas en color verde son
los grupos fosfato de la membrana de POPC. (b) El puente de hidroégeno existe durante la mayor parte del
tiempo de la simulacion; el puente se forma desde los 0 — 80 ns; 160-230 ns; y finalmente desde los 270-

300 ns; la distancia. La menor distancia de interaccion es de 2.5 A manteniéndose durante la mayor parte
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del tiempo de simulacién. (c) Representacion de la interaccion entre OE1 y OE2 de E159 y el grupo
hidroxilo de Y1228. (d) La formacion del puente de hidrogeno oscila debido la distancia entre los grupos
involucrados mostrando una fuerza de -10 kJ/mol; y (c) el angulo formado entre el grupo donador y aceptor

formando un angulo de 160° grados.

Uno de los sitios que proporcionan estabilidad a la posicion que toma la subunidad 3 con la
subunidad o del hNay1.7 es un sitio hidrofobo conformado por los residuos W172-F1194-
F1197 (véase Figura 30a) que muestra interacciones de tipo hidréfobas ya que para presentar

interacciones de tipo -t debe de encontrarse a 3.5-3.8 A de distancia!!® (véase Figura 30b)
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Figura 30. Representacion grafica de la interaccion entre W172 —F1194 — F1197. (a) Este acercamiento
se lleva en un bolsillo hidrofébico en el que las nubes de electrones & se orientan para formar un sitio
hidrofobo, las esferas en color verde son los grupos fosfato de la membrana de POPC. (b) La distancia
entre estos dos aminoacidos se mantiene durante la mayor parte del tiempo de simulacion, oscilando entre
6-13 A de distancia.

Las interacciones que se llevan a cabo entre E176 de la subunidad B3 y W1193 de la
subunidad o del hNay1.7 perduran en la dindmica molecular (véase Figura 31a). El rango de
distancia que se presenta entre estos dos aminoécidos va desde los 9 hasta 4.7 A (véase
Figura 31b). La fuerza del puente de hidrégeno que se presenta entre los oxigenos OEI y
OE2 el grupo carboxilo (-COO") de E176 y el grupo amino (-NH) de W1193 (véase Figura

31c¢) permite que por momentos la fuerza del puente de hidrégeno se mantenga entre desde
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los -8 kJ/mol (-1.91 kcal/mol) y con un dngulo de enlace de 164° para OE1; y -9 kJ/mol (-
2.15 kcal/mol) con un angulo de enlace de 156° para OE2 (véase Figura 31d para la fuerza
del puente de hidrogeno y Figura 31c¢ para angulos formados entre el oxigeno OE1 y OE2
de E159 y el grupo amino de W1193). Esto permite conocer que en la mayor parte de la
dinamica molecular el puente de hidrogeno se rompe debido a la distancia para que esta
interaccion se realice se encuentra en un rango de 2.4-3.5 A de distancia, arrojando un valor

del 42% comparandolo con el valor reportado de —20 kJ/mol''® (-5 kcal/mol).
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Figura 31. Representacion grafica de la interaccion entre E176-W1193. (a) Esta interaccion orienta el
grupo carbonilo de E176 hacia la cadena lateral de W1193; de tal manera que, en algunos momentos
presente la formacion de un puente de hidrégeno, las esferas en color verde son los grupos fosfato de la
membrana de POPC. (b) La distancia de interaccion se encuentra a 2.5 A a los 95 ns, permitiendo la
formacion del puente de hidrégeno y hasta los 7 A para solo mostrar interacciones electrostaticas. La
menor distancia de interaccion es de 2.5 A a los 102 ns. (c) el angulo promedio formado entre OE1 y el -

NH es de 164°. (d) el angulo promedio formado entre OE2 y el -NH es de 156°. (e) la fuerza de enlace se
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presenta entre OE1 y el grupo -NH es de -8 kJ/mol. (e) la fuerza de enlace que se presenta entre OE2 y el
grupo -NH es de -9 kJ/mol.

La formacioén del puente de hidrégeno hacia el fondo de la zona transmembranal las
interacciones que se llevan a cabo entre E176 de la subunidad 3 y H1191 de la subunidad o
del hNay1.7 perduran en la dindmica molecular (véase Figura 32a). El rango de distancia
que se presenta entre estos dos aminoacidos va desde los 2.7 hasta 8 A (véase Figura 32b).
La fuerza del puente de hidrégeno que se presenta entre los oxigenos OE1 y OE2 el grupo
carboxilo (-COO") de E176 y el grupo amino (-NH) de H1191 (véase Figura 32¢) permite
que por momentos la fuerza del puente de hidrégeno se mantenga entre los -23 kJ/mol (-6.78
kcal/mol) y con un dngulo promedio de enlace de 170° para OE1; y -20 kJ/mol (-5 kcal/mol)
con un angulo promedio de enlace de 165° para OE2 (véase Figura 32d para la fuerza del
puente de hidrogeno y Figura 32c¢ para angulos formados entre el oxigeno OE1 y OE2 de
E176y el grupo amino de H1191). Esto permite conocer que en la mayor parte de la dindmica
molecular el puente de hidrogeno se rompe debido a la distancia para que esta interaccion se
realice se encuentra en un rango de 2.4-3.5 A de distancia, arrojando un valor del 100%

comparandolo con el valor reportado de —20 kJ/mol.
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Figura 32. Representacion de la interaccion entre E176-H1191. (a) La interaccion entre E176 (cyan) -
H1191 (amarillo) a 10ns, las esferas en color verde son los grupos fosfato de la membrana de POPC. (b)
Grafica de la distancia del puente de hidrogeno entre E176 y H1191 de la subunidad o del canal hNay1.7
durante 300 ns. La menor distancia de interaccion se presenta a 2.3 A a los 5 ns. (c) El angulo de enlace
entre el grupo OE1 y el -NH de H1191 es de 170° promedio. (d) el &ngulo de enlace entre el grupo OE2 y
el -NH de H1191 es de 165° promedio. (e) la fuerza promedio del puente de hidrogeno entre OE1 y el

grupo -NH es de -23 kJ/mol. (f) la fuerza promedio del puente de hidrogeno entre OE2 y el grupo -NH es
de -20 kJ/mol.
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La formacion del puente salino en la zona intracelular formado entre E188 y K1176 (véase
Figura 33a) presenta una distancia de interaccion de 3.5 A (véase Figura 33b). La fuerza
promedio de la interaccion es de -25 kJ/mol (-7.59 kcal/mol) comparandola con los -33.17
kJ/mol arrojado mediante calculos de CCSD(t) (véase Figura 32c), siendo los calculos de
CCSD(T) son realizados mediante métodos de quimica cudntica y que especificamente este

siendo el método de referencia ya que permite obtener valores muy veraces.
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Figura 33. Representacion de la interaccion entre E188 y K1176. (a) La interaccion entre E188 (gris) -
K 1176 (rosa) a 10ns, colocandose a una distancia de 4 A, las esferas en color verde son los grupos fosfato
de la membrana de POPC. (b) Grafica de la distancia de formacion del puente salino entre E188 y K1176
durante 300 ns, el aumento de distancia que se encuentra a los 200 ns es debido a que la localizacion de

K 1176 es al comienzo de un asa intracelular. La menor distancia de interaccion es a 3.5 A a los 2 ns. (c)
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La formacion del puente de hidrogeno oscila debido la distancia entre los grupos involucrados mostrando
una fuerza de -25 kJ/mol.

En la zona extracelular, las asas que conforman los CDR’s interaccionan con R51-E1672
(véase Figura 34a) en la que interaccionan mediante la formacion de un puente salino y la
distancia entre estos aminoacidos se mantiene a los 5 A durante la mayor parte de la
simulacion (véase Figura 34b). La fuerza de enlace promedio calculada debido a esta
interaccion es de -62 kJ/mol (-16.63 kcal/mol)), esto comparandolo con el valor de -71.45
calculado mediante CCSD(t); los calculos de CCSD(T) son realizados mediante métodos de

quimica cuéntica y que especificamente este siendo el método de referencia ya que permite

obtener valores muy veraces.
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Figura 34. Representacion de la interaccion entre R51-E1672. (a) Interaccion entre R51 (verde)-E1672
(azul claro) a los 10 ns, las esferas en color verde son los grupos fosfato de la membrana de POPC. (b)

Grafica de la distancia en la formacion de un Puente salino entre R51 y E1672 durante 300 ns. La distancia
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mas baja se encuentra desde los 50 ns en adelante, con una distancia a 5 A. (c) La energia promedio del

puente salino en esta interaccion es de -62 kJ/mol.

La interaccion entre E51 y E52 con K1670 presenta similares patrones de movimiento e
interaccionan formado un puente salino conformado entre E52-K1670 (véase Figura 35a)
manteniéndose gran parte del tiempo de simulaciéon a una distancia de 4.5 A (véase linea
negra en Figura 35b). Por otro lado, la interaccion entre E53 y K1670 (linea azul) se rompe
debido al aumento de la movilidad (véase Figura 35b). La energia del puente salino también
se ve afectado y entre E52-K1670 presenta una fuerza de interaccion de -18 kJ/mol (-4.3

kcal/mol) y entre E53-K1670 una fuerza de interaccion de -10 kJ/mol (-2.39 kcal/mol).
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Figura 35. Representacion de la interaccion entre ES2/E53 — K1670. (a) Interaccion entre ES2 (azul) —
K1670 (rosa) y E53 (amarillo) - - K1370 (rosa) a 10ns, las esferas en color verde son los grupos fosfato
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de la membrana de POPC. (b) Grafica de la distancia en la formacion de un puente salino entre E52 —
K1670 (linea negra) y entre E53 — K1670 (linea azul) durante los 300 ns. La menor distancia de interaccion
entre E52 -K1670 es de 3 A durante la mayor parte de la simulacién; la menor distancia de interaccion
entre E53-K1670 es de 3 A alos 40 ns. (c) La fuerza de interaccion promedio entre E52-K1670 es de -18
kJ/mol (linea negra) y entre ES3-K1670 es de -10 kJ/mol (linea azul).

9.4.1 ANALISIS DE MOVIMIENTO DEL SEGMENTO S4 DEL DOMINIO DIII DE
LA SUBUNIDAD a DEL CANAL hNav1.7.

Para aseverar la estabilidad de la subunidad o, se analiza de forma directa el dominio DIII
durante los 300 ns de MD. EI RMSD que refleja los movimientos de los carbonos alfa (Cy,)
de los aminoacidos oscila entre 0.1 — 0.2 nm (véase Figura 36). En este movimiento, los
cambios en los valores son debido al movimiento del segmento S4 de este dominio. De igual
manera, se realiza el analisis de este dominio debido a que es el dominio de interaccion entre

ambas subunidades y cabria la posibilidad de un aumento en el movimiento de este dominio.
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Figura 36. Grafica de RMSD del dominio VSDpm durante los 300 ns de MD. Los valores de RMSD

reflejan a cambios de los atomos del segmento S4.
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Analizando los otros dominios sensor de voltaje que tiene el hNay1.7 VSDpi, VSDpn y
VSDpiv, muestran que presentan mayor movimiento comparandolo con el VSDp y esto es
debido a que a este ultimo dominio (VSDpm) presenta la interaccion con la subunidad 3
proporcionando estabilidad a este Gltimo dominio (véase Figura 37a, Figura 37b y Figura

37¢).
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Figura 37. Grafica de RMSF del VSDpi, VSDpn y VSDprv de la subunidad a en los 300 ns de tiempo
registrado. (a) Grafica de RMSF del VSDp:. La elevada movilidad de los aminoacidos muestra la elevacion
de los valores de RMSF; El primer pico estd conformado por aminoacidos del pico que conforma
aminoacidos del asa extracelular S1-S2. El segundo pico se encuentra conformado por aminoacidos que
forman el asa intracelular del asa S3-S3 que son residuos que van desde 205 al 210. Las lineas muestran
el movimiento del VSDpy dentro de los 300ns; linea negra = 0 — 100 ns. Linea roja = 100 — 200 ns. Linea
azul =200 - 300 ns. (b) Grafica de RMSF del VSDpn. La elevada movilidad de los aminodcidos muestra

la elevacion de los valores de RMSF; El primer pico esta conformado por aminoacidos del pico que
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conforma aminoacidos del asa extracelular S1-S2. El segundo pico se encuentra conformado por
aminoacidos que forman el asa intracelular del asa S3-S3 que son residuos que van del residuo 760 al 785.
Las lineas muestran el movimiento del VSDpp dentro de los 300ns; linea negra = 0 — 100 ns. Linea roja =
100 — 200 ns. Linea azul = 200 - 300 ns. (¢) Grafica de RMSF del VSDpyv. La elevada movilidad de los
aminoacidos muestra la elevacion de los valores de RMSF; El primer pico estd conformado por
aminoacidos del pico que conforma aminoacidos del asa extracelular S1-S2. El segundo pico se encuentra
conformado por aminoacidos que forman el asa intracelular del asa S3-S3 que son residuos que van del
residuo 1535 al 1545. Las lineas muestran el movimiento del VSDpiv dentro de los 300ns; linea negra =

0 — 100 ns. Linea roja = 100 — 200 ns. Linea azul = 200 - 300 ns.

En las interacciones que se presentan dentro del dominio DIII de la subunidad a del hNay1.7
se presenta un fendmeno causado por efectos de los mismos aminoacidos denominado
neighbouring effect. Para esto, se analiza mediante la fluctuacion cuadratica media (RMSF
por sus siglas en inglés). El RMSF refleja el movimiento de los residuos aminoacidicos
durante los 300 ns. El grafico muestra que existe un movimiento marcado en zonas como las
asas intra- y extracelulares; aunque, se encuentra una zona que muestra un elevado
movimiento (véase Figura 38). Esta zona de movimiento esta conformada por residuos del
1287-1290, haciendo referencia los primeros aminoacidos del segmento S4 del dominio DIII

de la subunidad o del hNay1.7.
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Figura 38. Grafica de RMSF del dominio sensor de voltaje VSDp de la subunidad o durante los 300 ns
de simulacion. La elevada movilidad de los aminoacidos muestra una elevacion del RMS: el primer pico
esta formado por aminoacidos del asa extracelular S1-S2. El segundo pico esta compuesto por aminoacidos
que conforman el asa intracelular S2-S3. El tercer pico esta conformado por aminodacidos del asa
extracelular S3-S4. La ampliacion de ese pico de alta movilidad estd conformada por los primeros
aminodcidos del segmento S4 identificados del 1287 - 1297. Las lineas que muestran el movimiento a

través de los 300 ns; linea Negra = 0 — 100 ns. Linea roja = 100 — 200ns. Linea azul =200 — 300 ns.

Para conocer a detalle el movimiento del segmento S4 durante la simulacion, se analiza de
forma mas exhaustiva mediante el RMSF. Esta grafica muestra que los aminodcidos del
1287-1296 son los que se mueven mas, esto debido a que existe una prolina en la posicion
1297 (P1297), esta P1297 genera un efecto de que en algunos sitios del a hélice tenga mayor
movimiento, esto contrario a cuando no se encuentra una prolina (véase Figura 39). Este
fenomeno es denominado proline kink.''*~1?! Este fendémeno permite que al comienzo del o

se presente una gran movilidad y esta vaya disminuyendo conforme se llega al final de ésta.
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Debido a la interaccion entre F23 de la subunidad B3 con K1287 y R1290, junto con la

presencia de P1287 permite que se realice el movimiento clasico “sacacorchos” generando

sus efectos sobre la inactivacion-activacion que observan en la electrofisiologia.!?> 124
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Figura 39. Grafica del RMSF del segmento S4 del VSDpmr de la subunidad a. El aminoécido de prolina
1297 (P1297) permite un amplio movimiento sobre residuos anteriores a esta; y una restriccion sobre
aminoacidos que se encuentran posterior a esta. Las lineas muestran el movimiento del segmento S4 en la

simulacion de 300 ns. Linea Negra = 0-100 ns; linea roja = 100 — 200 ns; y linean azul = 200 — 300 ns.

Conociendo que el segmento S4 es de relevancia electrofisioldgica debido a que es el
causante de los cambios estructurales de la subunidad a del hNay1.7. La interaccion de la
subunidad B3 genera que los primeros aminoécidos del segmento S4 se muevan hacia la parte
extracelular. Esta interaccion genera que la interaccidon que se presenta entre R1290 - E1212

(véase Figura 40a); color anaranjado, color tan, respectivamente) se rompa haciendo
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interacciones intermitentes con R1293 (color azul); de esta manera, E1212 se coloca dentro
de estos dos aminoacidos (R1290 y R1293). Posterior a la interaccion de estos aminoacidos
con F23, R1290 se mueve hacia la parte extracelular junto con R1293, haciendo que el
segmento S4 gire ligeramente sobre su ¢je, se flexione y se mueva hacia la parte extracelular

(véase Figura 40b).
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Figura 40. Representaciones estructurales de los cambios de conformacion del segmente S4 del canal de
sodio. Los paneles (a) y (b) son dos representaciones estructurales tomados de la simulacion (10 y 80 ns,
respectivamente), las esferas en color verde son la representacion del grupo fosfato de la membrana de
POPC. (a) El segmento S4 mostrado en color plata muestra las posiciones en estado inactivado en el que
se esta formando una atraccidn mediante interacciones electrostaticas entre R1293 (anaranjado) y E1212
(tan); R1293 (gris) se coloca debajo de R1290 para interaccionar con E1212 (tan), las esferas en color
verde son los grupos fosfato de la membrana lipidica POPC. (b) El segmento S4 mostrado en color plata
se muestra en posicion activada; la posicion R1290 (anaranjado) se mueve hacia la parte extracelular

haciendo que E1212 (tan) interaccione con R1293 (gris) y R1296 (sandy brown).

El movimiento que del segmento S4 causa que la distancia entre R1293 (morado) y E1212
(tan) se acorta debido al movimiento de saca corcho del segmento S4 (véase Figura 41a).
Esto permitiendo la formacion del puente salino y la estabilizacion del segmento S4 en
conformacion activada, la distancia se estabiliza a unos 10 A de distancia (véase Figura 41b).

La fuerza de interaccion promedio en este puente salino es de -27 kJ/mol (-6.45 kcal/mol)
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(véase Figura 41c¢), también viéndose afectada esta energia de interaccion por el proceso de
solvatacion que sufren estos aminodcidos y teniendo su referencia de -71 kJ/mol (-16.96
kcal/mol) calculado mediante CCSD(t)!'5; siendo los calculos de CCSD(T) realizados
mediante métodos de quimica cuantica y que especificamente este es el método de referencia

ya que permite obtener valores muy veraces.
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Figura 41. Representacion grafica de la interaccion entre R1293 (morado) —E1212 (tan). (a) Esta
interaccion se forma para estabiliza la posicion del segmento S4, las esferas en color verde son los grupos
fosfato de la membrana lipidica POPC. (b) Esta interaccion fluctiia hasta encontrar la estabilizacion del
segmento S4 del VSD en estado activado. La menor distancia de interaccion es de 4 A a los 5y 200 ns.

(c) La energia promedio del puente salino es de -27 kJ/mol.

La distancia de interaccion entre R1303 (beige) con E1240 (amarillo) se mantiene constante
debido a que se encuentra al final de los segmentos transmembranales (véase Figura 42a),
esta posicion permite que el efecto de P1297 se vea marcado debido a que existe el

movimiento de la parte superior sin perturbar a la parte inferior del segmento S4; este se

85



mantiene constante durante todo el tiempo de simulacion (véase Figura 42b). La fuerza de
unidon promedio calculada arroja un valor de -20 kJ/mol (-5 kcal/mol), este valor se ve
afectado ya que toman encuentra los procesos de solvatacion de ambos residuos (véase

Figura 42c¢) y comparandolo con la energia de interaccion de -70 kJ/mol (-16.73 kcal/mol).
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Figura 42. Representacion grafica de la interaccion entre E1240 (amarillo) — R1303 (beige). (a) Esta
interaccion al llevarse a cabo al final de los segmentos transmembranales, estabiliza al segmento S4
haciendo que el efecto de “proline kink” se refleje para generar el movimiento de este segmento, las esferas
en color verde son los grupos fosfato de la membrana lipidica POPC. (b) Esta interaccion se mantiene
durante los 300 ns, mostrando una menor distancia de 7 A a los 240 ns. (c) La energia promedio de

interaccion arroja un valor de -20 kJ/mol durante el 90 % de la dindmica molecular.
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La distancia de interaccion entre R1303 (fucsia) con D1262 (plata) se mantiene constante
mostrando una interaccidon electrostatica, encontrandose al final de los segmentos
transmembranales (véase Figura 43a), esta posicion permite que el efecto de P1297 se vea
marcado debido a que existe el movimiento de la parte superior sin perturbar y estabilizando
a la parte inferior del segmento S4; este se mantiene constante durante todo el tiempo de
simulacion (véase Figura 43b). La fuerza promedio del puente salino calculada con APBS
que se forma entre estos dos aminoacidos es de -50 kJ/mol (-11.95 kcal/mol), y se compara
con el valor de -70 kJ/mol (-16.73 kcal/mol) (véase Figura 43c) calculado mediante calculos
de quimica cuantica de CCSD(t); siendo los céalculos de CCSD(T) realizados mediante
métodos de quimica cuéntica y que especificamente este es el método de referencia ya que

permite obtener valores muy veraces.
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Figura 43. Representacion grafica de la interaccion entre R1303 (fucsia) y D1262 (amarillo). (a) Esta

interaccion al llevarse a cabo al final de los segmentos transmembranales, estabiliza al segmento S4
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haciendo que el efecto de “proline kink” se refleje para generar el movimiento de este segmento, las esferas
en color verde son los grupos fosfato de la membrana lipidica POPC. (b) Esta interaccion se mantiene
durante los 300 ns, mostrando una menor distancia de 7 A a los 50 ns. (c) La fuerza promedio de la energia

de interaccion entre ambos aminoacidos es de -50 kJ/mol.

Asi mismo, la distancia de interaccion entre R1299 (anaranjado) con D1262 (amarillo)
interaccionan mediante energias electrostaticas; esta interaccion se mantiene imperturbable
debido a que se encuentra al final de los segmentos transmembranales (véase Figura 44a),
esta posicion permite que el efecto de P1297, ya que esta exactamente 2 aminoacidos después
y de esta manera, se ve marcada la estabilizacion de la parte inferior del segmento S4; este
se mantiene constante durante todo el tiempo de simulacion (véase Figura 44b). La energia
promedio del puente salino en estos casos es de -50 kJ/mol (-11.95 kcal/mol) (véase Figura
44c), de esta manera permite que se estabilice la interaccion pero que sea posible el
movimiento libre de los aminodcidos, este valor se puede comparar con el valor de -70 kJ/mol

(-16.73 kcal/mol) calculado mediante quimica cuantica.!!®
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Figura 44. Representacion grafica de la interaccion entre D1262 — R1299. (a) Esta interaccion esta
mostrando que interaccionan mediante un puente salino durante toda la simulacion, las esferas en color
verde son los grupos fosfato de la membrana lipidica POPC. (b) La formacién del puente salino se
mantiene durante los 300 ns de simulacion. La menor distancia de interaccion es de 6 A. (c) El puente

salino tiene una fuerza de interaccion promedio de -50 kJ/mol.

La interaccion entre la distancia de interaccion entre R1299 (melon) con E1240 (arena)
interaccionan mediante energias electrostaticas; esta interaccion también genera que por
repulsion electrostatica las cadenas laterales de R1293 y R1290 se muevan hacia el exterior
(véase Figura 45a), esta posicion muestra el efecto de P1297, ya que estd exactamente 2
aminodcidos después y de esta manera, se ve marcada la estabilizacion de la parte inferior
del segmento S4; este se mantiene constante durante todo el tiempo de simulacion (véase
Figura 45b). Al calcular la fuerza del puente salino, arroja un valor promedio de -18 kJ/mol
(-4.3 kcal/mol) (véase Figura 45¢) comparandose con un valor de -71 kJ/mol (-16.96

kcal/mol) calculado mediante métodos de quimica cuéantica'®>.
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Figura 45. Representacion grafica de la interaccion entre E1240 (arena) — R1299 (fucsia). (a) Esta
interaccion se mantiene debido a fuerzas electrostaticas y permite que la cadena lateral de R1293 se mueva
hacia la parte extracelular, las esferas en color verde son los grupos fosfato de la membrana lipidica POPC.
(b) La distancia de interaccion se mantiene durante los primeros 150 ns de simulacion; aunque posterior a
este tiempo, la variacion en distancias disminuye y se estabiliza esta zona. La menor distancia de
interaccion es a 9 A a los 255 ns. (c) La energia promedio del puente salino que se mantiene durante toda

la dinamica molecular es de -18 kJ/mol.

La interaccion entre R1296 (amarillo) — D1230 (magenta) del segmento S4 demuestra el
movimiento que tiene el segmento S4 hacia la parte extracelular. Debido a los movimientos
que tiene los aminoécidos presenta una mayor distancia de interaccion al comienzo de la

simulacion (véase Figura 46a), la estabilidad llega hasta los 200 ns (véase Figura 46b) de
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simulacion debido a que existe menor repulsiones electrostaticas ya que las cadenas de R1290
y R1293 ya estan estabilizadas en la parte extracelular (véase Figura 46c¢). La energia
promedio de interacciéon para el puente salino es de -40 kJ/mol (-9.56 kcal/mol) en

comparacion con el valor de -50 kJ/mol (-11.95 kcal/mol) calculado mediante CCSD(T).!!?
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Figura 46. Representacion grafica de la interaccion entre D1230 (amarillo) — R1296 (magenta). (a) La
interaccién es mediante fuerzas electrostaticas es hasta la formacién del puente salino debido a la
orientacion de las cadenas laterales de los aminoacidos, las esferas en color verde son los grupos fosfato
de la membrana lipidica POPC. (b) La amplia distancia entre estos dos aminoacidos es debido a que D1230
se encuentra localizado hacia la porcion extracelular. La menor distancia de interaccion es de 4 A a los

180 ns. (c) El valor de la fuerza que se presenta en el puente salino es de -40 kJ/mol.

La estabilizacion del segmento DIII VSD presenta interacciones de tipo cation-r de tipo 7-

shape entre aminodcidos como F1237 y R1299 (véase Figura 47a). Esta interaccion
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estabiliza la parte inferior del segmento S4 ya que en toda la simulacion la distancia se
mantiene a 5 A de distancia viéndose relacionado con el efecto de “proline-kink” (véase

Figura 47b).
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Figura 47. Representacion grafica de la interaccion entre F1237 (magenta) — R1299 (blanco). (a) Esta
interaccion permite la estabilizacion a una distancia 5 A; Esto es debido a que F1237 se encuentra
localizado hacia la parte central del dominio DIII permitiendo la interaccion con R1299, las esferas en
color verde son los grupos fosfato de la membrana lipidica POPC. (b) La distancia de interacciéon se
mantiene en un rango de 4.5 - 5.5 A. La menor distancia de interaccion se mantiene en los 4 A a los 200

ns.

La interaccion entre R1290 (lila) — E1212 (gris oscuro) estabiliza la posicion del segmento
S4 en la posicion inactivada, esta posicion se encuentra solo al comienzo de la simulacion
(véase Figura 48a). Conforme pasa la simulacion y debido a la interaccion con F23 de la
subunidad B3, la distancia aumenta hasta perder las interacciones electrostaticas (véase
Figura 48b). La energia electrostatica promedio de interaccion para este caso es de -19
kJ/mol (-4.54 kcal/mol) (véase Figura 48c), explicando porque en algunos momentos se
estabiliza la interaccion y en otros momentos se rompe para que se lleve a cabo la activacion

del canal.
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Figura 48. Representacion grafica de la interaccion entre E1212 (gris oscuro) -R1290 (magenta). (a) Esta
interaccion se rompe debido a que la cadena lateral de R1290 se mueve hacia la parte extracelular debido
a la interaccién con la subunidad B3, las esferas en color verde son los grupos fosfato de la membrana
lipidica POPC. (b) Cuando interacciona, permite que R1290 se mueva y aleje de E1212 hasta llegar a una
distancia de 16 A a los 300 ns. La menor distancia de interaccién fue es de 7 A situdndose entre 0 - 5 ns.

(c) La energia electrostatica promedio de interaccion es de -19 kJ/mol.

La interaccion entre K1223 (gris) y E1212 (arena) permite conocer el movimiento de los
segmentos S1 y S2 (véase Figura 49a). Las cadenas laterales al estar orientadas hacia el
centro del dominio DIII y al bajo movimiento de estos segmentos transmembranales la
distancia entre estos residuos se mantiene a 6 A de distancia durante toda la simulacion (véase
Figura 49b). La energia promedio del puente salino en este caso es de -19 kJ/mol (-4.54
kcal/mol) (véase Figura 49c¢) comparandolo con su valor reportado de -38 kJ/mol (-9.08

kcal/mol).
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Figura 49. Representacion grafica de la interaccion entre E1212 (arena) — K1223 (gris oscuro). (a) Esta
interaccién se lleva a cabo mediante un puente salino estabilizando los segmentos S1 y S2, las esferas en
color verde son los grupos fosfato de la membrana lipidica POPC. (b) Los aumentos de distancia son
causados a que K1223 se aleja por leves momentos para orientarse hacia la parte extracelular. La menor

energia de interaccion se es de 5 A a los 30 (ns). (c) La energia promedio del puente salino en este caso es
de -19 kJ/mol.

La interaccion entre R1293 (amarillo) — D1230 (rosa) se lleva a cabo debido al movimiento
del segmento S4 (véase Figura 50a). La distancia muestra que el aminoacido R1293 se
acerca a D1230 permitiendo una interaccion mediante fuerzas electrostaticas estabilizando la
posicion del segmento S4 en conformacion activada. El elevado movimiento de la cadena
lateral de R1293 al moverse hacia la porcion extracelular, se solvata y se orienta hacia el
residuo E1212 manteniendo una distancia de 10 A de distancia (véase Figura 50b). La
energia electrostatica promedio de interaccion es de -31 kJ/mol (-7.4 kcal/mol), comparada
con el valor de -70 kJ/mol (-16.73 kcal/mol) (véase Figura 50c), reportada de calculos

realizados mediante CCSD(t); siendo los calculos de CCSD(T) realizados mediante métodos
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de quimica cuantica y que especificamente este es el método de referencia ya que permite
obtener valores muy veraces. Esta zona permite que haya bastante movimiento en estas zonas

de interaccion.
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Figura 50. Representacion grafica de la interaccion entre D1230 (rosa) — R1293 (amarillo). (a) Esta
interaccion estabiliza la posicion del segmento S4 en posicion activada, las esferas en color verde son los
grupos fosfato de la membrana lipidica POPC. (b) La interaccién es estable ya que toma una distancia
durante 30-180 ns y después del movimiento de R1290 junto con la solvatacion del residuo, genera que se
mueva hacia la parte extracelular. La distancia es de 6 en el eje x a los 20 ns. (c) La energia electrostatica

promedio de interaccion es de -31 kJ/mol.

La comparacion de la simulacion de dindmica molecular sin la subunidad B3 (véase Figura
51a) y con la subunidad B3 (véase Figura S1b) bajo las mismas condiciones, permite
evidenciar el rol electrofisioldogico de la subunidad B3 (véase Figura 52a). En 2013,

Leadermann y colaboradores mostraron que la presencia de la subunidad B3 aumenta
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ligeramente la intensidad de corriente,!? traduciéndose en un incremento en la cantidad de
iones sodio acercandose al filtro de selectividad DEKA; y al paso de iones Na+ a la parte
interna del canal. En la simulacion de dinamica molecular, se pudo observar como el ion
sodio se acerca al filtro de selectividad mas rapido en presencia de la subunidad B3 debido a
que interacciona con asas de la parte extracelular, esta interaccion previene que la via del
movimiento del ion sodio se vea perturbada; de esta manera, al ion sodio le toma alrededor
de 30 ns el interaccionar con el aminoacido de lisina que conforma al DEKA y posteriormente
pasando a la parte interna del canal. De manera contraria, cuando se realiza la simulacion sin
la presencia de la subunidad B3, el ion sodio le toma alrededor de 20 ns el acercarse al filtro
de selectividad, pero aun con 50 ns el cation sodio no alcanza a pasar por el filtro de
selectividad al interior del canal. El Na* puede pasar directamente por el filtro externo debido
a que su movimiento se ve restringido por la interaccion con la subunidad B3, permitiendo
que pueda interaccionar rapidamente con el filtro de selectividad y pasar a la parte interna

del canal (véase Figura 52b).
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Figura 51. Grafica de distancia del paso del cation sodio con los aminoacidos que conforman el filtro de
selectividad DEKA. La grafica muestral el tiempo de latencia para que el catiéon sodio se acerque y pase
al interior del vestibulo. En el cuadro rojo se muestra el movimiento del catiéon sodio cuando no esta

presente la subunidad B3, aqui se muestra el movimiento de forma aleatoria ya que le toma hasta 20 ns
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para poder acercarse y estabilizar su union con el filtro de selectividad DEKA. Fuera del recuadro rojo se
muestra el movimiento del cation sodio cuando se encuentra presente la subunidad B3, el movimiento es
mas directo para acercarse y estabilizar su union con el filtro de selectividad DEKA. La grafica entre el
cation sodio y acido aspartico estd en color café; entre el cation sodio y acido glutamico estd en color
negro; entre el cation sodio y lisina esta en color morado; y entre el cation sodio y alanina esta en color

café.

El movimiento caracteristico del cation sodio permite el acomodo clasico de iones Na+ para
pasar por el filtro de selectividad (véase Figura 52a). De esta manera, el sodio puede
acercarse y realizar movimientos de “flip-flop” con la lisina que conforma el filtro de
selectividad (véase Figura 52b a los 30 ns, el movimiento que tiene la linea morada, causada

por el paso del cation Na+, hacia adentro del vestibulo del canal).
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Figura 52. Representacion de la trayectoria del ion Na* en el hNa,1.7. (a) siete posiciones se muestran,
de tal manera que el ion sodio pasa por el filtro de selectividad (DEKA). (b) muestral el movimiento del
ion sodio por el filtro de selectividad, los colores del ion sodio depende de la posicion y tiempo en la
dindmica. Mostrandose de color rojo a 0 ns hasta los 40 ns en color azul oscuro. La primera posicion se
encuentra a 30 A del filtro de selectividad, se muestran los aminoéacidos del DEKA (representacion de
stick: D negro, E gris, K amarillo y A cyan, las esferas en color verde son los grupos fosfato de la membrana

lipidica POPC).
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La subunidad B3 interactia con el segmento S4 del VSDpii. La unidén no covalente en la zona
transmembrana fue principalmente hidrofoba, mientras que las fuerzas que estabilizaron el
sitio de union de la subunidad B3 con respecto a la subunidad o fueron atracciones

electrostaticas y enlaces de hidrogeno.

Curiosamente, Glass y colaboradores atribuyeron una estabilizacion de PPI al residuo E176
en 2020'% por la formacion de dos puentes de hidrogeno con H1191 y W1176 y que también
se observan en la dindmica molecular. Este residuo se encuentra hacia el interior de la
membrana. En este sitio, la union se debe principalmente a enlaces de hidrogeno, ademas de
atracciones electrostaticas, como describieron Vascon et al. también en 2020 y por su parte
Janin en 1998.12%!27 Esta interaccién impide el movimiento de la hélice transmembrana
interna. Ademas, observamos movilidad de S4 en el dominio VSDpii con la participacion de
dos pares de residuos K1287 (en a)) con F23 (en B3) asi como R1290 (en o)) con F23 (en B3),
estas interacciones muestran que el segmento S4 tiene dos partes: 1) una flexible antes de
P1297 y ii) una rigida después de P1297. Esta movilidad de S4 refleja la observacion de
Sokolov et al. en 2018 de que la subunidad 33 permite una recuperacion mas rapida del estado
inactivado.!! La interaccion entre K1287 o/F23, R1290 a/F23 y con los CDR: K1670 en
a/E52 en B3; K1670 en o/E53 en B3; E1672 en o/R51 en B3; y W1354 en o/E129 en B3
describe a nivel molecular el hallazgo del proceso de modulacién relativo a la activacion del
canal de sodio, segtin lo informado por Laedermann et al. en 2013.>° Observaron un aumento
en la densidad de corriente, ademas de un desplazamiento de la tasa de activacion hacia
potenciales mas hiperpolarizados de aproximadamente 3,7 mV y un desplazamiento de la
velocidad media de inactivacion (inactivacion VV2) hacia potenciales mas despolarizados de

aproximadamente 1,5 mV.*

En el contexto de la evolucion de proteinas, los aminoacidos vecinos en el PPI se reconocen
entre si y confieren especificidad de unién'?. Gracias a los segmentos CDR de B3, la
presencia de la subunidad 3 tiene un efecto favorable en la funcion de la subunidad a con el
poro central del canal de sodio. Por lo tanto, no es descabellado suponer que cuanto mayor
sea la afinidad de los segmentos CDR por la subunidad o en el PPI, mayor sera el efecto

electrofisiologico del canal.
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Nuestro estudio aporta informacion sobre las interacciones entre proteinas de membrana y
nuestros hallazgos contribuyen a la investigacion interatdmica PPL.!'?7!?® Se han realizado
esfuerzos de desarrollo de farmacos en el campo de los canales de sodio dependientes de
voltaje humanos, por ejemplo, con bloqueadores de canales para la isoforma Nay1.4 del
musculo esquelético. Se pueden encontrar detalles de la investigacion reciente sobre

farmacos relacionados con el canal en una revision fundamental.
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10. CONCLUSIONES
Dado que el complejo Nayl.7 humano entre las subunidades a y B3 no se ha descrito
experimentalmente a escala atdmica, su modelo 3D se generd por homologia a partir de tres

plantillas PDB. La interfaz a/B3 resultante, similar a la estructura cristalina, fue estudiada en

detalle por MD.

Como hallazgo directo, observamos que la subunidad B3 interactuaba con segmentos
proteicos que modulan el canal de sodio dependiente de voltaje. Se documentaron las tres
interacciones mas relevantes: (i) Cooperatividad global del dominio en la interfaz o/B3: en el
area transmembrana, las interacciones presentadas proporcionan estabilidad a la interaccion
entre ambas proteinas. (ii) Interaccion de carga con VSD en el dominio DIII: K1287 en a/F23
de B3 y R1290 en o/F23 de B3 constituyen dos pares de interaccion favorable entre un
segmento variable de la subunidad B3 similar a Ig con residuos pertenecientes al segmento
S4 de la subunidad a, las interacciones que debido a la zona en la que se encuentra, permite
que el ion sodio pueda pasar mar rapido por el filtro de selectividad. Esta perspectiva
mecanicista explica como se mueve este segmento para permitir la modulacion del canal.
Como consecuencia directa, la funcidn del canal se modifica en cuanto a la cinética (tiempo)
de apertura y cierre del canal. (iii) Interacciones con regiones determinantes de
complementariedad (CDR): el segmento similar a Ig interactiia a través de puentes salinos
CDRI1 con los aminoacidos del filtro EEDD: K1670 en a/E52 de B3; K1670 en a/E53 y E52
de B3; E1672 en a/R51 de B3. Mientras que la interaccion a través de CDR3 se produce
mediante la formacion de un enlace de hidrogeno entre E129 y W1354, que también
pertenece al filtro EEDD en la entrada del poro. Y como ultimo hallazgo, debido a esta
interaccion entre ambas subunidades, se simul6 el paso del cation sodio a través del poro del
canal desde la entrada extracelular hasta el vestibulo interno, en presencia o ausencia de la
proteina auxiliar B3. Las diferencias calculadas concordaron perfectamente con los datos
electrofisiologicos publicados. Ademas, se simul6 el paso del cation sodio a través del poro
del canal, desde la entrada extracelular hasta el vestibulo interno, en presencia o ausencia de
la proteina auxiliar B3. Las diferencias calculadas coincidieron perfectamente con los datos

electrofisiologicos publicados.
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Nuestro estudio contribuye al campo emergente de la ciencia computacional molecular para
el estudio de la PPI por MD. Para complementar nuestro estudio en estado inactivado,

estudios futuros podrian simular el paso del ion sodio en estado abierto del canal.
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11. PERSPECTIVAS

El presente estudio presenta el sitio de union y fendmenos que surgen cuando la subunidad
B3 se une a la subunidad a del hNay1.7. De los calculos prospectivos que se requiere generar
posterior a este trabajo es: 1) la generacion de estudios de electrofisiologia computacional
para poder compararlo con parte de los resultados que se encuentran publicados. Este estudio
permitirad conocer el voltaje que de activacion/inactivacion del canal y compararlo con los

estudios experimentales existentes.

Para esto es necesario generar ambos sistemas: 1) subunidad o + membrana; y ii) subunidad
o + subunidad B3 + membrana. De esta manera se podran comparar los dos voltajes con la

parte experimental.

De la misma forma, es necesario revisar/analizar la interaccion con los aminoacidos mediante
la realizacion de mutaciones sitio dirigidas para proponer cuales son los aminoacidos
cruciales que al ser mutados posiblemente evite la unidon y estabilizacion de la union entre

ambas subunidades.

Si buscamos mads efectos que tiene este canal de sodio y a pesar de la gran cantidad de
informacion que sobre el hNay1.7, aun quedan varias areas desconocidas que necesitan de
una comprension; destacando, sus mecanismos exactos en la percepcion del dolor y cambios

debido a estados patologicos.

Asi mismo, distinguir funciones especificas de esta isoforma: si bien hNay1.7 se distingue de
otras isoformas de los canales de sodio en tanto a su contribuciéon al dolor, ain no se
comprende completamente como interactiian las diferentes isoformas (que se encuentran en
sistema nervioso periférico, por ejemplo, Nay1l.1, Nay1.2, etc.) entre si. Ain queda mucho

por explorar sobre como opera hNay1.7 a nivel celular y molecular en las vias del dolor.

De igual manera, al conocer la fisiopatologia que se genera cuando el hNay1.7 presenta
mutaciones, la generacion de inhibidores como posibles terapias: Dado que esta subunidad
desempefia un papel tan importante en la sensacion de dolor, seria de interés la busqueda de
inhibidores selectivos de este canal como posibles tratamientos para el dolor crénico. Sin
embargo, esto requiere de una comprension profunda de como funciona esta isoforma del

canal, sus caracteristicas especificas y su papel en varias vias del dolor. Los desafios de la
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focalizacion terapéutica: si bien Nayl.7 se ha convertido en un objetivo para las terapias
contra el dolor crénico, el desafio radica en disefar inhibidores especificos que no afecten a
otros canales de sodio en el cuerpo, ya que esto podria provocar efectos secundarios. La
mayoria de los medicamentos existentes no discriminan entre las diferentes isoformas del

canal de sodio, lo que los hace menos selectivos.
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Abstract

Context In the context of structural interactomics, we generated a 3D model between a and 3 subunits for the hitherto
unknown human voltage-gated sodium channel complex (hNa 1.7a/p3). We embedded our 3D model in a membrane lipid
bilayer for molecular dynamics {MD) simulations of the sodium cation passage from the outer vestibule through the inner
pore segment of our hNa 1.7 complex in presence and absence of auxiliary subunit B3 with remarkable changes close to
electrophysiological study results. A complele passage could not be expected due to because the inactivated state of the
underlying 3D template. A complete sodium ion passage would require an open state of the channel. The computed obser-
vations concerning side chain rearrangements for favorable cooperativity under evolutionary neighborhood conditions,
favorable and unfavorable amino acid interactions, proline kink, loop. and helix displacements were all found in excellent
keeping with the extant literature without any exception nor contradiction. Complex-stabilizing pairs of interacting amino
acids with evolutionary neighborhood complementary were identified.

Methods The following tools were used: sequence search and alignment by FASTA and Clustal Ome ga: 3D mode] visualiza-
tion and homology modeling by Vega ZZ, SPDBV, Chimera and Modeller, respectively: missing sections (loops) by Alphafold:
geometry optimization prior to MD runs by GROMACS 2021.4 under the CHARMM 36 force field: local healing of bad
contacts by SPDBV based on its Ramachandran plots; protein-protein docking by HDOCK 2.4: membrane insertion assisted by
OPM: Berendsen V-rescaling for NVT; Parrinello-Rahman and Nose-Hoover for MPT; MD analyses by VMD and XMGRACE

Keywords Sodium channel hiNa, 1.7 - Molecular dynamics simulations - Molecular docking - Three-dimensional model -
Protein-prodein interfaces

Introduction

The human voltage-gated sodium channel (hNa,) is subdi-

21 Francisco J. Melendez vided into nine channel subtypes by their alpha () subunit
francisco.melendez & correo.buap.mx (hNz, 1.1 to 1.9). In the case of our target channel hNa, 1.7.
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small organic compounds have been reported which mod-
ify its gating kinetics [ 1]. The channel constitutes a multi-
subunit complex, and its presence in the cell membrane is
required for vital electrophysiological Na* influx and depo-
larization processes [2—4]. While the central membrane-
spanning « subunit comprises the pore. the beta () subunit
hehaves also as a channel activity modulator. The central
unit is formed by four domains (DI-DIV ) and each domain
is made up of six transmembrane segments (S1-S6). The
manner of distribution/folding allows the VSD voltage-sens-
ing domains to form and be made up of the S1-S4 segments
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