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RESUMEN

En la actualidad los trastornos neurolégicos, en especifico las enfermedades neuromusculares
son un problema de salud mundial debido a la discapacidad motriz que ocasiona. Algunos de
estas enfermedades estén ligadas a alteraciones en los canales ionicos, quienes son responsables
de procesos fisioldgicos importantes como la homeostasis celular, la contractibilidad,
excitabilidad neuronal entre otros. Las canalopatias son estas alteraciones genéticas o adquiridas
que modifican la funcion normal de estos canales idnicos provocando una ganancia o
disminucion sus funciones bioldgicas.

En particular, las canalopatias del canal de calcio dependiente de voltaje Cayv2.1 son producto
de mutaciones de uno o varios residuos de aminoacidos, dando como resultado a pacientes con
migrafia hemipléjica familiar tipo I, ataxia episodica tipo Il y ataxia espinocerebelosa tipo VI.
Para este proyecto de investigacion se estudia al canal de calcio Cav2.1 implicados en trastornos
neuroldgicos desde un enfoque fisicoquimico y con apoyo de herramientas computacionales que
nos permita entender las diferencias estructurales y las interacciones moleculares que ocurren
en el Cav2.1 silvestre y el Cav2.1 que presenta mutaciones implicadas en estos trastornos
neuroldgicos. Por lo anterior, se ha obtenido la estructura terciaria del canal y se ha equilibrado
estructuralmente en un ambiente fisioldgico a través de la técnica de simulaciones de dinamica
molecular.

Palabras clave: Canal de calcio, Cayv2.1, Mutaciones, Ataxia, Dindmica molecular.
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CAPITULO L.

Marco teorico.

La membrana celular funciona como una barrera semipermeable altamente selectiva entre el
espacio externo de la célulay el citoplasma. Esta barrera bioldgica estd compuesta en su mayoria
por lipidos y proteinas cuya relacién porcentual lipidos-proteinas es relativa segun su papel
fisioldgico (ver Figura 1). Los lipidos que conforman la membrana celular, fosfolipidos y
glucolipidos, son anfipaticos. Esto implica que las partes hidrofobicas interactuan entre ellas
mismas Y las regiones hidrofilicas interactla con las moléculas de agua presentes en el liquido
extracelular y el citosol, por lo que el empalme consecutivo y organizado de estos lipidos crean
la bicapa lipidica. Por otra parte, existen 3 tipos de proteinas de membrana dependiendo de la
funcién que realizan: proteinas periféricas, proteinas anfitrpicas y proteinas integrales de
membrana, también Ilamadas proteinas de transmembrana, que son dentro de las que se
engloban a los canales idnicos (Kalappurakkal and Mayor 2020; Krahn 2020).
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Figura 1. Estructura de la membrana plasmatica.

Los canales ionicos son un conjunto de complejas proteinas que forman un poro que atraviesa
toda la bicapa lipidica permitiendo el flujo de iones selectivos del medio extracelular al citosol
y viceversa, mecanismo necesario para regular la mayoria de los procesos fisioldgicos. (Renard
and Byrne 2021; Tarun et al. 2019).



Existen distintos tipos de canales ionicos, por lo que se han propuesto diferentes formas de
clasificarlos. Por ejemplo, se pueden clasificar en relacion con la selectividad del transporte
ionico y asi tener: canales de sodio, potasio, calcio y cloro. Otra clasificacion es en funcion de
su tipo de compuerta, en otras palabras, la forma en que son activados. De esta manera se tienen:
(I) Canales activados por receptores (ROC), donde la apertura de estos canales se realiza gracias
a la union especifica de receptor-ligando, por ejemplo, los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) y los receptores de rianodina (RYR); (1) Canales ionicos activados por un receptor
potencial transitorio (TRP) los cuales responden a estimulos fisicos (modificacion en la
temperatura y dimensiones de la membrana) y quimicos (ésmosis, pH, hormonas); por ultimo,
(111) Canales activados por voltaje, donde cambios en la polarizacion de la membran permiten
el flujo de iones selectivos (Strickland et al. 2019; Shi et al. 2020).

En cualquier caso, los canales idnicos en estado basal permanecen cerrados, impidiendo el flujo
de iones a través del poro, su activacion de estos canales es bajo ciertos estimulos particulares
propios de cada canal ionico, generando cambios conformacionales que le permite abrir paso y

posibilitar el transporte de iones.

1.1 Canales de calcio dependientes de voltaje.

Dentro de los canales de iones, los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav) son proteinas
de transmembrana presentes en células excitables funcionando como un segundo mensajero
universal, que actan a partir del cambio del potencial de membrana desencadenando diversas
funciones fisiologicas como la liberacion hormonal, la transcripcion genética, transmision
sinaptica, la contraccion celular y muscular, las funciones sensoriales, liberacion de

neurotransmisores y la apoptosis (Andrade et al. 2019; Hering et al. 2018).

Los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav), se encuentra conformado por tres
subfamilias los Cav1, Cav2 y Cav3. Los Cavl son denominados canales de calcio tipo L, los
Ca\2 tienen 4 tipos de canales de calcio, de tipo P/Q, N y R, ambas subfamilias Cavl y Cay2
pertenecen a los canales de calcio activados por alto voltaje. La subfamilia Cav3 es de tipo T,
estos tipos de canales de calcio son activados por bajo voltaje (ver Tabla 1), (Carbone and Mori
2020).



Los canales de calcio tipo L (LTCC) comprende 4 isoformas del canal de calcio Cavl,
nombradas como Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3 y Cavl.4 diferenciadas segun su distribucion en el
cuerpo humano y sus actividades fisioldgicas, como la secrecion hormonal, regulacién genética
y contraccion muscular. Este tipo de canales requiere una fuerte despolarizacion para su
activacion manteniéndose activadas por mayor tiempo en comparacién con otro tipo de Cay. Las
secuencias de aminoacidos de los LTCC muestran un 80% de similitud entre ellos

(Kalyaanamoorthy 2018).

La subfamilia Ca,2 también requiere una fuerte despolarizacion de la membrana para su
activacion, pero su inactivacion es rapida. El Cayv2 esta conformada por 4 tipo de canales de
calcio, el Cav tipo P/Q y N pertenece a las isoformas Cav2.1 y Cav2.2 respectivamente,
expresandose exclusivamente en neuronas centrales y periféricas quien cumple funciones en la
liberacion de neurotransmisores en el sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP), (Dong
et al. 2021; Jurkovicova-tarabova and Lacinova 2019). El Cav tipo R pertenece a la isoforma
Cav2.3 el cual se expresa en el SNC y SNP, el sistema endocrino y cardiovascular. Dentro de
sus funciones, el Cav2.3 participa en la plasticidad presinaptica, liberacion de
neurotransmisores, mielogénesis y control del dolor (Wormuth et al. 2016; Schneider et al.
2020).

Los canales de calcio tipo T (TTCC) son canales activados por bajo voltaje (alrededor de -60
mV) capaces de desactivarse en cuestion de milisegundos. Los TTCC se encuentra formado por
3 isoformas diferentes: Cav3.1, Cav3.2 'y Cav3.3, localizadas en regiones especificas del sistema
nervioso, neuroendocrino y cardiovascular (Leresche and Lambert 2017; Weiss and Zamponi
2019; Rangel-Galvén et al. 2021).



Tabla 1. Clasificacion de los canales de calcio dependientes de voltaje.

. . Nombre del Gen / . N Funcion
Proteina | Tipo de canal Tejidos primarios. c
Cromosoma humano fisioldgica.
Musculo Excitacion y contraccion
Cad 1 CACNA1S esquelético. en musculo esquelético.
v 1931-32 Regulacion de
transcripcion
Cerebro, musculo Excitacion y contraccion
liso, hipofisis, en musculo cardiaco y
islotes pancreaticos, | liso.
CACNAILC medula suprarrenal, | Regulacion de
Ca/l.2 SN N
L 12p13.3 ganglios simpaticos | transcripcion
(Activados por y sensoriales y Secrecion endocrina.
alto volta'g) sistema cardiaco. Regulacién en actividad
! enzimatica.
CACNALD Corazon, islotes Marcapaso cardiaco.
3pl4.3 pancreéticos, retina, | Secrecién endocrina.
rifidn, ovario, coclea | Transduccion auditiva.
Ca/1.3
y cerebro.
Cala CACNAL1F Retina transduccion visual.
v Xp11.23 (fotoreceptores).
PIQ Terminales Liberacion de
. CACNA1A nerviosas y neurotransmisores.
Ca2.1 (Activados por S
. 19p13 dendritas; células
alto voltaje) .
neuroendocrinas
N Terminales Liberacion de
. CACNA1B nerviosas y neurotransmisores.
Cav2.2 (Activados por o
. 9q34 dendritas; células
alto voltaje) .
neuroendocrinas
Cerebro, hipofisis, Liberacion de
R CACNALE pancreas, testiculos, | neurotransmisores.
Ca2.3 (Activados por 1925-31 sistema
alto voltaje) gastrointestinal y
corazén.
Cerebro, corazon, Marcapasos y disparos
CACNALG sistema N repetitivos.
Ca3.1 inmunoldgico,
17922 ;
huesos, pancreas,
T ovarios y testiculos.
Ca3.2 (Activados por CACNAI1H Cerebro, corazon, Marcapasos y disparos
v bajo voltaje) 16p13.3 rifion e higado. repetitivos.
Cerebro, glandula Marcapasos y disparos
Ca33 CACNAL1I suprarrenal, bazo, repetitivos.
Ve 22012.3-13-2 tiroides e intestino

delgado.




1.2 Estructura de los Cav.

La familia Cayv comparte la misma estructura general, constituida por 4 subunidades: a1, B, 020
y v (ver Figura 2). La subunidad a1 es una glicoproteina con masa molecular de 212 kilodalton
(kDa), que se conforma por cuatro dominios homologos (I-1V), cada uno con seis hélices
transmembranales (S1-S6). La region que forma el poro esta dada por los segmentos S5-S6 de
cada dominio, mientras que la activacion dependiente de voltaje esta regulada por los segmentos
S4 de cada dominio. El segmento S4 tiene cargas positivas altamente conservadas con la
capacidad de responder a cambios en el potencial de membrana. La subunidad oy tiene 10
isoformas diferentes que caracterizan a cada miembro de la familia Cav (Ver Tabla 2). (Catterall

and Swanson 2015; Lozano Jiménez and Sanchez Mora 2020).

Tabla 2. Clasificacién de las 10 isoformas de la subunidad 0.

Canal de calcio Isoformas de la
subunidad oy
Cayl.1 WS
Cayl1.2 o0 C
Cay1.3 oD
Cayl.4 ok
Ca2.1 oA
Cay2.2 o B
Ca2.3 ouE
Ca3.1 oG
Ca,3.2 aiH
Ca3.3 ol

A pesar de que las subunidades auxiliares (B, a20 y y) de los Cav no juegan un papel directo en
la formacion del poro selectivo de Ca, actian para aumentar la expresion de los canales
funcionales en la membrana plasmatica y para influir en la biofisica y en propiedades de

modulacion dependientes del mensajero (Tyson and Snutch 2013).

Las diversas subunidades 3 (B1- f4), son proteinas de naturaleza hidrofobica de 50-78 kDa. A
esta subunidad se le atribuyen las propiedades cinéticas relacionadas a la activacion vy
desactivacion de la compuerta del canal, aunque su mecanismo de interaccion con o para
regular este proceso, aun no es bien conocido. Se conoce que la interaccion de estas dos

subunidades muestra alta afinidad, interactuando el loop intracelular entre los dominios I-11 de



los Cavly Cay2 de la subunidad a1 (Dolphin 2016; Lozano Jiménez and Sanchez Mora 2020;
Buraei and Yang 2010).

La subunidad 020 es una glicoproteina transmembranal constituida por la subunidad o> de 143
kDa y 6 de 27 kDa. a2 y & se encuentran unidas por puentes disulfuro formados por varias
cisteinas de ambas proteinas. La subunidad a20 puede ser importante para la estimulacion del
canal en la activacion y desactivacion dependientes del cambio de voltaje y en la modulacion
de la cinética de inactivacion (Klugbauer, Marais, and Hofmann 2003; Buraei and Yang 2010;
Davies et al. 2010).

La subunidad y (y1 y8) es una glicoproteina de 30 kDa que posee 4 segmentos transmembrana.
Algunas subunidades vy re le relacionan con propiedades biofisicas y con la modulacion en el
trafico de los receptores de 4&cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico
(receptores AMPA), un tipo de receptor ionotropico de glutamato localizados en la membrana
postsinaptica y en la membrana dendritica, que permite la transmisién sinaptica quimica rapida
entre neuronas. Esta subunidad puede ser s6lo relevante para algunos mientras de la familia Cay

dependiendo completamente de la célula (Tyson and Snutch 2013; Caicoya 2016).
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Figura 2. Representacion estructural de los canales de calcio dependientes de voltaje. A) Se muestra la posicién
de las subunidades. En la subunidad «> se ilustra sus IV dominios con sus segmentos (S1-S6). B) Representacion
de la organizacion de los cuatro dominios de los Cay para formar el poro.




1.3 Canal de calcio tipo P/Q: Cav2.1

Desde el punto de vista de la histologia, la corteza estructural del cerebelo esta dividida por 3
regiones (de la region mas externa a la mas profunda): zona molecular, zona de células de
Purkinje y la zona de células granulares. Especificamente en las terminales presinapticas y
membranas somatodendriticas de estas dos Ultimas células neuronales, células de Purkinje y
células granulares, se encuentran presentes los canales de calcio de tipo P/Q (Cav 2.1) (Popa,
Streng, and Ebner 2019; Oda et al. 2010).

El Ca®* neuronal esta estrictamente regulado por la subfamilia Cay 2, sin embargo, el Cay 2.1
es el canal de calcio que se encuentra con mayor porcentaje y el mas competente para
desencadenar la liberacion sincronica a partir del potencial de accién en la mayoria de las
sinapsis centrales (Goral et al. 2019). EIl potencial de accion neuronal permite codificar y
transmitir informacion desde el soma (cuerpo celular) hasta la terminal presinéptica por medio
del axon. Este potencial es una secuencia rapida de cambios a partir del potencial de membrana.
El potencial de membrana se origina en la neurona postsinaptica, para que su voltaje se
modifique se abren varios canales i6nicos regulados o activados por receptores, que permiten
que fluyan a favor de su gradiente electroquimico. El potencial de membrana es de intensidad
variable, por lo tanto; debe ser lo suficientemente fuerte para poder activar los canales de sodio
dependientes de voltaje (Nav) localizados en la parte posterior del segmento inicial del axén
(Stojilkovic and Bertram 2010).

Existen tres etapas fundamentales en la activacion del potencial de accién: despolarizacion,
repolarizacion e hiperpolarizacion. La despolarizacion es el cambio en el potencial de membrana
(de -60 mV a 30 mV), este paso dura aproximadamente 1 ms, tiempo suficiente para que los
Nav localizados en el axdn se abran produciendo una mayor despolarizacion de la membrana.
La repolarizacién es un retorno al potencial de reposo, comienza cuando se abren los canales de
potasio dependientes de voltaje (Kv) para permitir la salida de los iones de potasio fuera de la
célula. Los Kv tienen una cinética lenta y permanecen abiertos un poco mas para que la célula
vuelva al voltaje de membrana en reposo. La breve caida del potencial de membrana por debajo

del voltaje de reposo normal se denomina hiperpolarizacién, con la finalidad de obtener un



ligero rebasamiento de la repolarizacion. (ver Figura 3), (Emmenegger et al. 2019; Scarnati et
al. 2020; losub et al. 2015).
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Figura 3. A) Representacion de la estructura de una neurona y su sinapsis. Se observa la estructura y partes de
una neurona, asi como el proceso de sinapsis (cuadro inferior izquierdo). En la sinapsis, el potencial de accién
llega a la neurona presinaptica, el cambio de voltaje permite activar a los Cay 2.1, el ingreso de Ca?* modula la
liberacién de vesiculas sinapticas llenas de neurotransmisores en la hendidura sinaptica que seran captadas por
receptores de la célula postsinaptica. B) Gréfica e ilustracion del potencial de accion. Se observa la gréafica del
potencial de accidn y sus distintas fases, ademas, se sefiala: 1) el umbral de excitacion, 2) el aumento de Na*
intracelular y 3) el aumento del K* extracelular.

1.4 Importancia clinica: Canalopatias del Cav2.1.

Las canalopatias son enfermedades producto de alteraciones anormales en los canales idnicos
ya sea de tipo adquirido o genetico, siendo este ultimo el mas frecuente. Actualmente se conocen
mas de 30 trastornos provocados por canalopatias, que pueden ser clasificadas dependiendo el
canal i6nico (canales de calcio, sodio, potasio, y cloruro) o por el érgano afectado (canalopatias
del masculo esquelético y las canalopatias del sistema nervioso central). (Jarzembowski 2014;
Bernard and Shevell 2008).



Los canales de calcio dependientes de voltaje son importantes en distintos procesos fisioldgicos
como la contraccion muscular, liberacion de neurotransmisores, regulacion de la expresion
genética y de ciertas enzimas. Por lo anterior, mutaciones que ocurren en los genes de los Cay
alteran la activacién y/o su funcion de estos canales, que conducen en consecuencia a varios
estados patoldgicos Ilamados canalopatias de calcio, afectando cualquier tejido excitable,
incluyendo neuronas, musculo esquelético y cardiaco (Jarzembowski 2014; Andrade et al.
2019).

En particular, las canalopatias del Cav2.1 son mutaciones en la subunidad o1A donde ocurren
ciertas mutaciones que alteran la funcion normal del canal, si la mutacion genera una ganancia
en la funcion de estos canales se presentan pacientes con migrafia hemipléjica familiar tipo I, en
contraste; una pérdida en su funcién se observan pacientes con ataxia episodica tipo Il y ataxia

epinocerebelosa tipo VI (Gupta, Gupta, and Gupta 2013).

1.4.1 Migrafia hemipléjica familiar tipo |

Los canales Cav2.1 se expresan en todas las estructuras cerebrales implicadas en la patogenia
de la migrafia, incluida la corteza cerebral, los ganglios del trigémino y los nucleos del tronco
enceféalico involucrados en el control central de la nocicepcién (Inchauspe et al. 2015).

La migrafia hemipléjica familiar tipo | (FHM-I, por sus siglas en inglés) es un subtipo de
migrafia autosémica dominante. La FHM es resultado de mutaciones (ver Tabla 3) en el gen
CACNA1A que codifica la subunidad oz del Cay2.1. Se caracteriza por un aura de hemiplejia y
al menos otro sintoma de aura como hemianopsia (pérdida parcial o total del campo visual),
déficit de procesamiento sensorial y afasia (Adams et al. 2009; Terpollili et al. 2022).

La gravedad de los sintomas esté relacionada con los residuos aminoacidicos mutados, por
ejemplo, en pacientes que portan mutaciones R192-Q192 solo presentan migrafia hemipléjica,
por otra parte; pacientes con mutaciones en S218-L218 poseen sintomas adicionales como

ataxia cerebelosa y convulsiones (Terpollili et al. 2022).



Tabla 3. Residuos aminoacidicos mutados del canal de calcio tipo P/Q que causan Migrafia hemipléjica familiar

tipo 1.

Posicion Nativo Mutacion
192
195
218
582
665
713
714
1334
1345
1383
1455
1666
1682

S|oiL|<|TXR|OIL|H|0|n|T|=D
TS| rloomm|>Z|r|xoO

1.4.2 Ataxia episddica tipo Il

La ataxia episodica tipo Il (EA-2, por sus siglas en inglés) es un trastorno neuroldgico
hereditario autosémico recesivo, causada por mutaciones en CACNALA en la subunidad
formadora del poro del Cav2.1 en el cromosoma 19p13 (ver Tabla 4). La EA-2 es el subtipo
mas comln de ataxias episédicas, en la mayoria de los casos su inicio suele presentarse
durante la segunda década de vida, caracterizada por ataques paroxisticos de ataxia y
disfuncion cerebelosa progresiva en etapas avanzadas. Dentro de los sintomas mas comunes
de la EA-2 se encuentran episodios de ataxia, vértigo, nistagmo, vomito, migrafia y nauseas
con duracion de minutos, horas o hasta de 2 a 3 dias. Algunos factores que desencadenan
estos episodios suelen ser el estrés emocional, el esfuerzo, la cafeinay el alcohol (Nachbauer
et al. 2014; Strupp, Zwergal, and Brandt 2007).
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Tabla 4. Residuos aminoacidicos mutados del canal de calcio tipo P/Q que causan Ataxia episédica tipo II.

Posicion Nativo Mutacién
248 Y C
253 H Y
256 C R
287 C Y
293 G R
389 L F
500 T M
637 G D
665 T M
797 M T
896 P R
1402 F C
1481 G R
1489 F S
1660 R H
1678 R C
1735 H L
1868 C R
2134 R C

1.4.3 Ataxia espinocerebelosa tipo VI

La ataxia espinocerebelosa (SCA, por sus siglas en inglés) es autosémica dominante que genera
trastornos neurodegenerativos caracterizados por falta de coordinacion motora progresiva, y en
algunos casos con ataxia. La ataxia espinocerebelosa tipo 6 (SCA6) es un tipo de ataxia
cerebelosa pura, resultado de mutaciones (ver Tabla 5) y la repeticion del trinucleétido CAG el
axon 47 de gen CACNA1A que codifica la subunidad a1A (Cav2.1) (Solodkin and Gomez 2012;
Teaford 2020).

La SCAG es considerada un trastorno de inicio tardio (a partir de la cuarta y quinta década). El
inicio de los sintomas son inestabilidad en la marcha, tropiezos y desequilibrio en
aproximadamente el 90% de los casos. Los pacientes pueden notar primero el problema al bajar

escaleras, andar en terrenos irregulares o en la oscuridad, correr o realizar otras actividades que
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requieran un mayor equilibrio. SCA6 es un trastorno neurodegenerativo progresivo con
presencia de disartria, desequilibrio, ataxia de la marcha e incoordinacion de miembros
superiores. Estudios neuropatoldgicos han reportado que el avance de este trastorno ocasiona
pérdida de las células de Purkinje en el cerebelo y atrofia cortico-cerebelosa (Solodkin and
Gomez 2012; Teaford 2020; Al-Shaikh et al. 2020).

Tabla 5. Residuos aminoacidicos mutados del canal de calcio tipo P/Q que causan Ataxia espinocerebelosa tipo
6.

Posicion Nativo Mutacién
293 G R
405 A T
582 R Q
1337 D Y
1663 R Q

1.5 Fundamentos teéricos de las simulaciones de dinamica molecular.

Durante las ultimas décadas se han estudiado los cambios conformacionales y el plegamiento
de proteinas estructurales asociadas a multiples enfermedades incluidas el cancer, alteraciones
metabolicas como la diabetes, asi como enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas.
Por lo anterior, el uso de métodos computacionales clasicos en sistemas bioldgicos ha permitido
investigar sistemas dindmicos de diferente complejidad y a diversas escalas, convirtiéndose en
una importante herramienta en la investigacion y tomando mayor interés en diversas disciplinas
como la quimica, bioquimica, ciencia de materiales, nanociencia, entre otras (Krylov et al. 2018;

Jeanquartier et al. 2016).

Estas técnicas computacionales proporcionan informacion sobre interacciones y mecanismos
subyacentes que a menudo son inalcanzables experimentalmente. Ademas, permiten realizar
predicciones, racionalizar los resultados experimentales, probar modelos fisicos y comprender

las diversas propiedades del sistema de estudio (Wan et al. 2020).

Los métodos computacionales en sistemas biologicos tienen dos objetivos en particular, el
primero es el descubrimiento de conocimiento, a partir de la gran cantidad de datos

experimentales permitiendo formar hipotesis; y el segundo, es el analisis basado en simulacion,
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que prueba hipdtesis con experimentos in silico, proporcionando predicciones para que en un

futuro puedan ser probadas por estudios in vitro e in vivo (Kitano 2002).

1.5.1 Simulaciones de dindmica molecular

Las simulaciones de dinamica molecular (MD) en proteinas son un método que permite estudiar
aspectos de la dindmica y funcion de las proteinas. Para su uso se necesita una estructura inicial,
muchas de estas estructuras ya fueron determinadas experimentalmente a través de métodos
como la cristalografia de rayos X. Las estructuras ya determinadas son depositadas en el banco
de datos de proteinas (PDB, por sus siglas en inglés). Sin embargo, cuando aun no ha sido
posible la obtencion de la estructura experimentalmente, es necesario predecir la estructura de

la proteina a partir de su secuencia de aminoacidos (Geng et al. 2019).

El método més utilizado para la prediccion estructural terciaria de las proteinas es el modelado
basado en plantillas, donde se incluye el modelado por homologia. Este método se basa en
obtener la estructura de una proteina (Ilamada objetivo) mediante la alineacion de una o varias
plantillas disponibles homologas en el PDB. La eficacia de la prediccion recae en las
caracteristicas de las proteinas y con ello en la seleccion de las estructuras resueltas con alto
porcentaje de similitud con el objetivo. Sea cualquiera de los casos para la obtencién de la
estructura terciaria de la proteina (su estructura resulta o por modelado basado en plantillas), la
estructura obtenida es una estructura estatica en su estado mas bajo de energia libre, por lo que
se recurre a la dindmica molecular para encontrar una conformacion adecuada con relacion a las

condiciones fisioldgicas establecidas (Wu and Xu 2021; Zhang and Shen 2020).

1.5.2 Algoritmos de la dindmica molecular.

El algoritmo que existe detras de las simulaciones de dinamica molecular esta dado por las leyes
del movimiento de Newton para predecir la posicion de cada atomo en funcion del tiempo
(Ecuacion 1). En otras palabras, se calculan repetidamente las fuerzas de cada atomo a través

del tiempo y luego se usan esas fuerzas para actualizar la posicion y velocidad de cada atomo.

. d
Moty = —=Uporat(F 7., Ty), @ =1,2.....N  Ecuaciéon 1

Ta

13



Donde es la masa del atomo a, es su posicion, y Utetal €S la energia potencial total que depende

de todas las posiciones atémicas y, por lo tanto, acopla el movimiento de los &tomos.

Las fuerzas en una simulacion dindmica molecular se calculan utilizando un modelo conocido
como campo de fuerza de mecanica molecular, como por ejemplo AMBER, CHARMM vy
GROMOS, entre otros. Dicho campo de fuerza es fundamental para la confiabilidad de la
simulacion de dinamica molecular ya que posee la energia potencial en términos de
interacciones enlazantes como no enlazadas (Ecuacion 2). La energia potencial, representada a
través del campo de fuerza en la dinamica molecular, es la parte mas crucial de la simulacién,
ya que debe representar fielmente la interaccion entre los atomos y, al mismo tiempo,
presentarse en forma de una funcion matematica simple que se pueda calcular rapidamente
(Phillips et al. 2016; Scott A. Hollingsworth and Ron O. Dror 2018; Duan et al. 2019).

Utotar = Ueniace T Usnguio T Udiearo + Uvaw + Ucoutomp Ecuacion 2

Donde los primeros tres términos son las interacciones enlazadas y las dos ultimas son las
interacciones no enlazadas del sistema. Por una parte, en las interacciones enlazadas, la Uenlace
hace referencia a los enlaces covalentes, la Usnguio SON los angulos entre cada par de enlace
covalente que comparten un solo 4&tomo en el vértice y la Udiedro describe los pares de atomos
separados exactamente por tres enlaces covalentes, el enlace central presenta el angulo de
torsion. Por ultimo, en las interacciones no enlazadas la Uvaw Y la Ucoulumb cOrresponden a las

fuerzas de van de Waal y las interacciones electrostaticas (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de las interacciones moleculares en un campo de fuerza. A) Interacciones de enlace
asociadas a movimientos de tension, flexién y torsion de los enlaces quimicos. B) Interacciones de no enlace,
reflejan interacciones a larga distancia como los enlaces de Van de Waals e interacciones electrostaticas.

La ecuacion 2 puede desarrollarse en cada uno de sus términos, obteniendo la ecuacion 3:

Ui = . Km0 —mp)? + Y K{"0M0(0, = 00 + Y ke[ + cos (e — )]

enlace angulo diedro
0;j 0ij qi4q; ..
+ZZ4£U (=2L)H)2 - (e +Zzij Ecuacién 3
i L Tij Tij — Lt 4TTE(T;
i j>i i j>i

En la simulacion de dindmica molecular los pasos de tiempo deben ser cortos, normalmente de
unos pocos femtosegundos (1x10° segundos) por cada paso. Cuando se estudian cambios
estructurales funcionalmente importantes en las proteinas llegan a una escala de tiempo de
nanosegundo.s. Por lo tanto, una simulacion tipica implica millones o miles de millones de pasos
de tiempo (Figura 5). Este hecho, combinado con los millones de interacciones interatdmicas
qgue normalmente se evaltan durante un solo paso de tiempo, hace que las simulaciones sean
muy exigentes desde el punto de vista computacional (Scott A. Hollingsworth and Ron O. Dror
2018).
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( Establecer parametros (temperatura, ]
| densidad, paso de tiempo).

r N T -, - - -
Especificar la posicion inicial y la
| velocidad de los atomos. )

[ Calculo de las fuerzas de todos los
| atomos a través del potencial.

{ -
Correcciones de temperatura y

i Un cicl da paso de ti
L presn')n, [ n C1C10 por cada paso de uempo ]

 Determinar la posicion final y la
| velocidad de todos los atomos. )

s N

Obtener la trayectoria de los atomos

\ J

Figura 5. Diagrama de flujo de los pasos en una simulacién de dinamica molecular.

Las simulaciones de dinamica molecular son instrumentos valiosos, no solo porque capturan la
posicién y el movimiento de cada atomo en cada momento, lo cual es muy dificil con cualquier
técnica experimental; sino también, las condiciones de simulacion se conocen con precision y
se pueden controlar cuidadosamente, como la conformacion inicial de una proteina, qué
ligandos estan unidos a ella, si tiene mutaciones 0 modificaciones postraduccionales, qué otras
moléculas estan presentes en su entorno, su estado de protonacion, la temperatura, el voltaje a

través de una membrana, entre otros parametros.
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Hipotesis.

Los métodos computacionales basados en diversas teorias de la fisicoquimica son adecuados
para investigar la funcion del canal del calcio dependiente de voltaje Cay2.1 en humanos, la cual
se ve afectada por cambios estructurales y de interacciones moleculares debidas a las siguientes

mutaciones: V176M, 11342T y R1673C
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Objetivos.

General.

e Utilizando métodos in silico basados en técnicas de la fisicoquimica, investigar la
funcién del canal de calcio dependiente de voltaje Cay2.1 en humano, asi como su
implicacion en canalopatias debidas a mutaciones puntuales.

Particulares.

e Ante la ausencia de informacién experimental, obtener un modelo de la estructura
tridimensional del Cay2.1 de humano mediante modelado por homologia o
metodologias basadas Unicamente en informacion de la estructura primaria.

e Encontrar un equilibrio estructural del Cay2.1 en sistema fisioldgico.

o Identificar la localizacion y realizar la correspondiente mutacion de los sitios V176M,

113427 y R1673C en el Cav2.1

e Analizar y comparar los cambios estructurales y de interacciones locales del canal
Cav2.1 nativo y de los sistemas con las mutaciones puntuales.
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CAPITULO IlI.

Metodologia.

La estructura del Cav2.1 se obtuvo a partir de la plataforma de AlphaFold

(https://alphafold.ebi.ac.uk/), un programa que utiliza inteligencia artificial para predecir la

estructura tridimensional de proteinas, a partir inicamente de la secuencia de aminoéacidos.

Dicho programa ha tenido aceptacion general debido a su alta precision al comparar con

resultados experimentales y otras técnicas de prediccion de la estructura terciaria de proteinas.

2.1 Preparacion del sistema.

Para la preparacion del sistema se utiliza el programa de Dindmica Molecular Visual (VMD,

por sus siglas en inglés), el cual permite modelar, visualizar y analizar la trayectoria de una

simulacion de dinamica molecular. Brevemente, como parte del protocolo utilizado (Davila et
al. 2022; Rebolledo-Bustillo et al. 2023) tenemos:

Se analiza visualmente la estructura del Cav2.1 obtenida del programa AlphaFold y se
eliminan ciertos segmentos, decision tomada a partir de compararla con una estructura
obtenida experimentalmente y que pertenece a la misma subfamilia, el Cav2.2 (PDB:
7MIX). En particular, se eliminaron segmentos muy extensos que conectaban los
diferentes dominios y que no tenian una estructura secundaria definida.

Se genera el archivo de la topologia de la estructura de proteinas (denominado PSF) a
partir del archivo PDB de nuestro modelo del Cav2.1. El archivo PSF posee no
solamente la conectividad de todos los atomos del sistema. Sino también sus cargas
parciales.

Se incorpora una membrana de bicapa lipidica utilizando el fosfolipido 1-palmitol-2-
oleoilfosfatildilconlina (POPC) previamente construida que cuenta con la topologia del
campo de fuerza CHARMMS36, un campo de fuerza ampliamente utilizado en la

caracterizacion de biomoléculas, incluidas proteinas y lipidos. Detalles de dicho

19


https://alphafold.ebi.ac.uk/

protocolo pueden ser encontrados en publicaciones de nuestro grupo de investigacion
(Davila et al. 2022; Rebolledo-Bustillo et al. 2023).

e Seeliminan de la membrana de fosfolipidos toda molécula de agua antes de incorporarla
al Cav2.1.

e Remover los lipidos que se encuentran a 5 A de distancia de la proteina con la finalidad
de generar un espacio en la membrana capaz de incorporar al canal Cay2.1 humano y
evitar posible traslapes de las estructuras.

e Hidratar el sistema con moléculas de agua (modelo TIP3). Durante este paso se delimita
el tamafio de nuestro “caja de agua” al mismo modo que se delimita el tamafo de nuestro

sistema utilizando las condiciones periddicas a la frontera.

e El sistema debe estar eléctricamente neutro, por lo que en este paso se incorporan iones
de cloro y sodio hasta neutralizar al sistema al mismo tiempo que se genera una
concentracion fisiologica de 0.15 M.

e Centrar la proteina y realizar restricciones armonicas en atomos pesados de la proteina

como parte de los pasos de preequilibrio.

2.2 Simulaciones de dinamica molecular.

Las simulaciones de Dinamica Molecular (DM) permiten el estudio de biomoléculas en
procesos dinamicos complejos de los sistemas bioldgicos. En las simulaciones de dindmica
molecular es necesario la aplicacion de un campo de fuerza CHARMMS36, el cual es un campo
de fuerza clasico que esta constituido por términos de interacciones tanto enlazantes como no

enlazantes.

La simulacién inicia especificando informacién del sistema con las condiciones periddicas a la
frontera, asignando coordenadas y velocidades para todos los atomos. Los célculos se realizan

a una temperatura de 310.15 Ky 1 atm de presion.

Para llevar a cabo este proceso, se cuenta con el acceso a 2 laboratorios de supercomputo:
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e Laboratorio Nacional de Supercomputo del Sureste de Meéxico (LNS)
CHOLOLLAN, perteneciente a la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla
(BUAP).

e Laboratorio nacional de Computo de Alto Rendimiento (LANCAD), Cluster hibrido
de supercomputo XIUHCOATL del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional (IPN).

[ ]
e Mutaciones puntuales en el canal Cav2.1.

La informacion sobre la identidad de las tres mutaciones (V176M, 11338T y R1672C) que
fueron identificadas capaces de desregular la funcion del Cay2.1y que se asocian a un trastorno
neuropatologicos, fue provista por el grupo del Dr. Ulises Meza de la Universidad Auténoma
de San Luis Potosi (resultados aun sin publicar). Las mutaciones se realizaron en la estructura
del Cav2.1 nativo obtenida en las simulaciones de dinamica molecular del canal cuando la
estructura transmembranal ha alcanzado un equilibrio estructural (~84 ns). Las mutaciones se
realizaron mediante el programa computacional VMD manteniendo un sistema eléctricamente
neutro. Al finalizar las mutaciones, los nuevos sistemas del Cav2.1 mutados fueron llevados a

simulacion de dindmica molecular por 120 ns.

2.3 Andlisis de datos.

El analisis de los datos obtenidos a partir de las trayectorias de cada &tomo del sistema a lo largo
del tiempo de las simulaciones fue realizado utilizando el programa VMD. Entre los anélisis
estructurales, se incluye el calculo de la Desviacion de la Raiz Cuadratica Media (RMSD por
sus siglas en inglés). En dicho andlisis, se compara la estructura tridimensional inicial del
sistema con las estructuras que se obtienen durante la simulacion. El calculo de RMSD nos

permite identificar cambios estructurales globales del sistema.

Ademas, es posible analizar las diferentes interacciones que estabilizan ciertos dominios del
sistema a lo largo del tiempo a traves del céalculo de distancias de residuos en particular.
Identificar los residuos de aminoacidos que se ven modificados cuando existe una ganancia o

pérdida de la funcion normal del Cav2.1.
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CAPITULO III.

Discusién de resultados.

Detalles de la estructura tridimensional del canal del calcio Cav2.1.

Se obtuvo un modelo tridimensional del Cav2.1 humano que contiene principalmente la parte
transmembranal. En la figura 6 se muestra el modelo del canal de calcio que inicia en el la parte
N-terminal en el residuo S82 (localizado en la parte extracelular) y que termina en la parte C-
terminal en el residuo P1944 (localizado en la parte intracelular). El canal Cav2.1 esté dividido
en 4 dominios denominados DI a DIV, cada uno formado por seis helices transmembranales.
Las cuatro primeras helices, S1-S4, forman el sensor de voltaje mientras que las helices S5-S6

contribuyen a la estructura del poro del canal de calcio (ver Figura 6).

) Cav2.1 _
N-terminal C-terminal
Dominio | Dominio I | Dominio 1l | Dominio IV

Figura 6. Representacién del sistema Cay2.1 de Homo sapiens. La estructura tridimensional del canal de calcio
Cay2.1 es mostrada utilizando un gradiente de colores que va del segmento N-terminal (azul) al C-terminal (rojo)
como se indica. En el panel izquierdo se muestra una vista lateral del canal mientras que en el derecho una vista
extracelular En esta Gltima vista se puede observar tanto la locacion del poro del canal en la parte central como

la posicion de los 4 dominios.
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La figura 7 muestra la estructura secundaria de las diferentes partes del canal de calcio Cav2.1,
donde las estructuras helicoidales se muestran en cian, las hojas beta en magenta, mientras que
los segmentos sin estructura secundaria se muestran en salmon. Como se puede observar, las

regiones transmembranales de la estructura muestran exclusivamente segmentos helicoidales.

De manera interesante, existen cuatro puentes de disulfuro localizado en la parte extracelular
del canal de calcio. Los puentes de disulfuro estan formados por las parejas C256-C281, C272-
C287, C1416-C1405 y C1781-C1770. Como es sabido, la presencia de estos motivos
estructurales estabiliza las regiones donde se localizan por lo que una ruptura de estos enlaces
puede ocasionar la desconformacién estructural nativa y la perdida de sus funciones bildgicas.
(ver Figura 7).
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Figura 7. Contenido de la estructura secundaria del canal de calcio Cay2. Ademds de mostrar la estructura
secundaria del canal, también se muestran los segmentos donde se localizan los puentes de disulfuro en la region

extracelular.
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Simulaciones de dinamica molecular del sistema Cav2.1.

El canal de calcio fue incorporado una membrana lipidica hidratada con la finalizad de estudiarlo
en condiciones fisioldgicas de temperatura, presion y concentracion salina. En la Figura 8, se
presenta el sistema inicial que fue preparado utilizando el programa VMD. El sistema consiste
en la estructura del canal de calcio Cav2.1 embebida en una bicapa lipidica del fosfolipido POPC
hidratada con moléculas de agua. El sistema fue neutralizado con 106 iones de sodio y 97 iones
de cloro para obtener una concentracion salina de 0.15 M; los iones no se muestran en las figuras
1y 2 por claridad. El sistema completo esta constituido por ~180,000 atomos (ver Figura 8).
El sistema fue evaluado utilizando la técnica computacional de simulaciones atomisticas de
dinamica molecular, donde se usé el programa NAMD vy el campo de fuerza CHARMM36.
Durante la simulacién tanto los valores de la temperatura (37 °C) como la presion (1 atmdsfera)
fueron mantenidos constantes. Las simulaciones se realizaron en la infraestructura del
Laboratorio Nacional de Supercémputo del Sureste de México (LNS; Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla) y del Cluster hibrido de supercomputo XIUHCOATL (LANCAD;
CINVESTAV).
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Figura 8. Estructura inicial del sistema Cay2.1, en un medio fisiologico. Vista lateral del sistema donde se observa
la bicapa lipidica (café)hidratada con moléculas de agua. Por claridad, no se muestran los iones de cloro y sodio

que estan presentes.

Anélisis.

La primera parte de la simulacién de dinamica molecular reveld que el sistema Cayv2.1 humano
en ausencia de ligantes, alcanza un equilibrio estructural un poco antes de los 100 ns de
simulacion. En otras palabras, después de este tiempo, la estructura transmembranal del Cav2.1
alcanza conformaciones estables bajo las condiciones fisiologicas establecidas. Lo anterior, se
confirma con el analisis de la desviacién de la raiz cuadratica media (RMSD), el cual permite
comparar la estructura inicial con las estructuras que se van obteniendo durante la simulacion.
Dicho analisis permite evaluar los cambios estructurales globales del sistema a lo largo del
tiempo. En la Figura 9, se observa la grafica RMSD del Cay2.1, que involucra solamente a los
atomos de carbonos alfa de la cadena principal de las 24 helices transmembranales que
constituyen al canal de calcio Cav2.1. La figura sugiere que aproximadamente después de los

50 ns, el sistema encuentra su equilibrio estructural y su estructura continta fluctuando
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alrededor de una meseta correspondiente al valor de ~2 A (relativo de la estructura inicial); ver
Figura 9. Los cambios que se siguen observando se deben a que la proteina encontrd su
equilibro estructural global, pero sigue experimentando diferentes estados conformacionales de
acuerdo con las condiciones de presion y temperatura del sistema. Tales valores de RMSD son

tipicos de proteinas de la membrana.

RMSD del Ca,2.1

T T T T T
0 2 84 126 170

Tiempo (ns)

Figura 9. Grafica RMSD del sistema de Cayv2.1 a lo largo de la simulacién de dinamica molecular.

Tres posiciones relevantes.

Tres mutaciones del canal Cav2.1 humano en las posiciones V176, 11338 y R1672, han sido
recientemente caracterizadas como capaces de alterar la funcion normal del canal Cav2.1 (ver
Figura 10). Dichas alteraciones han sido asociadas a un trastorno neuroldgicos, incluida la
epilepsia. EIl grupo del Dr. Ulises Meza de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi esta
caracterizando dichas mutaciones utilizando técnicas electrofisioldgicas. En la figura 10 se
ilustran las posiciones y la naturaleza de las tres mutaciones. (i) V176M esta localizada en la
hélice S3 del dominio | y representa un cambio de un residuo hidrofébico por otro hidrofoébico,
pero con una cadena lateral lineal mas larga. (ii) 11338T se encuentra en la hélice S4 del dominio
I11'y representa un cambio de un residuo grande hidrofobico por unos relativamente pequefio
con caracter hidrofilico. (iii) R1672C esta localizada en la hélice S4 del dominio IV y representa

un cambio de un residuo catiénico por un residuo pequefio neutral.
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S
V176 R1672 DIV

Figura 10. Posiciones en el Cay2.1 donde existen mutaciones que alteran la funcién del canal. Tres posiciones en
la estructura del canal son indicadas, V176 (dominio 1), 11338 (dominio IIl) y R1672 (dominio IV). En ciertos
trastornos neurolégicos, mutaciones en dichas posiciones se han caracterizado y asociado con alteraciones en la
funcion normal del canal Cay2.1.

A lo largo de la simulacidn, estas posiciones muestran el siguiente comportamiento:

(i) V176 (dominio I). Este residuo hidrofdbico alifatico se encuentra en la parte central de la
hélice S3 del dominio I, recordando que el sensor del voltaje del canal de calcio estad formado
por las hélices S1 a S4. En la simulacion se observa que V176 establece interacciones
hidrofobicas con el residuo L200 en la hélice S4 del mismo dominio y con la parte alifatica de
la cadena lateral del residuo R198 localizado en la hélice S4 (ver Figura 10).

(i) 11338 (dominio I11). Este residuo hidrofobico alifatico se encuentra localizado en la parte
terminal extracelular de la helice S4 del dominio Il1. En esta region altamente expuesta al medio
acuoso, ninguna interaccion en particular se observa durante el tiempo de simulacion (ver
Figura 10).

(iif) R1672 (dominio 1V). Este residuo se encuentra en el extremo intracelular de la helice S4
del dominio 1V. En la simulacién el residuo catidnico interactua principalmente con los resisuos
con carga negativa D1627 y D1633 localizados en las helice S3 del dominio IV.

Adicionalmente, el residueo R1672 establece interacciones cation- = con W1629, el cual se

27



localiza en la misma hélice que los dos residuos &cidos antes mencionados (ver Figura 10). Esta

region del canal se encuentra bien hidratada por moléculas de agua.

Simulaciones de las tres mutantes de canal Cav2.1 humano.

Una estructura representativa del sistema fue tomada a los 90 ns donde el sistema ha encontrado
un equilibrio estructural. Utilizando el programa VMD, se introdujeron las tres mutaciones antes
mencionadas, V176M, 11338T y R1672C. En la figura 11 se muestra la locacion y la naturaleza

de las tres mutaciones.

DIl & Q 11338T

P
)

R1672C

Figura 11. Posicion de las tres mutaciones en el canal Cay2.1. Se introdujeron tres mutaciones en el sistema
Cay2.1 para ser evaluadas utilizando métodos computacionales. El residuo original es mostrado como esferas
mientras que la mutacion es mostrada en representacion de “sticks”.
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A lo largo de la simulacidn, estas mutaciones muestran el siguiente comportamiento:

(i) V176M (dominio I). Relativo al sistema native, la presencia de la metionina en esta posicion
no parece provocar cambios significativos hasta este momento (ver Figura 12).

(ii) 11338T (dominio 111). El grupo OH de la cadena lateral del residuo de treonina interactta de
manera polar con el grupo carbonilo de la cadena principal de K1335 que parece restringir el
movimiento en esta region que conecta a las hélices S3 'y S4 del dominio 11l en relacion a la
secuencia nativa del canal (ver Figura 12).

(iii) R1672C (dominio V). En la ausencia de una carga negativa, el residuo de cisteina no parece
establecer interacciones importantes. La Unica interaccion que compete a esta posicion es la
interaccion polar entre el grupo carbonilo de la cadena principal y el residuo R1678 localizado
en la region helicoidal que conecta a S4 con S5. Adicionalmente, mientras la cadena lateral de

arginina apunta hacia el centro de la estructura formada por S1 a S4, la cadena lateral de cisteina

apunta hacia afuera de dicha estructura (ver Figura 12).

N

L@r1672C

Estructuras representaativas de las tres mutaciones (en blanco) caracterizadas en este trabajo son prensentadas
en el contexto de los residuos nativos (en gris) del canal Cay2.1 humano.
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Perspectivas.

Debido al tamafio del sistema biomolecular (~180,000 atomos; ver Figura 8), es necesario
extender las simulaciones de los sistemas para tener un mejor muestreo conformacional.
Asimismo, el analisis de las interacciones locales de las mutaciones se asociara a cambios
conformacionales del canal canal Cayv2.1 humano con la idea de correlacionar los cambios

estructurales a posibles patologias.
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CAPITULO IV.

Conclusion.

Se logré obtener satisfactoriamente la estructura terciara del Cav2.1 nativo in silico
utilizando la estructura del programa Alphafold asi como informacion estructural del canal
Cav2.2. Utilizando simulaciones atomisticas de dindmica molecular se encontrd un
equilibrio estructural del Cav2.1 en condiciones fisioldgicas incorporando una membrana
de bicapa lipidica de POPC, a una atmosfera de presion y a 37°C. A partir de la estructura
terciaria obtenida del Cav2.1 se identificaron y mutaron los sitios de mutacion V176M,
11342T y R1673C.

Este resultado no solo es importante porque proporciona conocimientos sobre la estructura
y la dindmica del sistema Cayv2.1 nativo humano, sino también, por que nos permité
comparar resultados de mutaciones del canal de calcio involucradas en patologias del
sistema nervioso. Nuestros resultados parciales sugieren extender las simulaciones de los
sistemas debido al tamafio del sistema biomolecular ~180,000 atomos con la idea de
proponer una correlacién entre dichas mutaciones y la desregulacién de la funcién del canal

Cav2.1 asociadas a patologias en el sistema nervioso.
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