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Resumen del Proyecto

Existe una gran variedad de canales de potasio, los cuales se encargan de mediar
el trasporte de los iones K a través de la membrana celular. Ademas cumplen
multiples funciones en la produccion y generacion de potenciales de accion,
proliferacion celular y apoptosis. Se seleccioné Kv1.3 como objeto de estudio de
éste proyecto, debido a que, este canal se encuentra en la membrana plasmética
y mitocondrial de los linfocitos T, y estan estrechamente relacionados con el
sistema inmune.

Se ha visto que al bloquear Kv1.3, disminuye la proliferacion de linfocitos T
activados. Estudios revelan que las toxinas del veneno del escorpién Mesobuthus
eupeus tienen la capacidad de bloquear estos canales, por lo que son potentes
iInmunosupresores y pueden llegar a ser candidatas prometedoras para el uso
farmacoldgico de enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoidea y el
lupus. Aunque aun se desconocen aspectos dinamicos importantes como la
manera en la que se bloquea el canal, la geometria mas estable del complejo
canal-toxina formado y la fuerza necesaria para desbloquear el canal.

Este proyecto desarrollé una descripcion computacional del proceso de bloqueo
de los canales Kv1.3 por algunas de las toxinas del veneno de escorpion y de las
fuerzas necesarias para desbloquearlo. Primero se modelé la estructura del
vestibulo exterior de Kvl1.3. Luego se buscé la secuencia de aminoacidos de
MeuTXKa1, MeuTXKa3 y MeuTXKa4, y se model6 la estructura 3D utilizando el
editor de estructuras del programa Chimera y una minimizacion con el cédigo
paralelizado de dinamica molecular; NAMD. Teniendo las toxinas y el canal se
modelaron los complejos canal-toxina mas estables o de menor energia libre en
vacio y en solvente. Y por ultimo se utiliz6 Steered molecular dynamics (SMD)
para aplicar la fuerza necesaria para separar las toxinas del canal, obteniendo la
magnitud de ésta.

Cuando terminaron las respectivas simulaciones, se obtuvo una estructura del
vestibulo exterior de Kv1.3 con una precision mayor al 90%, la estructura de
minima energia de 3 toxinas y tres complejos canal-toxina, y la fuerza necesaria
para separar cada complejo, donde se pudo observar que la toxina que mas
fuerza requiere para separarse de Kv1.3 es MeuTXKa3, por lo que podria decirse
que ésta es mas afin por el canal que MeuTXKa1 y MeuTXKao4.

Palabras Clave: Minimizacion, vestibulo exterior, simulacion computacional,
estructura 3D, NAMD.



Abstract

Potassium channels and their multiple functions on production and generation of
action potential, cell proliferation and cell death are known. Kv1.3 channel is
present on cellular membrane and mitochondrial membrane of Cell T and play a
key role for activation, proliferation and death of them. This is the reason Kv1.3
channel was chosen for this study.

When Kv1.3 gets blocked, the proliferation of activated cells T decreases. Studies
reveal that toxins from scorpion venom Mesobuthus eupeus are able to block this
channel. Therefore they are potent immunosuppressive and they could be
promising candidates to the development of a new drug for autoimmune diseases.
However, some of the important dynamic aspects of the way theses toxins block
Kv1.3 are still unknown, such as the most stable geometry for the channel-toxin
complex and how much force needed to separate it.

This project developed a computational description of the blocking process of
Kv1.3 channel by venom scorpion toxins and the forces needed to unblock it. For
the start-up, a model of Kv1.3 outer vestibule structure was made. The 3D
structures of amino acid sequence of MeuTXKa1, MeuTXKa3 and MeuTXKa4
were made using “structure editor” tool of Chimera software and a NAMD
minimization. Using the toxins and the channel, Kv1.3 — toxin complexes were built
by NAMD minimization to find the most stable structure in vacuum and solvent.
Finally, Steered Molecular Dynamics were used to apply a force to the system to
separate the toxins from the channel and obtained the magnitude of this force.

At the end of experimental work, (1) An outer vestibule of Kv1.3 with accuracy
higher than 90%, (2) lowest energy 3D structures of venom scorpion toxins and
channel — toxin complexes, and (3) force needed to separate the complexes, were
obtained.

Additionally, it was found that the toxin which required the higher force to leave
Kv1.3 and to separate the complex is MeuTXKa3. The reason is that, the
MeuTXKa3 toxin has greater affinity for Kv1.3 than MeuTXKa1 and MeuTXKa4.

Key words: Minimization, outer vestibule, computational simulation, 3D structure,
NAMD.



1. Introduccién

Los canales de potasio Kv1.3 han sido ampliamente estudiados en los ultimos
afos, dada la funcién que presta en el sistema inmune, mas especificamente con
los linfocitos T. Esto los hace diana o blancos terapeuticos muy prometedores para
modular disfunciones inmunologicas (Rashid et al., 2013). Algunas investigaciones
revelan que al bloquear estos canales disminuye significativamente la proliferacién
de células T activadas (Gulbins, Sassi, Grassme, Zoratti, & Szabo, 2010). Por lo
anterior, la busqueda de moleculas con la capacidad de bloquear estos canales de
forma selectiva, podrian ser la base para el desarrollo de un nuevo tratamiento
farmacolégico para enfermedades como la artritis reumatoide, el lupus, la
enfermedad de Adison, entre otras.

En los dltimos afios se ha estudiado gran variedad de péptidos provenientes del
veneno de distintos animales como el escorpion, la serpiente o las arafas, debido
a que brindan gran cantidad de péptidos con actividad sobre Kv1.3. Ademas, son
una nueva y mejor alternativa que el desarrollo de moléculas pequefas, las cuales
son muy dificiles de identificar (Edwards et al., 2014). Uno de los estudios
muestra como unas toxinas provenientes del veneno del escorpiébn Mesobuthus
eupeus, bloguean las corrientes de Kv1.3 a una concentracion de tan solo 100pM
(Gao, Peigneur, Tytgat, & Zhu, 2010). Adicionalmente, una de éstas toxinas,
denominada MeuTXKa1, presenta mayor afinidad y selectividad por Kv1.3, que su
ortéloga BmPO1 (Zhu et al., 2011).

A partir de los resultados de estos estudios surgen interrogantes que pueden
proponer temas de investigacion como: ¢Como es el proceso de bloqueo? ¢ Cual
es la forma mas estable del complejo canal-toxina que se forma cuando se da el
blogueo? y ¢Cudl es la fuerza necesaria para separar la toxina del canal? Es
importante conocer todos estos aspectos debido a que, asi se podra realizar una
descripcién aproximada de como se da el bloqueo, predecir qué tan estable es el
complejo que se forma y cudl de las toxinas estudiadas podria ser mas afin por el
canal Kv1.3. Todo esto puede permitir en el futuro disefiar péptidos similares a
estas toxinas, que pueden llegar a ser altamente especificos para estos canales y
que permitan modular o tratar terapéuticamente algunas patologias autoinmunes.

En este trabajo se estudian algunos aspectos de tres de las toxinas del veneno de
Mesobuthus eupeus (MeuTXKa1, MeuTXKa3 y MeuTXKa4), como son: 1) la
estructura de cada toxina en su configuracibn de menor energia libre, 2) la
interaccion de cada una de las toxinas con el vestibulo exterior de Kv1.3, y 3) se



numeran los diferentes tipos de atracciones intermoleculares o no covalentes que
se dan entre las toxinas y el canal.

El proposito principal del proyecto, fue realizar una descripcion computacional (In-
Silico) de aspectos moleculares del bloqueo de Kv1.3 por tres toxinas de
Mesobuthus eupeus empleando dinamica molecular y Steered Molecular
Dynamics. Para lograr modelar estas interacciones y estimar las fuerzas de
interaccion entre las toxinas y el canal, primero se model6 el vestibulo exterior del
canal (turreta, poro y filtro), mediante comparative modeling utilizando a rKv1.2
como secuencia plantilla, es decir, su estructura y secuencia de aminoacidos
fueron tomadas como base (Patel, 2008). Posteriormente, las estructuras 3D de
cada una de las toxinas se modelaron haciendo minimizaciones de la cadena
lineal de aminoacidos. Al tener las toxinas y el canal se encontraron los complejos
canal-toxinas de mayor estabilidad y menor energia libre. Y por ultimo, se le aplico
una fuerza al sistema mediante Steered Molecular Dynamics, para separar los
complejos.

En la discusion de los resultados obtenidos mediante las simulaciones, se abarcan
distintos factores que pueden influenciar en la magnitud de la fuerza requerida
para separar los complejos; como la cantidad y el tipo de interacciones
intermoleculares entre el canal y cada una de las toxinas, y la presencia o
ausencia de ciertos residuos en las toxinas que pueden aumentar su afinidad por
los canales de potasio.

La ventaja de hacer modelamiento in silico radica en que es una estrategia
econdémica y amigable con el medio ambiente dado que permite estimar las
probabilidades de que ocurra un suceso fisico previo a la costosa tarea de los
ensayos experimentales.



2. Descripcién del proyecto

2.1 Planteamiento del problema de investigacion

Los canales de potasio Kvl.3 estan estrechamente relacionados con la funcién
del sistema inmune y se conoce que al ser bloqueados disminuye la proliferacién
de linfocitos T citotdxicos activados (Gulbins et al., 2010).

Los estudios a niveles biofisico, bioquimico y biomolecular han mostrado que
algunas de las toxinas del veneno del escorpién Mesobuthus eupeu tienen la
capacidad de bloquear estos canales (Gao et al., 2010; Zhu et al., 2011). Esto las
convierte en candidatas para ser utilizadas como moléculas inhibidoras de la
proliferacion de células T activadas y asi modular o tratar enfermedades
autoinmunes como la artritis reumatoide y el lupus.

A partir de los resultados de estos estudios surgen interrogantes que pueden
proponer temas de investigacion como: ¢Como es el proceso de bloqueo? ¢ Cual
es la forma més estable del complejo canal-toxina que se forma cuando se da el
bloqueo? y ¢ Cudl es la fuerza necesaria para separar la toxina del canal?

Este proyecto estudié como estas toxinas bloquean el canal Kv1.3, model6 el
complejo canal-toxina con la menor energia libre y determiné la fuerza necesaria
para separarlo mediante una simulacion computacional. Todo esto con el objetivo
de tener una descripcién aproximada de cémo se da el bloqueo, predecir qué tan
estable es el complejo que se forma y cual de las toxinas estudiadas es mas afin
por canal Kv1.3.

Al describir aspectos dindmicos, a nivel in silico (computacional), del bloqueo del
canal Kv1.3 por algunas toxinas del escorpion Mesobuthus eupeus, el presente
proyecto sirvid para tener una prediccion aproximada de acerca de cual de las
toxinas estudiadas era la mas afin por Kv1.3, ademas ofrece una forma econdmica
y amigable con el medio ambiente para estudiar el comportamiento de éstos
péptidos frente a los canales de potasio.

Los resultados obtenidos presentan un aporte a nivel mundial, respecto a la
estructura mas probable de las toxinas MeuTXKa1, MeuTXKa3 y MeuTXKa4, la
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geometria de menor energia libre del complejo formado por cada una de estas
toxinas y Kv1.3, en vacio y en solvente. Y la fuerza necesaria para separar los
complejos. También se plantea una nueva toxina como candidata para el
desarrollo de un farmaco inmunoregulador; MeuTXKa3, debido a su gran afinidad
por el canal. Adicionalmente, la metodologia utilizada puede ser establecida para
estudiar los aspectos dinamicos del bloqueo de Kv1.3, o cualquier otro canal que
se encuentre reportado en el Protein Data Bank (PDB), por distintos péptidos,
incluyendo mutaciones de las toxinas de Mesobuthus eupeus, u otros animales.
Los Potenciales beneficiarios de estos hallazgos son las industrias o instituciones
dedicadas a la investigacion de nuevos farmacos

Adicionalmente, el presente proyecto brinda un andlisis de las fuerzas no-
covalentes presentes en los complejos canal-toxina, donde se explica el por qué
MeuTXKa3 requiere una fuerza mayor para separarse de Kv1.3, en comparacion a
MeuTXKa1 y MeuTXKa4.

A largo plazo, las posibles continuaciones de este proyecto pueden servir para
explorar mutantes de las toxinas que también puedan llegar a ser promesas de
uso farmacolégico. Para esto se requiere de una exploracién de las toxinas a nivel
bioinforméatico. También se recomienda realizar mas estudios sobre MeuTXKa3,
para establecer si cumple con los demés requisitos; selectividad, seguridad,
tiempo de vida media, etc, para ser parte de un nuevo tratamiento médico contra
enfermedades autoinmunes.

2.2Marco teorico y estado del arte

Muchas células producen impulsos eléctricos o potenciales de accion, los cuales
se propagan por la superficie de sus membranas y tienen la capacidad de viajar
rapidamente a través del organismo. Su llegada a distintas células produce
reacciones como liberacion de neurotransmisores y contraccion muscular. Por
esta razon los potenciales de acciéon son los responsables de que muchos
organismos tengan la capacidad de procesar informacion en el sistema nervioso,
moverse, realizar trabajos de fuerza, etcétera (Jiang et al., 2003).

Para que las células puedan producir y propagar los potenciales de accion se
necesita que la membrana pueda someterse a cambios transitorios en la
permeabilidad de iones de sodio y potasio, y que la permeabilidad de ésta
dependa de su voltaje. Estos dos elementos clave son posibles gracias a la
presencia de un grupo de proteinas de membrana llamado canales dependientes
de voltaje, en el cual se encuentran los canales de K*, Na* y Ca’. (Jiang et al.,
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2003). Ademas, algunos de estos canales tienen un papel importante en la
proliferacion celular y la apoptosis (Gulbins et al., 2010).

Respecto a los canales de potasio dependientes de voltaje; son ellos los
encargados de controlar la difusion de iones K* a través de la membrana y su
apertura y cierre esta controlada por el voltaje de ésta (Doyle et al., 1998). Algunos
canales de potasio también controlan el paso de calcio a través de la membrana,
el pH del citoplasma, el volumen de células en proliferacion, la migracion celular y
la sefializacién con calcio (Gulbins et al., 2010); (Zhu et al., 2011). Los canales de
potasio tienen diversos mecanismos de cierre y apertura, pero la permeabilidad de
todos ellos es muy similar. Estos canales se caracterizan por tener una
selectividad alta a los iones K™ y Rb", baja a iones Cs" y practicamente nula por
los iones Na®. Otra caracteristica comun de todos los canales de potasio es que
son “canales de poro largo” ya que en el interior del prolongado y estrecho poro
varios iones se alinean como si estuvieran haciendo un fila (Doyle et al., 1998).

Existen dos tipos de canales de potasio, aquellos que contienen dos segmentos
tras membrana por subunidad, y los que contienen seis, para ambos grupos la
estructura funcional es un tetramero cuyas subunidades son idénticas. Todos los
canales de potasio tienen esencialmente el mismo poro y una secuencia de
aminoéacidos critica (ver figura 1), la cual es vital para el cumplimiento de sus
funciones, y al presentarse cualquier mutacion en ella se altera significativamente
la capacidad del canal para discriminar iones Na®, disminuyendo su selectividad y
por ende arruinando la proteina (Doyle et al., 1998).

En la figura 1 se pueden apreciar las secuencias de varios canales de potasio
alineadas, donde se resaltan los aminoacidos criticos del filtro de selectividad y del
revestimiento de la cavidad y el poro interno en rojo y azul, respectivamente. Los
residuos resaltados con color gris son aquellos cuya naturaleza de la cadena
lateral se conserva en mas del 50% de canales (Doyle et al., 1998).
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PVNTEEMIFDIFYMLFNLGLTAYLIGNMTNLVVHGT
PNTNSEKIFSICVMLIGSLMYASIFGNVSAIIQRLY

romk GMTSAFLFESLETQOVIIGYGFRFVIEQCATAIFLLIFQSILGVITINSFMCCAILAKISRPE
hgirk GFVSAFLFSIETETTIGYGYRVITDKCPEGIILLLIQSVLGSIVNAFMVGCMFVEISQFPK

Figura 1 Alineacion de secuencia de canales de K+ seleccionados. Tomada de Doyle at al., 1998.

Respecto al canal Kv1.3, se conoce que son los canales de potasio dependientes
de voltaje que se expresan tanto en la membrana celular de los linfocitos T
citotoxicos humanos, como también en la membrana interna de la mitocondria. Su
activacion es fundamental para la proliferacion de estas células. Tanto la inhibicion
como la ausencia o baja regulacién de Kv1.3 producen la muerte celular inducida
por multiples estimulos apoptoticos. Estos estimulos surgen debido a la
hiperpolarizacién de la célula, resultado de la inhibicion del flujo de cargas
positivas, la cual provoca una reduccion de componentes de la cadena respiratoria
como los centros Fe/S, los citocromos y la piscina ubiquinona, y un aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno. Debido a esto, cualquier sustancia
que tenga la capacidad de bloquear selectivamente estos canales, serd un potente
inmunosupresor (Gulbins et al., 2010).

Actualmente los canales i6nicos son blanco de muchas investigaciones para el
desarrollo de nuevos farmacos, pero el desarrollo de moléculas pequefias que
puedan inhibirlos ha sido limitado por la gran dificultad de identificarlas. Por lo que
el veneno de animales como arafias, escorpiones y serpientes han proveido una
nueva alternativa (Edwards et al., 2014). El escorpibn ha desarrollado y
evolucionado una gran cantidad de toxinas que afectan los canales de potasio,
llamadas KTxs. Estas toxinas son péptidos que se pueden dividir en cuatro
grupos; a, B, y Yy K. A excepcion de k, los grupos comparten un motivo estructural
conservado, compuesto de un a-hélice y una lamina B con dos hebras en sentido
antiparalelo (ver figura 2) (Zhu et al., 2011); (Gao et al., 2010) (Rodriguez de la
Vega, Merino, Becerril, & Possani, 2003) (France, Eauclaire, & Bougis, 2012). En
el presente proyecto se trabajara con toxinas del grupo a.
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n-loop c-loop

Figura 2 estructura ribbon de la toxina BeKm-1. Tomada de Zhu et al., 2011.

Estudios de la capacidad bloqueadora de algunas de las toxinas del escorpion
Mesobuthus eupeus mostraron que un coctel de toxinas bloqueadoras de canales
de potasio; MeuTXK, a una concentracion de 100pM, tiene un efecto inhibitorio
sobre la corriente de Kv1.3 cuando el potencial esta entre -25y 75 mV (ver figura
3), aunque el voltaje medio de activacion (Vi2) no varia significativamente, lo cual
indica que MeuTXK no afecta el mecanismo de apertura y cierre del canal (Gao et
al., 2010). Al estudiar las toxinas de forma individual, se encontr6 que MeuTXKa1
a una concentracion de 3uM, inhibe la corriente de iones K* de los canales rkvi.1,
hKv1.3 y Shaker IR en un 35%, 100% y 70%, respectivamente. Al compararla con
BmPO01, una toxina ortdloga a ella contenida en el veneno del escorpién
Mesobuthus martensii, se encontré6 que MeuTXKa1 tiene un efecto mas potente
sobre Kv1.3, ademas es mas afin por éste, y mas selectiva entre Kv1.3 y Kv1.1.
Por esta razén MeuTXKa1 se considera una candidata prometedora para el
desarrollo de un nuevo farmaco para el tratamiento de enfermedades autoinmunes
(Zhu et al., 2011).

3,54

® Control
© MeuKTX

400 75 50 25 0 25 50 75 100
Voltage (mV)
Figura 3 relacion corriente-voltaje en un experimento representativo en control y en presencia de
MeuKTX a 100Pm. Tomada de Gao et al., 2010.
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En cuanto a las interacciones responsable del bloqueo de Kv1.3 por las toxinas,
estudios que revelan que mutaciones en los residuos His*®*, Asp ¥y Gly 3
afectan significativamente la sensibilidad del canal a las toxinas charibdotoxina,
kaliotoxina, margatoxina y noxiustoxina, aunque parece ser que His*** es el tinico
residuo importante en el bloqueo de Kv1.3 por éstas (Aiyar et al., 1995). También
se conoce que los canales de potasio sensibles a las toxinas del escorpion, tienen
un residuo de valina en el filtro, en la posicion 406 (ver figura 4), por lo que se cree
gue éste juega un papel importante en la interaccion de Kv1.3 con MeuTXKa1 y
BmpO1 (Zhu et al., 2011). Ademas se sugiere que la presencia de un residuo de
Lisina en la posicion 18 de estas toxinas, es la encargada de empujar al péptido
hacia el poro del canal (Zhu et al., 2011), mientras un residuo hidrofébico potencia
las interacciones entre la toxina y el canal (France et al., 2012). Es importante
recalcar que todos los residuos pertenecientes al canal, que parecen tener
interaccidn con las toxinas bloqueadoras, se encuentran en el vestibulo exterior de
este, el cual se conforma por turreta, poro y filtro (France et al., 2012).

A Turret Pore helix Filter Toxin selectivity
Shaker FA| |[EAGSENSFFKS||IPDAFWWAVVTMT| | TVGYGDMTPVG||VW Sensitive
rKvl.1 FA| |[EAEEAESHFSS||IPDAFWWAVVSMT| | TVGYGDMYPVT||IG Sensitive
rKvl.3 FA| |[EADDPSSGFNS||IPDAFWWAVVTMT| | TVGYGDMEPVT||IG Sensitive
hKvl.3 FA| DDPTSGFSS||IPDAFWWAVVTMT| | TVGYGDMHEPVT||LG Sensitive
rKvl.2 FA| |[EADERDSQFPS||IPDAFWWAVVSMT| | TVGYGDMVPTT||IG Resistance
rKvl.4 FA| [EADEPTTHFQOS||IPDAFWWAVVTMT| | TVGYGDMKPIT||VG Resistance
rKvl.5 FA| [EADNHGSHFSS||IPDAFWWAVVTMT| | TVGYGDMRPIT||VG Resistance
rKvl.6 [FA DDVDSLEPS||IPDAFWWAVV TMT| | TVGYGDMYPMT||VG Resistance

s5 «! Lase

Figura 4 Alineamiento de la regién del poro de los canales Kv1.1 - Kv1.6 y Drosophila Shaker.
Tomada de (Zhu et al., 2011)

Otros estudios se refieren a una diada funcional, presente en muchas toxinas
bloqueadoras de canales de potasio pertenecientes a diferentes familias, la cual
consiste en una Lisina ubicada en una posicion critica y un residuo aroméatico
(Fenilalanina, Tirosina o Triptéfano) 9 posiciones mas adelante. No obstante, se
ha observado que para las toxinas mas afines y selectivas por Kv1.3, en la
posicion aromatica de la diada puede haber una Fenilalanina, una Treonina o una
Asparagina (Corzo et al., 2008).

Para poder entender porqué una toxina necesita mas fuerza que otra para ser
separada del canal, es importante entender las diferentes fuerzas intermoleculares
gue puedan actuar en el sistema canal-toxina, y saber distinguir cuales son las
mas fuertes y cuales las mas débiles.
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Cabe recordar que existen tres tipos de atraccion intermolecular entre moléculas
neutras: fuerzas dipolo — dipolo, dispersién de London y puentes de hidrogeno, las
cuales son también llamadas fuerzas de van der Waals. Otro tipo de fuerzas
atractivas son debidas a las interacciones ion-dipolo, las cuales se dan entre una
molécula cargada, ion, y el extremo parcialmente cargado (dipolo), con una carga
opuesta, de una molécula polar. Las fuerzas dipolo-dipolo surgen cuando el
extremo positivo de una molécula polar neutra se acerca al extremo negativo de
otra, por lo general son mas débiles que las fuerzas ion-dipolo. Por otro lado, los
atomos y moléculas apolares no pueden tener de este tipo de interacciones
porque no poseen un dipolo permanente, no obstante, la perturbacion de los
electrones mas externos de la molécula por otras moléculas cercanas induce un
momento dipolar. La magnitud de este dipolo inducido depende de la
polarizabilidad de las nubes electronicas de atomos o moléculas. Los enlaces de
hidrégeno son un tipo especial de atracciones intermoleculares, que se dan entre
el &tomo de hidrogeno de un enlace tipo H-F, H-N 6 H-O, y electrones de no
enlace de una molécula o atomo. Aunque este tipo de interacciones son mucho
mas débiles que los enlaces covalentes, son significativamente mas fuertes que
las tipo dipolo-dipolo o de dispersion de London (Brown, LeMay, & Bursten, 2006).

Respecto a las interacciones no covalentes entre los atomos de biomoléculas
como las proteinas, existen interacciones electrostaticas, de van der Waals y no
polares. Las interacciones o fuerzas electrostaticas ocurren entre atomos,
moléculas o residuos total o parcialmente cargados, pueden ser atractivas o
repulsivas y se dividen en; interacciones iénicas; que ocurren entre atomos,
moléculas y/o residuos totalmente cargados, y se les conoce también como
puentes salinos. Puentes de hidrogeno (explicados en el parrafo anterior), que
juegan un papel importante en la estructura de las proteinas, porque determinan
su empagquetamiento, y ademas, participan en la asociacion de proteinas con
diferentes ligandos, entre otros. La energia de estas interacciones depende de tres
factores: la magnitud de las cargas que interactian, la distancia entre ellas y la
constante dieléctrica del medio. Las interacciones electrostaticas son de largo
alcance y juegan un papel primordial a nivel de estructura y funcién de las
proteinas. Es importante resaltar que entre mayor sea la constante dieléctrica del
medio, las interacciones electrostaticas seran mas débiles, por lo que en un medio
acuoso, como el citoplasma o el torrente sanguineo, éstas fuerzas podrian no ser
tan intensas como se esperaria. Otros tipos de interacciones electrostaticas se
presentan cuando un atomo de azufre, que posee una alta densidad electronica,
interactda con atomos polares como el oxigeno, nitrégeno e hidrogeno, y cuando
se involucran dos anillos aromaticos, debido a la carga parcial que proveen los
orbitales m, estos dos tipos de interacciones electrostaticas se caracterizan por ser
mucho mas débiles que los puentes salinos y los puentes de hidrogeno, pero aun
asi, son importantes en la unién de las proteinas y sus ligando (Kessel & Ber-Tal,
2011).
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Las interacciones tipo van der Waals, aunque son muy débiles en comparacion
con otras interacciones no covalentes, son significativas en sistemas biologicos,
debido a que se dan entre cualquier par de atomos adyacentes. Por ultimo, estan
las interacciones apolares y el efecto hidrofébico, las cuales se presentan cuando
un soluto apolar se intenta disolver en agua, pero éste forma agregados que
reducen el area de contacto entre él y el solvente (Kessel & Ber-Tal, 2011).

El conocimiento y entendimiento de las interacciones no covalentes en las
biomoléculas es muy importante, debido a que éstas son fundamentales en el
empaquetamiento de las proteinas, su estructura, su flexibilidad y su capacidad de
hacer cambios conformacionales.

Aun asi, conocer y comprender las interacciones no es suficiente para determinar
la estructura y la dinamica de una proteina. Para eso existen diversos métodos
experimentales como; la cristalografia de rayos X y la resonancia magnética
nuclear (NMR), que a pesar de que han sido muy Utiles para determinar la
estructura 3D de muchas proteinas, las cantidad de estructuras establecidas es
significativamente menor al nimero de secuencias proteicas conocidas (Patel,
2008).

Las técnicas computacionales permiten emplear varios de los métodos teoricos
utilizados para predecir la estructura de las proteinas a partir de su secuencia de
aminoacidos. Estos métodos se basan en principios fisicoquimicos, usualmente
recurren a encontrar la conformacion de minima energia para la proteina en
estudio, y se caracterizan por ser computacionalmente sofisticados. También
existen métodos empiricos donde los esquemas predichos son dilucidados a partir
del andlisis de una proteina cuya estructura ya se conoce (Voet & Voet, 2004).
Comparative modeling es una forma de determinar la estructura de una proteina
basada en la similitud de las secuencias de una proteina de estructura
desconocida (secuencia blanco) y otra cuya estructura ya se ha establecido
(secuencia plantilla). Cuando la semejanza entre la secuencia blanco y la
secuencia plantilla esta entre el 30 y el 40%, la estructura producida tendra un
rango de precision promedio de 75-90%. Y cuando la semejanza es mayor al 40%
se podra obtener una presién mayor al 90% (Patel, 2008).

Otro aspecto importante de éste proyecto es la herramienta que se utilizara para
llevarlo a cabo, cuya base es la modelacién molecular, la cual puede entenderse
como las formas para emular el comportamiento de las moléculas y los sistemas
moleculares (Leach, 2001), o como la generacion, manipulacion, célculo y
prediccion de estructuras moleculares realistas y asociadas con sus
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caracteristicas fisicoquimicas y bioguimicas. Esta herramienta sirve como puente
entre la teoria y la experimentacion para extraer resultados de un modelo en
particular, comparar los resultados experimentales de un sistemas, comparar las
predicciones tedricas que se le han hecho a un modelo, entender e interpretar las
observaciones realizadas experimentalmente, proveer informacion no disponible
en los experimentos reales, entre otros (Tsai, 2002). En este proyecto, como en la
mayoria de modelamientos que se hacen en la actualidad, se hara modelamiento
molecular con técnicas computacionales que permiten realizar célculos y modelos
mas extensos en menor tiempo y de manera menos compleja (Leach, 2001). Una
de las técnicas a emplear es la simulacion computacional de dindmica molecular,
que es bastante (til para obtener ideas mas profundas acerca de sistemas
biolégicos usando varios niveles de descripcion. Por esta razén se han aplicado en
muchas areas generales de la bioquimica como el estudio de proteinas,
entendimiento de la permeabilidad y los mecanismos de apertura y cierre de
canales ionicos, caracterizacion de cambios conformacionales de quinasas, entre
otros (Jeong et al., 2014).

A pesar de que la dinamica molecular es una técnica muy util, el andlisis de una
gran cantidad de datos de trayectorias con muchos atomos aun es un reto, ya que
se requiere el entendimiento de varios métodos de analisis y estar familiarizado
con el lenguaje de programacion, la escritura de los comandos suele consumir
mucho tiempo, incluso para usuarios calificados, y se requiere una alta capacidad
de cémputo para que los calculos y el procesamiento de la informacion no se
conviertan en procesos exageradamente largos. En la actualidad se desarrollan
multiples recursos computacionales como programas y paquetes de softwares
para facilitar la simulacion de dinamica molecular, volviéndola cada vez mas
popular (Jeong et al., 2014).

Eventos biol6gicamente importantes que requieren de la transicion de un estado
de equilibrio a otro, como la unién o separacion de un ligando, o el bloqueo y
desbloqueo de un canal, son dificiles de reproducir con dinamica molecular. Para
estos casos, la aplicacion de una fuerza externa puede ser usada para guiar al
sistema de un estado de equilibrio al otro a lo largo de una via de interés. Steered
molecular dynamics (SMD) es un complemento in silico, en el cual se aplican
fuerzas externas a las moléculas en simulacidbn para probar propiedades
mecanicas y acelerar procesos. Este método se puede realizar empleando una
fuerza constante sobre un atomo o grupo de atomos o mediante una restriccion
armonica. SMD brinda multiples facilidades para usar una fuerza externa,
incluyendo la aplicacion automatica de constantes de movimiento y la seleccion de
la direccion de la fuerza mediante su especificacion en pocas lineas de un archivo
de configuracion para NAMD (Phillips et al., 2005). SMD induce la separacion de
ligando y cambios conformacionales en biomoléculas en escalas de tiempo
accesibles para simulaciones de dinamica molecular, aplicando fuerzas
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dependientes de tiempo a un sistema y analizando la respuesta de éste. A pesar
de ser pionero en éste campo, SMD ya ha brindado informacion valiosa acerca de
rutas de unién a ligandos y propiedades elasticas de proteinas (Isralewitza et al.,
2001).

NAMD es un cédigo paralelizado de dinamica molecular disefiado para realizar
simulaciones de alto rendimiento en sistemas biomoleculares grandes. Este
programa tiene la capacidad de trabajar a escalas de cientos de procesadores de
plataforma paralela de alta gama, como en decenas de procesadores unidos en
clusteres de bajo costo y aun en un computador personal. NAMD trabaja con
funciones potenciales de AMBER y CHARMM, y parametros y formatos de
archivo. Ademas, se complementa con VMD para ofrecer un ambiente de
modelacién completo (Phillips et al., 2005).

VMD es un programa de graficos moleculares disefiado para visualizar y analizar
grandes ensambles de moléculas como polimeros, proteinas y acidos nucleicos.
VMD tiene la capacidad de mostrar varias estructuras usando una gran variedad
de estilos y colores. Una sesién simple de VMD contiene tres componentes
esenciales; la pantalla de graficos, donde las moléculas son reproducidas, rotadas,
trasladas y escaladas de forma interactiva, la interface gréfica del usuario donde
se encuentran todas las opciones de reproduccion (estilos, colores, seleccién de
atomos) y la consola de VMD (Humphrey, Dalke, & Schulten, 1996).

2.3 Objetivos

e Objetivo General

Describir el proceso de bloqueo de Kv1.3 por algunas toxinas del veneno de
Mesobuthus eupeus, empleando la técnica Steered Molecular Dynamics (SMD).

e Objetivos especificos
Modelar la turreta, el poro y el filtro de Kv1.3 a partir de la secuencia de
aminoacidos y tomando como base la estructura de un canal de potasio ya

cristalizado

Modelar la estructura 3D de las toxinas a partir de la secuencia de nucleétidos o
aminoacidos, empleando MEGA 5, Chimera y Dindmica Molecular (MD).
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Encontrar las configuraciones de equilibrio de cada uno de los complejos canal —

toxina.

Determinar la fuerza necesaria para separar las diferentes toxinas de Kv1.3
utilizando la técnica steered molecular dynamics (SMD).

2.4Metodologia Utilizada

e Matriz de marco ldgico

Objetivo General: Describir el proceso de bloqueo de Kv1.3 por algunas toxinas
del veneno de Mesobuthus eupeus, empleando la técnica Steered Molecular

Dynamics (SMD).

El supuesto general, que aplica a todos los objetivos especificos es; el

computador debe funcionar correctamente, no se deben borrar los archivos ni
apagar el computador mientras corren los célculos.

Objetivos Especifico Actividad Indicadores Supuestos
Modelar la estructura | Descargar la | Archivos .pdb y | EI archivo de la
de la turreta, el poro y | subunidad del | .psf de la | subunidad de
el filtro de Kv1.3 a | PDB. estructura Kv1.3 debe
partir de la secuencia tetramérica de | encontrarse en la
de aminoécidos vy | Multiplicar y | Kvi.3 base de datos.
tomando como base | acomodar la
la estructura de un | subunidad de
canal de potasio ya|manera que se
cristalizado forme el poro del

canal.

Generar los

archivos .pdb vy

.psf
Modelar la estructura | Buscar la | Archivos  .pdb | La secuencia de
3D de las toxinas a | secuencia de | de las toxinas. aminoacidos debe
partir de la secuencia | nucleotidos 0 estar registrada en
de nucledtidos o | aminoacidos de su totalidad.
aminoacidos, cada toxina
empleando MEGA 5,
Chimera y Dinamica | Generar la

cadena lineal de
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Molecular (MD).

aminoacidos.

Encontrar la
configuracion en
3D mas estable
para cada toxina.

Generar los
archivos .pdb de
cada toxina

Encontrar las
configuraciones de
equilibrio de cada uno
de los complejos
proteina — toxina.

Unir los archivos

Configuracion

de minima
energia libre del
complejo
proteina-toxina.

Las toxinas debe
encajar en el poro
de Kv1.3, haciendo

que se dé el
bloqueo y se forme
el complejo.

Medir la fuerza
necesaria para
separar las diferentes

toxinas de Kv1.3
utilizando la técnica
steered molecular

dynamics (SMD).

.pdb del canal y
las toxinas para
formar el
complejo.
Minimizar la
energia libre del
complejo

Fijar el canal en
el espacio.
Aplicar una
fuerza sobre la
toxina hasta que
se separe del
canal.

Generar las
graficas Fuerza
VS posicién, para
determinar la

magnitud de la
fuerza necesaria
para separar el
complejo

Magnitud de la
fuerza necesaria
para separar
cada una de las
toxinas del
canal.

Se debe dar el
bloqueo de poro, y
la fuerza para
desbloquearlo

debe ser de una
magnitud que se
pueda medir con la
técnica empleada.

e Modelamiento de la turreta, el poro y el filtro de Kv1.3; a partir de su
secuencia de aminoéacidos (ver figura 4) y tomando como base el canal
rkv1l.2 de ratén, que ya ha sido cristalizado y se encuentra en el Protein
Data Bank bajo el cédigo 2A79. Se generan las demas subunidades
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aplicando matrices de transformacion, y se construira el tetrdmero (basada
en la metodologia explicada por (Aksimentiev, Sotomayor, & Wells, 2012) y
(Corzo et al., 2008) ).

El primer paso fue descargar el archivo .pdb de rKv1.2 de ratdn, desde el Protein
Data Bank usando el cédigo del archivo (2A79). Se recomienda cambiar el nombre
del archivo, por una palabra clave como rKv12, para evitar confusiones.

Cuando el archivo se encontraba guardado, se abrié el programa VMD, se cargo e
identifico el primer residuo de la turreta y el ultimo residuo del filtro. Este paso es
muy importante, ya que el area que se encuentra entre estos dos residuos, es la
que se utilizara para formar hKvl.3 de humano. Cuando se identificaron los
residuos, se abrio el archivo .pdb con el editor de texto, y se eliminé toda la
informacion de residuos y atomos que no se encontraban en el area de interés.
Luego, basandose en el alineamiento mostrado en la figura 4, se cambiaron los
residuos de rKvl.2 de raton, por los de hKvl1l.3 de humano, se guardaron los
cambios, y se generaron los archivos .pdb y .psf.

A Turret Pore helix Filter Toxin selectivity
Shaker FA| GSENSFFKS||IPDAFWWAVVTMT| | TVGYGDMTPVG| [V Sensitive
rKvl.1 FA| |[EAEEAESHFSS||IPDAFWWAVVSMT| | TVGYGDMYPVT||IG Sensitive
rKvl.3 FA| |[EADDPSSGFNS||IPDAFWWAVVTMT| | TVGYGDMEPVT||IG Sensitive
hKvl1.3 FA| |[EADDPTSGFSS||IPDAFWWAVVTMT| | TVGYGDMEPVT||IG Sensitive
rKvl.2 FA| |[EADERDSQFPS||IPDAFWWAVVSMT| | TVGYGDMVPTT||IG Resistance
rKvl.4 FA| [EADEPTTHFQOS||IPDAFWWAVVTMT| | TVGYGDMKPIT||VG Resistance
rKvl.5 FA DNHGSHFSS||IPDAFWWAVV TMT| | TVGYGDMRPIT||VG Resistance
rKvl.6 [FA DDVDSLEPS||IPDAFWWAVV TMT| | TVGYGDMYPMT| |V G| Resistance
S5 « L»se

Figura 5 Alineamiento de la regién del poro de los canales Kv1.1 - Kv1.6 y Drosophila Shaker.
Tomada de (Zhu et al., 2011)

Para crear el tetramero, se empleé una matriz de transformacion, que replica la
subunidad que ya se cred, y la ubica en el espacio, formando la estructura
tetramérica con cuatro subunidades idénticas (Aksimentiev et al., 2012).

Utilizando la ventana terminal se unieron todos los archivos creados en un solo.
Ahora que el tetramero habia sido formado, se generaron los archivos .pdb y .psf
utilizando VMD vy la herramienta Automatic PSF builder.

Por ultimo, se verific6 que los archivos Kv13.pdb y Kv13.psf se generaran

correctamente.

e Formacion de la estructura en tercera dimension de cada toxina a partir de
la secuencia de aminoacidos o nucleotidos.
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Se accedié a la pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ y se buscé cada una de las
toxinas. Se guardo el archivo en formato FASTA.

Se abrié el archivo FASTA que contenia la secuencia de aminoacidos con el
programa Chimera y se copi6 la secuencia. Luego se utilizé la herramienta “build
structure”, la cual debe estar en la opcién “peptide” donde se pego la secuencia de
aminoacidos. En la ventana Add Peptide Sequence se ajustaron los angulos ¢ y
para aquellos fragmentos de los péptidos que son a-hélices y aquellos que son
laminas-B, la informacién necesaria para ajustar estos parametros se encuentra en
las figuras 2a, 3a y 4b de (Zhu et al., 2011). Después se utilizd la herramienta
“minimice structure” para modelar la estructura en 3D.

Por ultimo, se realizd otra minimizacion, pero esta vez utilizando el programa
NAMD vy los archivos .conf (el cual se genera manualmente siguiendo las
instrucciones planteadas en http://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/namd/namd-
tutorial-win-html/node27.html), .pdb de la toxina (generado por chimera en el paso
anterior), el .psf que se obtiene con vmd y Automatic PSF builder. Esto con el
objetivo de hacer una minimizacién, cuyos arreglos sean representativos y
completos.

¢ Bloqueo de Kv1.3 por las toxinas y modelacion del complejo canal-toxina en
vacio y en solvente (agua), por medio de una minimizacion de la energia
del complejo formado. Por ultimo se crearan los archivos pdb y .psf
(Basandose en la metodologia explicada por (Aksimentiev et al., 2012)).

Para este paso, solo se utilizaron dos de las cuatro subunidades de Kv1.3, una
frente a la otra, con el fin de disminuir el tiempo de calculo y facilitar la ubicacién
de la toxina. Como las cuatro subunidades son idénticas, la aproximacion obtenida
utilizando dos subunidades es igualmente valida. Primero se unieron los archivos
.pdb del canal y de cada una de las toxinas, utilizando el editor de texto, para tener
la toxina y el canal en un mismo archivo. Luego se ubico la toxina lo mas cerca
posible a la turreta del canal, utilizando la herramienta del mouse “move -
fragment”. Cuando la toxina estaba ubicada, se guardaron estas coordenadas en
un archivo .pdb nuevo, el cual contendra el complejo canal-toxina. A partir de ese
archivo .pdb se generd el archivo .psf y se corrié la minimizacion fijando las dos
subunidades del canal, para saber cdmo era la estructura de menor energia libre.

Para modelar los complejos canal-toxina en solvente, después de ubicar la toxina
y generar los archivos .pdb y .psf, se utilizd el script wat_sphere.tcl (se encuentra
en la pagina http://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/namd/namd-tutorial-files/1-1-

23


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/namd/namd-tutorial-win-html/node27.html
http://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/namd/namd-tutorial-win-html/node27.html
http://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/namd/namd-tutorial-files/1-1-build/

build/ ) previamente adaptado al trabajo que se ha realizado. Cuando se obtuvo el
complejo solvatado, se corrié la minimizacién congelando las moléculas de agua y
fijlando las dos subunidades del canal.

e Separacion del complejo canal-toxina utilizando SMD. Andlisis de las
graficas de fuerza vs posicion y potencial de fuerza media vs posicion, para
determinacion la magnitud de la fuerza necesaria para desbloquear el
canal, es decir, separar la toxina de éste. Tomada de (Gumbart, 2011))

Primero se ajustaron los parametros de constante de fuerza (10 kcal/molA?),
velocidad (20A/ns) y direccion (0,0,1) en el archivo .pdb del complejo canal-toxina
generando anteriormente. Es muy importante que estos parametros sean los
mismos para cada complejo, con el fin de que la Unica variante sea la afinidad de
cada toxina por el canal

Luego se hicieron las restricciones necesarias para que la fuerza que se aplico6
no afecte al canal, y para que la toxina solo se mueva en la direccion que se
desea (eje 2).

Se corri6 la simulacion. Cuando esta concluyd, se crearon las gréaficas de fuerza
en funcién de posicién utilizando gnuplot y los archivos generados.

2.5 Resultados

2.5.1 Tetrdmero de Kv1.3

Kvl.3 es una proteina transmembrana compuesta de cuatro subunidades
identicas, cada una contiene dos helices-a (S5 y S6), una turreta (bucles de la
parte superior), un poro conformado por una helice-a mas corta las dos anteriores
y un filtro (formado por un bucle que va desde la parte inferior del poro a la
superior). De este canal, la turreta, el poro y el filtro de selectividad son las partes
modeladas para este trabajo y un esquema de este se puede apreciar claramente
en la figura 5. En ésta, se resaltan los residuos que se cree que son los
encargados de interactuar con las toxinas para que se de el blogueo ; valina 406
(VAL**®) ubicada al final del filtro (esferas azul oscuro) (Zhu et al., 2011) y varios
residuos de aspartato (ASP) en la turreta el poro y el filtro (fragmentos purpura).
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Figura 6 Canal Kv1.3, turreta, poro y filtro. Valina 406; esferas azul oscuro, Aspartato; fragmentos
purpura.

Para el modelamiento de los complejos canal-toxina, solo se usaron dos de las
cuatro subunidades, como se dijo anteriormente en la seccién de metodologia. Las
subunidades que se utilizaron son la cadena A y C del canal Kv1.3, las cuales se
ubican una frente a la otra, y se pueden apreciar, junto con los residuos de valina 'y
aspartato, en la figura 6.

Figura 7 Cadenas A y C del canal Kv1.3. Valina 406; esferas azul oscuro, aspartato; fragmentos
purpura.
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2.5.2 Estructura 3D de las toxinas MeuTXKal, MeuTXKa3 y MeuTXKa4

2.5.2.1 Estructura 3D de MeuTXKal

Figura 8 Toxina MeuTXKal obtenida con Chimera (Izquierda). Comparacion de la estructura 3D
de MeuTXKalfal antes (rojo) y después de la minimizacion (azul) (Derecha)

MeuTXKal es un péptido con 28 residuos y 427 atomos, tiene una carga total de
-2. Como se puede observar en la figura 7, después de la minimizacién realizada
con el programa Chimera, la estructura 3D de la toxina MeuTXKal es poco
compacta y en ella se diferencian claramente un a-hélice (parte inferior) y dos
laminas-B (al centro y en la parte superior).

Al terminar la minimizacion con NAMD, la energia total de la toxina disminuyo de
369kcal/mol a -808kcal/mol, manteniéndose constante en este valor a partir del
timestep 10000 aproximadamente, lo que indica que en este momento la
minimizacién termind (ver figura 8)
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Figura 9 Grafica de energia en funcion de timestep del proceso de minimizacion de MeuTXKal

Ademas de una estructura con menor energia libre total, la minimizacién dio como
resultado un péptido mas compacto donde se conserva el modelo estructural de
una hélice-a y dos laminas-B en sentido antipararlelo. Como se puede observar en
la figura 7, la principal diferencia entre la estructura inicial y la estructura
minimizada es el nivel de compactacion.

2.5.2.2 Estructura 3D de MeuTXKa3

Figura 10 Toxina MeuTXKa3 obtenida con Chimera (Izquierda). Comparacién de la estructura 3D
de MeuTXKalfa3 antes (rojo) y después de la minimizacioén (azul) (Derecha)

MeuTXKa3 es un péptido de 614 atomos, contenidos en 37 residuos y tiene una
carga de +8. La estructura 3D obtenida con el programa Chimera para esta toxina,
es bastante alargada. En ella se observa claramente la hélice-a en el centro, y las
dos laminas-B en sentido anti paralelo a la derecha. En el extremo izquierdo, se
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puede observar una segunda hélice-a, que se distingue de la hélice central, por la
amplitud de los giros.

Al finalizar la minimizacion con NAMD, se obtuvo una estructura mucho mas
compacta, cuyo angulo entre la hélice-a y la lamina-B, es mucho mas estrecho, al
igual que el angulo, entre las dos laminas-B. También se ve una gran flexion en los
residuos que separaban las dos hélices-a, haciendo que éstas sean mas faciles de
distinguir, ademas de mas cercanas entre ellas (ver figura 9).

Por otro lado, la estructura paso de tener una energia libre de 475kcal/mol a tener
una de -1165kcal/mol.
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Figura 11 Gréfica de energia en funcion de timestep del proceso de minimizacion de MeuTXKa3
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2.5.2.3 Estructura 3D de MeuTXKa4

Figura 12 Estructura 3D de MeuTXKa4 obtenida con Chimera (Izquierda). Comparacion de la
estructura 3D de MeuTXKalfa4 antes (rojo) y después de la minimizacion (azul) (Derecha).

Esta toxina posee 541 atomos, 35 residuos y una carga de +2, por lo tanto. Posee
dos hélices-a, una de giros amplios (en la parte inferior) y otra de giros mas
estrechos (centro), dos laminas-B en sentido anti paralelo en la parte superior
separadas por una hélice-a, y una lamina-B muy corta en la parte inferior (ver
figura 11).

Después de la minimizacion, la estructura pas6 de tener una energia total de
724 kcal/mol a tener una de -563 kcal/mol (ver figura 12), ademas se volvié un
poco mas compacta. Como se puede ver en la figura 11, la separacion entre las
dos hélices-a de la parte inferior se flexiond, y las laminas-g anti paralelas, ahora
estan una en frente de la otra, y el extremo de una de ellas se acerco
notablemente a la hélice-a central.
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Figura 13 Grafica de energia en funcion de timestep del proceso de minimizacion de MeuTXKa4

2.5.3 Estructura de los complejos canal-toxina

Para facilitar el entendimiento de estos resultados, al complejo formando entre el
canal Kv1l.3 y la toxina MeuTXKal se denomina el complejo 1, al formado por
Kvl.3 y MeuTXKa3 se le denomina complejo 2, y al formado por Kvl1l.3 y
MeuTXKao4 complejo 3.

2.5.3.1 Complejo Kv1.3-MeuTXKal (Complejo 1)

Figura 14 Complejo 1 antes de ser minimizado en vacio. Cadena A y C de Kv1.3 en azul claro,
Valina 406 de Kv1.3; esferas azul oscuro, residuos de aspartato de Kvl1.3; fragmentos purpura,
toxina MeuTXKal; gris, residuos VAL1 y PRO28 de la toxina; esferas naranja, y residuo LYS18;
fragmento amarillo.
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Al terminar la minimizacion en vacio del complejo 1, la energia libre total
disminuyo de 65944 kcal/mol hasta -893 kcal/mol (ver figura 14). También se pudo
observar que los residuos 1 y 28 de la toxina, una valina y una prolina
respectivamente, se acercaron a la valina del filtro del canal, ademas, la lisina 18

de la toxina se aproximo a un residuo de Aspartato del filtro del canal (ver figuras
13y 15).
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Figura 15 Gréfica Energia en funcién de timestep del proceso de minimizacién del complejo 1 en
vacio.

Figura 16 Complejo 1 minimizado en vacio. Cadena A y C de Kv1.3 en azul claro, VAL*® de
Kv1.3; esferas azul oscuro, residuos de aspartato de Kvl1.3; fragmentos purgura, toxina

MeuTXKa1; gris, residuos VAL' y PRO? de la toxina; esferas naranja, y residuo LYS™; fragmento
amarillo.
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Figura 17 Comparacion pictografica del complejo 1 antes (rojo) y después (azul) de ser
minimizado. Kv1.3 se represnta en color gris.

En la figura 16 se puede observar que las cadenas A y C del canal se mantienen
iguales, debido a que éstas fueron fijadas durante la minimizacion. En cuanto a la
toxina, los cambios fueron mas de ubicacion que de estructura.

En cuanto a la minimizacion en solvente, la energia pasé de -34532kcal/mol a -
158594kcal/mol, pero esta vez los residuos de Valina y Prolina de la toxina se
alejaron de los residuos de valina de Kv1.3, mientras que la Lisina de la toxina y
Aspartato del canal se acercaron. Esta informacién se encuentra resumida y
detallada en la tabla 1.

Figura 18 Complejo 1 minimizado en solvente (Izquierda). Comparacién del complejo 1 minimizado
en vacio (azul) y minimizado en solvente (verde) (Derecha). Las cadenas de Kv1.3 se representan
en gris.
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Tabla 1 Resultados de la minimizacion del complejo 1 (Kv1.3-MeuTXKa1l)

En vacio En solvente
Distancia | Distancia | Distancia | Energia Distancia | Distancia | Distancia | Energia
VAL-VAL | VAL-PRO | ASP-LYS | libre total | VAL-VAL | VAL- ASP- libre total
A A) A) (kcal/mol) | (A) PRO (A) | LYS (A) (kcal/mol)
Inicial | 13.04 11.88 11.24 65944 11.65 |12.33 |12.55 |-34532
Final 11.74 11.51 6.11 -893 12.19 |11.59 |11.57 |-158594

En la figura 17, se puede observar que la diferencia entre el complejo 1
minimizado en el vacio y minimizado en el solvente se basa en la ubicacién de la
toxina, aunque también se puede apreciar una pequefia modificacion en la
estructura de las ldminas-B anti paralelas de ésta.

2.5.3.2 Complejo Kv1.3-MeuTXKa3 (Complejo 2)

Figura 19 Complejo 2 antes de ser minimizado en vacio. Cadena A y C de Kv1.3 en azul claro,
VAL*® de Kv1.3; esferas azul oscuro, residuos de aspartato de Kv1.3; fragmentos purpura, toxina
MeuTXKa3; residuos VAL' y PHE® de la toxina; esferas naranja, residuos de LYS 2t fragmentos
amarillos.

Al terminar la minimizacién del complejo 2 en vacio, la energia libre disminuy6 de
-1158kcal/mol hasta -1466 kcal/mol. También se observo que los residuos de
Valina 'y Lisina ° de la toxina se acercaron a los residuos de Valina y Aspartato
del canal, respectivamente. Mientras que los residuos de Fenilalanina® y Lisina %’
de la toxina se alejaron de los residuos de valina y aspartato del canal.
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Figura 20 Grafica de energia en funcién de timestep del proceso de minimizacion del complejo 2
en vacio.

Figura 21 Complejo 2 minimizado en vacio. Cadena A y C de Kv1.3 en azul claro, VAL “*® de
Kvl1.3; esferas azul oscuro, residuos de aspartato de Kvl1.3; fragmentos purpura, toxina
MeuTXKa3; gris, residuos de la toxina; esferas naranja, y residuos LYS; fragmentos amarillos.

En la figura 21 se puede observar que la diferencia entre el complejo 2 antes de
ser minimizado y despueés, se basa en un cambio de ubicacion de la toxina, y no
en un cambio estructural.
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Figura 22 Comparacion del complejo 2 antes (rojo) y después de la minimizacion (azul). Las

cadenas de Kv1.3 se muestran en gris.

Por otro lado, al minimizar el complejo 2 en presencia del solvente, la energia
disminuy6 de -109347 kcal/mol a -170651 kcal/mol, y los residuos de Valina *
Fenilalanina * de la toxina se acercaron a los residuos de valina del canal, al igual

9-27

que los residuos de Lisina a los residuos de aspartato.

Tabla 2 de la minimizacion del complejo 2 (Kv1.3-MeuTXKa3)

En vacio En solvente
Distanci | Distanci | Distanci | Distanci | Energia Distanci | Distanci | Distanci | Distanci | Energia
a VAL- | a VAL-|a ASP-| a ASP- | libretotal | a VAL-| a VAL-| a ASP-| a ASP- | libre total
VAL (A) | PHE (A) | LYS®(A) LgS” (kcal/mol | VAL (A) | PHE (A) | LYS® (A) L}i(s27 (kcal/mol
A ) A )
Ini. | 12.62 | 14.86 | 7.43 | 11.55 |-1158 | 12.87 | 15.06 | 5.86 | 10.81 | -109347
Fin |6.04 |15.33 |6.78 |12.49 |-1466 |11.03 | 14.29 | 5.78 | 10.62 | -170651
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2.5.3.3 Complejo Kv1.3-MeuTXKa4 (Complejo 3)

Figura 23 Complejo 3 antes de ser minimizado en vacio. Cadena Ay C de Kv1.3 en azul claro,
VAL “% de Kv1.3; esferas azul oscuro, residuos de aspartato de Kv1.3; fragmentos purpura, toxina
MeuTXKa4; gris, residuos ILE ®° de la toxina; esferas naranja, y residuo LYS % fragmento
amarillo.

El complejo 3, tanto en el vacio como en solvente, antes de ser minimizado tenia
una energia libre total muy alta, de 1 x10* kcal/mol, al realizar la minimizacién en
vacio, esta disminuye hasta -788kcal/mol. En este caso, los residuos de la toxina
que hallaban mas cerca de las valinas del filtro del canal fueron dos isoleucinas
(residuos 8 y 26), de las cuales, al finalizar la minimizacion, una se alejé mientras
la otra se acerc6. Por otro lado, una de las lisinas de la toxina, se acerca al
aspartato del filtro del canal (el mismo que en el complejo 1).
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Figura 24 Gréfica de energia en funcién de timestep del proceso de minimizacion del complejo 3
en vacio.
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Figura 25 Complejo 3 minimizado en vacio. Cadena A y C de Kv1.3 en azul claro, VAL “® de
Kv1.3; esferas azul oscuro, residuos de aspartato de Kv1.3; fragmentos purpura, toxina
MeuTXKa4; gris, residuos ILE®?° de la toxina; esferas naranja, y residuo LYS?; fragmento amarillo.

Figura 26 Comparacion del complejo 3 antes (rojo) y después (azul) de ser minimizado. Kv1.3 se
represnta en color gris.

En la figura 25 se puede observar que la diferencia entre el complejo 3 minimizado
y antes de minimizar, se da por un cambio en la estructura de la toxina
MeuTXKa4, en la parte superior, donde se encuentran las ldminas-g anti paralelas,
ya que se observa una inclinacién diferente en la primera de ellas, y una
disminucion bastante notoria en los giros de la helice-a que las separaba.

En cuanto a la minimizacion en solvente, la energia libre total, al final de ésta es
de -165829 kcal/mol, pero en este caso, tanto las dos isoleucinas como la lisina se
alejan de las valinas y el aspartato del canal, respectivamente.

37



Tabla 3 Resultados de la minimizacion del complejo 3 (Kv1.3-MeuTXKa4)

En vacio En solvente
Distancia | Distancia | Distancia | Energia Distancia | Distancia | Distancia | Energia
VAL-ILE® | VAL-ILE®® | ASP-LYS | libre total | VAL-ILE® | VAL- ASP- libre total
(A) (A) (A) (kcal/mol) | (A) ILE® (&) | LYS(R) | (kcal/mol)
Inicial | 13.77 |14.46 |11.76 |1x10™ [16.74 [12.07 |12.91 |1x10”
Final 13.07 17.13 11.34 -788 17.32 | 12.77 |14.68 |-165829

2.5.4 Separacion de los complejos canal-toxina por medio de Steered
Molecular Dynamics (SMD)

A partir de las simulacion en SMD, se obtuvieron los siguientes gréaficos de Fuerza
en funcion de Posicion y Posicion en funcion de Time Step para la separacion de

cada uno de los complejos.
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Figura 27 Gréfica Posicién (A) en funciéon de TimeStep de los 3 complejos
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Figura 28 Gréfica Fuerza (pN) en funcion de Posicion (A) de los tres complejos

Al observar los dos gréaficos, se observa que el complejo 2 es el que mas tiempo o
TimeSteps requiere para llegar a una posicién determinada (Ver figura 26) y el que
requiere la aplicacion de una fuerza por mas tiempo para ser separado (ver figura
27). Al comparar los maximos absolutos de la fuerza aplicada a cada complejo, es
claro que el del complejo 2 (=7000 pN) es mucho mayor a los de los 1 y 3 (=3400
pN y =3500 pN respectivamente) Lo cual sugiere que la toxina MeuTXKa3 es mas
afin por el canal Kv1.3, que MeuTXKal y MeuTXKa4.

Durante la simulacién de la separacion de cada uno de los complejos canal-toxina,
se observaron diferentes interacciones entre Kv1.3 y las toxinas. La mayoria de
caracter dipolo-dipolo, entre aminoacidos polares, o0 electrostaticas entre
aminoécidos acidos y basicos. Los residuos de Valina del canal se separaron muy
rapida y facilmente de los residuos de las toxinas con los que se creia que
interactuaba, mientras que nuevas interacciones con otros residuos se formaron
durante la separacion de los canales. Estas interacciones se resumen en la tabla
4.
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Tabla 4 Rgsiduos del canal y cada una de las tgxinas gue interacttan en la separacion de cada
complejo. ” residuo perteneciente a la cadena A. ~residuo perteneciente a la cadena C.

Residuo de Kv1.3 Residuo de la toxina

ASP 02 SER ?

ASP °7¢ A CcYsS®-cys®
Complejo 1

ASP 376 € cYs®-cvys#

GLU ®*"® GLU

TYR*® TYR?%

ASP °7® CYS ®- ARG *-TYR?**- ARG ?®
Complejo 2

ASP 37 ARG ?-CcYS - ARG *_ASP 2

HSD 494 ASP ?

ASP 370A CYS®-TYR?-GLN?

THR 378 GLN?
Complejo 3

ASP 92 cys

ASP °76C ARG ®-SER¥®

Al comparar los gréficos de Fuerza en funcion de Posicidn con las trayectorias de
la simulacion SMD se observa que para el complejo 1 el primer pico 0 maximo
relativo, ubicado en (-15.8, 885.7), representa el momento en que se da un
cambio conformacional y los residuos de ASP*%? y SER? comienzan a interactuar.
El pico ubicado en (-10.32, 2534.2) se da cuando se separan ASP 3¢ ©y CcYS %,
generando una interaccion de largo alcance. El pico mas alto o maximo absoluto
representa el momento en que se rompen las interacciones entre CYS ®y CYS °
con ASP %° A y entre ASP*%? y SER? El siguiente maximo relativo (en (6.3,
2345.0)) se refiere al momento en el que las interacciones de largo alcance entre
ASP3°® €y CYS ?* se rompen, y se separa GLU?' de GLU 3”3, El siguiente pico,
ubicado en (10.7, 1838.3), caracteriza la separacién de CYS ?°y ASP 3’® ©. v el
altimo pico, pertenece al rompimiento de las interacciones a largo alcance,
momento en el que se separa el complejo Kv1.3 — MeuTXKal.
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Figura 29 Gréfica Fuerza (pN) en funcién de Posicion (A) para el complejo1l.

Para el complejo 2 el primer maximo relativo (-15.7, 3744.2) representa la
separacién de TYR*® y TYR?, el pico ubicado en (-12.1, 3649.7) constituye la
separacién de HSD®* y ASP?. El siguiente, ubicado en (-10.0, 4176.6) caracteriza
la separacion de ASP3”® y ARG', sexto pico (-6.2, 613.9) representa la
separaciéon de ARG**y CYS® de ASP*"®. El méaximo absoluto se da en el momento
en que se rompe la interaccién de largo alcance entre HSD***y ASP?y se separan
ASP3*"®y CYS™. El noveno pico, ubicado en (9.1, 5406.3) representa el momento
en que se termina la interaccién entre ASP®"> y ARG, el pico en (22.5, 2947.0)
se da por la separacién de ASP®°®y ARG®. Y el Gltimo pico caracteriza la
separacion de ASP*"®y ARG*'y el desbloqueo de Kv1.3.
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Figura 30 Gréfica Fuerza (pN) en funcién de Posicion (A) para el complejo 2

Para el ultimo complejo (complejo 3) la relacion entre los picos de la grafica de
fuerza versus posicion y las interacciones entre los diferentes residuos del canal y
la toxina es: el tercer pico, ubicado en (-6.4, 2675.6), representa la separacion de
ASP*?y CcYS*, el siguiente pico (1.8, 2444 .5) caracteriza el momento en que se
aleja CYS® de ASP®° #y se separan THR®*® y GLN®. El quinto pico, 0 méximo
absoluto, se refiere al momento en que ASP*° Ay CYS? dejan de interactuar por
completo, el séptimo pico, ubicado en (18.2, 1396.5), representa la separacion de
ASP*®* vy TYR? Y el Gltimo pico, se refiere al momento en que se separan
ASP¥*® y GLN!, y con esto se da el desbloqueo del canal. Las demaés
interacciones reportadas en la tabla 4, no se identifican en el grafico, debido a que
su ruptura no se da en una de los maximos relativos, sino que a medida que la
fuerza incrementaba o disminuia progresivamente.
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Figura 31 Gréfica Fuerza (pN) en funcién de Posicion (A) para el complejo 3

2.6 Discusion

Prioritariamente se debe analizar la precisién con la que se model6 el vestibulo
exterior (turreta, poro y filtro) de Kv1.3, debido a que éste es el centro de todo el
estudio que se realizé. Para esto se toma como base la precision de Comparative
Modeling explicado anteriormente, donde relaciona el porcentaje de similitud entre
las dos secuencias proteicas y la precision de la estructura determinada (Patel,
2008). En la figura 4 se puede observar que de 35 residuos que contienen las
secuencias comparadas 27 coinciden, es decir, que éstas tienen una similitud del
77%, lo que significa que la precision de la estructura de Kv1.3 modelada tomando
como base la estructura y secuencia de aminoacidos del canal rkv1.2, tiene una
precision mayor al 90%, la cual es lo suficientemente alta para que ésta sea
adecuada para su uso en el estudio de la interaccion entre Kv1.3 y diferentes
sustratos como las toxinas del veneno del escorpiéon Mesobuthus eupeus.

Mature Pepetide

Size NC
MeuTXKal -----—--—-—-——- VSC----EDCPEHCATKD--QRAKCDND-KCVCEPK-- 29 2.0
MeuTXKo2 --—-—--————————- VSC----EDCPEHCATKD--0QRAKCDND-RCVCEPK-- 29 2.0
MeuTXKa3 -—----- VDFPNKGGKC--DRKECRKTCKKLN--YRGKCFEN-YCRCFP G-~ 37 17
MeuTXKod4 ---------—- QYCCYTC---IPDCSKSCODSG-LRFKACIPYRSCLCQY——— 5 1.7

Figura 32 Secuencia de aminoécidos de las toxinas del veneno de Mesobuthus eupeus. Tomada
de (Zhu et al., 2011)
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En la figura 31 se muestra la secuencia de aminoacidos de cada una de las
toxinas estudiadas, MeuTXKal, MeuTXKa3 y MeuTXKa4. Se puede observar que
MeuTXKal contiene cuatro residuos de Lisina (representados por una K azul) de
los cuales uno tiene un residuo de Asparagina 8 posiciones mas adelante, por lo
que podria decirse que no contiene la diada funcional, o ésta se encuentra
modificada en una posicion. MeuTXKa4 posee dos residuos de Lisina, y nueve
posiciones por encima del primero hay una Fenilalanina, lo que conforma la diada
funcional presente en las toxinas bloqueadoras de canales de potasio, aunque no
especifica para Kv1.3. Por otro lado, MeuTXKa3 presenta 7 residuos de Lisina, de
los cuales uno tiene un residuo de Treonina 9 posiciones mas adelante, y otros
dos un residuo de Fenilalanina (Corzo et al.,, 2008). La presencia de tres diadas
funcionales, de las cuales una es especifica para toxinas bloqueadoras de Kv1.3,
hace que esta toxina tenga una mayor probabilidad de ser la mas afin por el canal,
en comparacion a las otras dos.

Respecto a las estructuras 3D de MeuTXKal, MeuTXKa3 y MeuTXKa4 obtenidas
después de la minimizacion con NAMD, no se cuenta con una herramienta para
medir la precision de éstas, debido a que no se utilizé6 una secuencia planilla y en
el Protein Data Bank no se encuentran reportadas estas toxinas. No obstante, en
ellas se observa el modelo estructural de una hélice-a y dos laminas-B en sentido
antiparalelo que tienen todas las toxinas bloqueadoras de canales de potasio (Zhu
et al., 2011) (Gao et al., 2010) (France et al., 2012) (Rodriguez de la Vega et al.,
2003), por lo que se puede afirmar que las estructuras tienen una precision
adecuada.

En cuanto a las interacciones de cada una de las toxinas con Kv1.3, se puede
observar que los residuos de VAL ** influyen en la formacién del complejo, es
decir, el momento en que la toxina se ubica en el vestibulo exterior del canal, pero
no en la conservacién del complejo cuando se aplica la fuerza. Por lo que se
puede decir que estos residuos tiene la funcion de orientar la ubicacién de la
toxina en el momento que comienza el bloqueo, ademas de unirse con el o los
residuos hidréfobos de éstas que se encargan de potenciar las demas
interacciones canal-toxina (France et al., 2012). Por otro lado, los encargados de
mantener el complejo cuando una fuerza trata de separarlo son los residuos
reportados en la tabla 4. Esto sucede debido a que las interacciones que unen los
residuos de VAL “°® con los diversos residuos apolares de las toxinas, son
dispersiones de London y/o efecto hidrofébico, las cuales se caracterizan por ser
bastante débiles (Kessel & Ber-Tal, 2011).

En las tablas 1, 2 y 3 se puede observar como en la minimizaciéon de los tres
complejos al menos uno de los residuos hidréfobos de las toxinas se acerca a
VAL?® Lo cual muestra como la funcién orientativa de este residuo contribuye a
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que el complejo obtenga la geometria o configuracion de mayor estabilidad. Al
analizar las distancias entre VAL *® y los residuos hidrofébicos de cada toxina
después de realizar la minimizacién, es claro que el que mas se acerca es VAL de
la toxina MeuTXKa3 (6.04A de distancia). Lo cual también pudo contribuir en el
hecho de que ésta toxina es la que presenta interacciones mas fuertes con Kv1.3,
ya que la interaccién entre aminoacidos hidroéfobos del canal y la toxina es la que
potencia las interacciones electrostéaticas y de Van der Waals (France et al., 2012).

En la tabla 4 se reportaron los aminoacidos del canal y la toxina que interactian
en cada complejo, y en ella se puede observar que las interacciones que se dan
en el complejo 2 son predominantemente de tipo puente salino, entre un
aminoécido basico protonado (ARG ** ARG %°, ARG *? y HSD “°*) y un aminoécido
acido desprotonado (ASP 3°, ASP ®°y ASP ?), las cuales conforman 5 de las 10
fuerzas de atraccibn que mantienen el complejo unido. Adicionalmente se
presenta atraccion electrostética entre anillos aromaticos de TYR “®y TYR %,
entre el atomo de oxigeno de los residuos de cisteina (CYS) y los atomos de
oxigeno o nitrdgeno de ASP, e interacciones tipo ion-dipolo y dipolo-dipolo entre
aminoécidos cargados total y parcialmente como TYR “®y TYR %, ASP 3 con
CYS ¥y TYR %,y ASP ** con CYS y ASP 2. Por otro lado el complejo 3 solo
presenta una interaccién tipo puente salino (entre ASP3® ©y ARG %), seis
interacciones tipo dipolo-dipolo o ion-dipolo y dos entre el azufre y los atomos
polares de ASP. Por ultimo, el complejo 1 no presenta fuerzas de atraccion tipo
puente salino, pero si cuatro interacciones electrostaticas entre el azufre de la
cisteina y los residuos de ASP e interacciones tipo dipolo —dipolo y ion-dipolo.

Respecto a los puentes de hidrogeno, éstos son un tipo de interaccidn que se
puede presentar en todos los aminoacidos, péptidos y proteinas. Debido a que
estos tienen grupos —OH y —NH,. No obstante, es importante comparar la cantidad
de estos en cada uno de los complejos, ya que existen factores como el
impedimentos estérico y la cantidad de grupos —OH y —NH;, libres (que varian por
la presencia de enlaces peptidicos y la estructura quimica de cada aminoacido)
que pueden afectarla, y ademéas los puentes de hidrogeno son fuerzas
intermoleculares muy importantes en el empaquetamiento de proteinas.

En el complejo 1 se presentan 4 puentes de hidrogeno;
e 1entre ASP **?y SER ?,
e lentre ASP3®AyCYS®,
e lentre ASP3°CycCys?®
e lentre GLU*®yGLU?
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En el complejo 2 se presentan 6 puentes de hidrogeno;

1 entre TYR*®y TYR ?*

1 entre ASP ¥®yCYys *
2 entre ASP ¥y ARG **
1 entre ASP *"®y TYR*
1 entre ASP *”°y ARG *?

Y en el complejo 3 se presentan 4 puentes de hidrogeno;

e lentre ASP%° ¢ yARG?®

e lentre ASP%°®AyCYS?

e lentre ASP3°®AyTYR?

e lentre ASP3°®AyGLN?

Las diferentes fuerzas de atraccién que unen a cada una de las toxinas con Kv1.3
para formar los complejos 1, 2 y 3, explican las diferencias entre la fuerza aplicada
gue se necesita para separarlos. Debido a que el complejo 2 posee mayor numero
de interacciones, y ademas, entre ellas predominan los puentes salinos, que son
las interacciones electrostaticas mas fuertes, es necesario aplicar una fuerza de
mayor magnitud para separar este complejo, en comparacion a la que se necesita
para separar los complejos 1 y 3. Por otro lado, el complejo 1 es el que presenta
menor nimero de interacciones entre el canal y la toxina, y entre ellas no se dan
los puentes salinos, lo cual explica porque este complejo necesita una fuerza
menor para ser separado.

Los resultados obtenidos sugieren que MeuTXKa3 tiene una mayor afinidad por
Kv1.3 que MeuTXKal y MeuTXKa4, debido a que el complejo que forma con el
canal es mas dificil de separar en comparacion a los complejos formados por las
otras dos toxinas estudiadas. Esto se explica debido a las interacciones que se
dan entre los residuos del canal y los de MeuTXKa3, y por la presencia de 3
diadas funcionales en la secuencia de aminoacidos de MeuTXKa3. No obstante,
en la literatura se reporta que MeuTXKal es una candidata potencial para el
desarrollo de un nuevo farmaco inmunoregulador, debido a que presenta mayor
afinidad y selectividad por Kv1.3 que su ortdloga BmP01 (Zhu et al., 2011). Se
debe tener en cuenta que la afinidad por el canal no es la Unica caracteristica que
debe cumplir la toxina para llegar a ser un nuevo farmaco contra enfermedades
autoinmunes. Ademas de ésta, también debe presentar selectividad, tiempo de
vida media, union a proteinas plasmaticas y depuracion adecuadas, pero en el
momento no se encuentran estudios acerca de estas caracteristicas para
MeuTXKa3, por lo que a pesar de tener mayor afinidad por Kv1.3, todavia no se
puede determinar si puede llegar a ser una candidata para el desarrollo de un
nuevo farmaco.
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Respecto a los aminoacidos presentes en el vestibulo exterior de Kv1.3 que
interaccionan con las toxinas, se pudo observar que éstos varian de toxina a
toxina, y el Gnico que interactia con las tres toxinas es ASP *°. Teniendo en
cuenta que éste residuo no se encuentra en los otros canales de potasio sensibles
a estas toxinas (ver figura 4) (Zhu et al., 2011), se puede trabajar en mutaciones
que fortalezcan la interaccién de los residuos de MeuTXKa3 con este aminoacido,
para asi mejorar su afinidad por Kv1.3 sin afectar su selectividad.

También es importante estudiar la interaccion MeuTXKa3 con otros canales de
potasio como Kv1.1, Kv1.2, Kvl1l.4, Kv1l.5, hKv3.1, Kv4.3, y hERG (Gao et al.,
2010), para asi poder hacer una aproximacién de su selectividad y poder predecir
si ésta es adecuada para postular esta toxina como una nueva candidata para el
desarrollo de un farmaco inmunoregulador.

Volviendo a la formacion de los complejos canal-toxina, ésta se realizO mediante
minimizaciones en vacio y en solvente. La principal diferencia que se observo,
para todos los complejos, entre las estructuras obtenidas fue la ubicacion de la
toxina. En el caso de los complejos 1 y 3, la toxina se encontraba mas cerca del
canal cuando se hizo la simulacién en vacio. Mientras que en el complejo 2, la
estructura en solvente presentaba a la toxina mas cercana al canal. Este
fendmeno se debe a la influencia de un solvente con una constante dieléctrica alta
en las interacciones no-covalentes electrostaticas, ya que al debilitar las fuerzas
atractivas tipo puente salino y puentes de hidrogeno la toxina no interactda tan
fuertemente con el canal (Kessel & Ber-Tal, 2011).

Debido a la influencia del solvente sobre la interaccion entre proteinas y péptidos,
se sugiere realizar una nueva simulacion SMD para separar los complejos canal-
toxina, esta vez en presencia de solvente, para estudiar mas detalladamente la
influencia de éste sobre las interacciones electrostaticas, y corroborar que el
complejo formado por MeuTXKa3 y Kv1.3 es el que requiere de mas fuerza para
ser separado.

Para complementar este proyecto, seria util un analisis bioinformatico que permita
conocer los antecesores evolutivos de MeuTXKa3. Conocer la variabilidad en las
posiciones de residuos en las secuencias de estas toxinas y estimar cuales de
estas se verian favorecidas hacia una mayor afinidad sobre el canal objeto de
estudio (correlacionable con una mayor toxicidad). Al usar la metodologia
establecida en este trabajo, podria proponerse una estrategia para tamizar
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posibles toxinas que bloqueen Kv1.3 de forma mas selectiva, y consecuentemente
sea un mejor candidato para el desarrollo de un nuevo farmaco inmunoregulador.

2.7 Conclusiones

e Se logr6 modelar el vestibulo exterior de Kv1.3, a partir de Comparative
Modeling, obteniéndose una estructura con precision mayor al 90%.

e Las estructuras 3D de las toxinas MeuTXKa1, MeuTXKa3 y MeuTXKa4 se
modelaron, y se obtuvo geometrias muy probables, debido a su baja energia
libre y la presencia del modelo estructural reportado en la literatura.

e Se modelaron y compararon las geometrias de menor energia libre de los
complejos canal-toxina en vacio y en solvente. En ellas se pudo observar que
la principal diferencia es la distancia entre el canal y las toxinas.

e Las fuerzas no-covalentes que mantienen unidos a cada uno de los complejos
canal-toxina fueron identificadas y analizadas.

e Se hallé que la toxina que requiere mayor fuerza para ser separada del canal
Kv1.3 es MeuTXKa3. Lo cual es producto de una mayor cantidad de
interacciones intermolecular tipo puente salino, puente de hidrogeno y dipolo-
dipolo.

e Los resultados obtenidos indican que MeuTXKa3 es mas afin por Kv1,3 que
MeuTXKa1 y MeuTXKa4

2.8 Recomendaciones

Para continuar con esta linea de investigacion se deben realizar mas estudios
acerca de la capacidad inmunosupresora de MeuTXKa3 como; su interaccion con
otros canales de potasio, para asi tener una aproximacion acerca de su
selectividad. Realizar la separacién de los tres complejos canal-toxina estudiado,
pero en solvente, para poder corroborar que MeuTXKa3 es la que requiere una
mayor fuerza para separarse de Kv1.3. Plantear mutaciones en la secuencia de
aminoacidos que fortalezcan su interaccién con los residuos de Kv1.3 y debiliten
las posibles interacciones con otro canales de potasio, con el objetivo de mejorar
su afinidad y selectividad.

También se sugiere obtener mas informacidon acerca de otros péptidos
provenientes del veneno de Mesobuthus eupeus. Para lo cual se recomienda
hacer un analisis bioinformatico que revele los antecesores evolutivos de estas
toxinas, y utilizar el conocimiento y las herramientas brindadas por este proyecto
para encontrar la que tenga mejor perfil, en cuanto a selectividad y afinidad por
Kv1.3.
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Anexos

Periodic Chart of Amino Acids
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