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Resumo

Anestésicos gerais sao diariamente utilizados em uma miriade de procedimentos cirturgicos.
Todavia o intricado mecanismo molecular de acao desses compostos ainda é desconhecido.
A hipétese mais creditada sugere uma acao de anestésicos em diferentes canais idnicos de
tecidos neurais por interacao em multiplos sitios de ligacao nessas proteinas de membrana.
Estudos in vitro recentes mostram alteragao na conducao dos canais de potassio depen-
dentes de voltagem pela ligagdo de anestésicos halogenados em multiplas cavidades com
distintas afinidades em diferentes conformagoes. Entre esses canais esta o canal i6nico
dependente de voltagem de mamifero Kv1.2. Foi demonstrado que uma mutacao pon-
tual G329T nesse canal idnico confere maior sensibilidade ao anestésico geral sevoflurano.
Nesse contexto, a investigacao da interagao envolve nao somente a descoberta de regioes
putativas de ligacao, como também de que forma essa interagdo poderia alterar o equi-
librio entre as diferentes conformacdes do canal i6nico. Contudo, a ligagdo do anestésico
pode ser uma condi¢ao necessaria, mas nao suficiente para ter efeito modulatorio. Sabe-
se que o sevoflurano, um anestésico inalavel, potencializa o canal Kv1.2, deslocando a
curva de condutancia-voltagem para voltagens mais negativas e aumentando a condutan-
cia maxima. Para tanto, foram realizadas simula¢bes de dindmica molecular do canal
Kv1.2 selvagem e do canal Kv1.2 G329T em bicamada lipidica com solvente explicito, a
fim de amostrar as flutuagoes estruturais das conformacgoes aberta e fechada desta pro-
teina. Uma ligeira diminuigao da flutuagao da cadeia do canal mutante foi conferida por
andlise de RMSD (Root Mean Square Deviation) e RMSF (Root Mean Square Fluctua-
tion) ao longo das trajetorias. Dessas simulagoes, foram escolhidos ao acaso 120 frames de
cada simulagao para a realiza¢ao de docking molecular por meio do AutoDock Vina, assim
obtidos aproximadamente 2400 modos de interacao. Apds o agrupamento e andlise das
solugoes, foram eleitos os centros das nuvens de solugoes de quatro potenciais sitios dis-
tintos para estruturar o complexo anestésico-canal e, entao, avaliar a afinidade do ligante
sitio-especifica por calculos de energia livre baseados em simulagdes de dindmica molec-
ular. Pela utilizagdo do método LIE (Linear Interaction Energy), percebeu-se grande
afinidade pelo sitio proximo ao filtro de seletividade, de tal forma que este pode estar

favorecendo a estabilizacao da conformagao condutiva, logo aumentando a condutancia



do canal. Pela mutacgao estar associada com um aumento da constante de equilibrio para
um estado pré-aberto, é proposto que um conjunto de sitios podem estar desestabilizando
esse estado. Como resposta ao resultado obtido e pelo desafio em conciliar os resultados
microscopicos com o efeito na relacdo condutancia voltagem por anestésico, é apresen-
tado um esquema tedrico para avaliar multiplos estados de ligacao. Aqui, é exposta uma
perspectiva inicial para uso do modelo tedrico apresentado. Ao considerar, por indisponi-
bilidade da definicdo precisa das outras conformacoes, apenas as conformacoes aberta e
fechada do canal, além das afinidades obtidas para multiplos sitios, foi possivel calcular as
densidades de probabilidades para os estados ligados e, dessa forma, encontrar um deslo-
camento da curva condutancia-voltagem com a mesma tendéncia ao experimental. Os
presentes dados revelam importantes regides de interagao anestésico/proteina e permite
a proposicao de formas de andalise do intricado mecanismo de modulagao por ligantes,

favorecendo assim futuros estudos experimentais dos mecanismos de agao na anestesia.

Palavras-chave: Anestésicos Gerais, Sevoflurano, Canal I6nico, Kv1.2, Dindmica Molec-

ular, Energia Livre de Ligagao, Docking Molecular
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Abstract

General anesthetics are daily used in a myriad of surgical procedures worldwide. Nev-
ertheless their molecular mechanism of action remains elusive. An accredited hypothesis
suggests that anesthetics modulate distinct ion channels in neural tissue by interact-
ing in multiple binding sites in these membrane proteins. New in vitro studies show that
halogenated anesthetics modifies the conductance/voltage relation of voltage gated potas-
sium channels by binding to multiple cavities with different affinities in a conformation-
dependent fashion. Within this context, the present investigation is focused not only on
searching the putative binding sites, but also on discovering the manner by which the
binding could modify the conformation energy landscape, since the binding of the anes-
thetic can be a necessary but not sufficient condition to have a modulatory effect. The
mammal Kv1.2 channel stands as a potential target of inhalation anesthetics. Sevoflu-
rane, a halogenated anesthetic, potentiates this channel, shifting the conductance/voltage
relation leftward and increasing the maximum conductance. Recently, the G329 point mu-
tation in this channel has been associated with an augmentation of the sensitivity to the
general anesthetic sevoflurane. To explore this issue, molecular dynamics simulations of
the Kv1.2 wild type and Kv1.2 G329T inserted in a phospholipidic membrane with explicit
water treatment were performed. The sampling was performed to both open and closed
conformations. A slightly reduction of fluctuation near the linker S4-S5 was noticed on the
mutant by analysis of RMSF through the simulated trajectory. From these simulations,
120 frames were selected from each construction for running docking calculation. These
approach was used in order to account for molecular flexibility of the protein. From the
molecular docking applying AutoDock Vina, nearly 2400 binding modes were obtained.
After clustering and analysis of solutions, four putative independent binding cavities were
selected to construct the anesthetic/channel complex and then ligand site-specific affini-
ties were estimated by free energy calculations based on molecular dynamics simulations.
By employing the LIE (Linear Interaction Energy) method, a relative strong affinity by
the site near the selectivity filter was noted. The interaction with this site could favor
the stabilization of the conductive state, hence increasing the conductance of the channel.

Since the G329T mutation is associated with an increased equilibrium constant of the
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pre-open state, it is proposed that a group of sites could destabilize this state. As an an-
swer to the issue of conciliating the obtained binding affinities with the anesthetic effect
on the conductance/voltage relation, it is presented here a theoretic model to evaluate
multiple binding states. In an initial attempt to analyze the accuracy of the prediction
by the model, considering only the conductive open and closed conformations, since the
unavailability of a detailed structure of the other relevant states, besides the calculated
binding affinities, it was possible to compute probability densities for the bound states,
thus estimating a leftward shift on the conductance-voltage curve. The present data re-
veals putative anesthetic binding regions and potential binding free energies and allows
proposition of a approach to rationalize the complex mechanism of modulation by multiple

binding sites with multiple occupancies.

Keywords: General Anesthesia, Sevoflurane, Ion Channel, Kv1.2, Molecular Dynamics,

Binding Affinity, Binding Free Energy, Molecular Docking

viil



Sumario

1 Introducgao 1
1.1 Gradiente I6nico e Potenciais Elétricos . . . . . . .. ... ... ... ... 1
1.1.1 Potencial de Repouso . . . . . . . . .. ... ... L. 2
1.1.2 Potencial de Agao . . . . . . . . ... 3
1.2 Canais Ionicos . . . . . . . .. 5
1.3 Anestésicos . . . . . .. 11
1.3.1 Sevoflurano . . . . . . .. ... 13

1.3.2 Modulagdo do Canal de Potassio Dependente de Voltagem Kv1.2
por Sevoflurano . . . . . . . ... 14
2 Objetivos 21
2.1 Objetivo Geral . . . . . . . .. .. 21
2.2 FEtapas . . . . . 21
3 Metodologia 23
3.1 Simulagoes de Dindmica Molecular . . . . . .. . ... ... ... ... .. 23
3.1.1 Energia Potencial e Campos de Forca . . . . . . .. ... ... ... 24
3.1.2  Condicoes Periddicas de Contorno . . . . . . . ... .. ... ... 26
3.1.3 Tratamento das Interacoes . . . . . . . . . . ... ... ... 26
3.1.4 Equagoes de Movimento . . . . . .. ... ... ... ... .. ... 27
3.1.5  Simulacoes a Temperatura e Pressao Constantes . . . . . . . . . .. 28
3.1.6  RMSD e RMSF no tempo . . . . . ... ... ... ... ...... 29
3.2 Docking Molecular . . . . . .. .. 0 o 30
3.2.1 Clusterizagdo das Solugdes . . . . . . . . . ... ... .. 33
3.3 Estimativa de Afinidade de Ligagao . . . . . . . . . .. ... .. ... ... 33
3.3.1 Linear Interaction Energy (LIE) . . . . .. ... ... ... ... .. 34
3.3.2  Free Energy Perturbation (FEP) . ... ... ... ... ... ... 36
3.4 Protocolos Utilizados . . . . . . . . .. ... 37
3.4.1 Protocolo das Simulacoes de Dindmica Molecular . . . . . . . . .. 37

iX



3.4.2 Protocolo de Docking . . . . . . ... ..o 41

3.4.3 Protocolo das Simulagoes de Calculo de Energia Livre . . . . . . .. 41

4 Resultados 42

4.1 Comparagao estrutural entre Kvl.2 Selvagem e Kv1.2 G329T . . . . . . .. 42

4.1.1  Root Mean Square Deviation (RMSD). . . . . .. . ... ... ... 42

4.1.2  Root Mean Square Fluctuation (RMSF) . . . . . .. ... ... ... 45

4.2 Sitios Putativos de Ligacao de Sevoflurano no canal Kv1.2 . . . . . .. .. 46

4.3 Comparagao com Resultados de Afinidade do Isoflurano ao Canal NaChBac 53
4.4 Energias Livres de Ligacdo do Anestésico Geral Sevoflurano com o Canal

de Potassio Dependente de Voltagem . . . . . .. . ... ... ... .... 58

5 Interagao Molecular entre Ligantes e Proteinas de Membrana 66

5.1 Teoria e Métodos . . . . . . . . . 67

5.1.1 Sistema Molecular . . . . . .. .. ... o0 67

5.1.2  Constante de Ligagdo . . . . . . . . . . . .. ... . 67

5.1.3 Densidade de Probabilidade do Estado Ligado . . . . . . .. .. .. 70

5.1.4 Calculos de Constante de Ligacao no Contexto da Dinamica Molecular 71

5.1.5  Detalhes Computacionais dos Céalculos de PMF . . . . . . ... .. 72

5.1.6 Constante de Ligacao para Sitios Independentes . . . . . . . . . .. 74

5.1.7 Enmergia Livre de Ligacao . . . . . . . . ... ... ... ... 74

5.1.8 Densidade de Probabilidade Dependentes da Posicao . . . . . . .. 75

5.2 Impacto no Equilibrio das Conformacoes por Interacao com Ligante . . . . 78

5.2.1 Efeito de Multiplos Sitios no Gating do canal Kv1.2 Selvagem . . . 82

6 Conclusao 87

7 Perspectivas e Trabalhos em Andamento 89

7.1 Estados Conformacionais de Canais de Potassio Dependentes de Voltagem 89

7.2 Modos de Interacao de Anestésicos Gerais e suas Afinidades . . . . . . .. 90

Referéncias 92

Anexo 100

I Artigo Cientifico Publicado Durante o Mestrado 101

IT Arquivo de Configuracao para Dinadmica Molecular 122



1.1

1.2

1.3

Lista de Figuras

Representagao da modificacao da diferenga de potencial da membrana du-
rante o potencial de acdo. Nesse processo, ha entrada de fons Na™, por
abertura de canais de s6dio. Assim, ocorre a despolarizacao, de modo que
o meio intracelular é mais positivamente carregado em relagao ao meio ex-
tracelular. Em seguida, canais de potassio se abrem, enquanto os de sédio
se fecham, hd entao saida de fons K+ durante a repolarizacao. O potencial
transmembranico é reestabelecido para valores negativos. . . . . . . . . ..
[lustracao da regiao do poro do canal de potassio dependente de voltagem
Kv1.2. A esquerda visdo superior da proteina de membrana e & direita a
visao lateral desta. A coloragao indica os tipos de residuos, de modo que
verde corresponde aos residuos polares, azul os polares carregados positiva-
mente, vermelho os polares carregados negativamente e branco os apolares.
Nota-se a regiao de inser¢ao na membrana na parte no meio da proteina,
identificada pelo grande niimero de residuos apolares nas hélices. . . . . . .
Esquema da estrutura de uma subunidade do canal i6nico dependente de
voltagem Kv1.2. Topologia com os 6 segmentos transmembranicos. As
primeiras quatro hélices (S1-S4) formam o dominio sensor de voltagem
(VSD, do inglés wvoltage sensor domain), com énfase para a hélice S4 na
qual estao os diversos residuos positivamente carregados, enquanto os dois
ultimos segmentos (S5 e S6) constituem o dominio do poro. Nesse dominio,
pode-se ainda destacar o filtro de seletividade (SF, do inglés selectivity
filter), importante estrutura para distingdo entre os fons que podem ser
conduzidos pelo canal, flanqueado por uma hélice, denominada hélice P.
Entre os dominios, ha uma hélice, o linker S4-S5 que permite o acoplamento

entre 0S MESMOS. . . . . v v v v v e e e e e e e
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1.5

1.6

1.7

1.8

Detalhe da forma de inser¢ao do dominio transmembranico do canal i6nico
Kv1.2 na membrana (sombreado alaranjado). Para simplificar a visualiza-
¢ao, estao apenas representadas duas subunidades do canal. Em destaque

estd o filtro de seletividade ocupado por dois ions, intercalados por molé-

culasde dgua. . . . . ...

Representagao esquematica de conformagoes de canais de potassio. Estao
ilustrados os estados fechado, nao condutor ou inativo, pré-aberto e aberto.
O estado fechado é aquele com o dominio sensor de voltagem (VSD) ina-
tivo e poro fechado, enquanto o estado pré-aberto é aquele com VSD ativo,
no entanto poro fechado. A conformagao aberto é a Unica entre as des-
tacadas que permite propriamente a permeacao ionica. O estado inativo,
nao condutor, especialmente os relacionados com a inativagao tipo C, esta
associado ao bloqueio da passagem no filtro de seletividade, por constri-

¢ao ou alteragdo da geometria das carbonilas que constituem o filtro de

seletividade (SF). . . . . . . . . . o

[lustracao do canal de potassio dependente de voltagem Kv1.2 em suas duas
conformacoes bem definidas e estudadas, a aberta e a fechada. Para facili-
tar a visualizacao, sao representadas apenas duas subunidades frontais, em
laranja e em vermelho. Em azul esta o volume acessivel a agua e aos ions.
Com detalhes estao representados residuos importantes do dominio sensor

de voltagem (VSD), especificamente em vermelho aqueles com negativo e

em azul aqueles carregados positivamente. . . . . . ... ...,

Modelos esquematicos da estrutura molecular de alguns anestésicos gerais,
sendo eles o 1-butanol, sevoflurano, isoflurano e propofol. Em branco estao
representados os atomos de hidrogénio, em ciano os de carbono, em verme-

lho os de oxigénio, em rosa os de flior e, por fim, em verde os atomos de

(A) Conduténcia normalizada do canal i6nico Kv1.2 em funcao da volta-
gem, na auséncia (preto) e na presenca (vermelho) de 1mM de sevoflurano
(N=6). O ajuste dos dados experimentais foi realizado de acordo com com
a funcao de Boltzmann. A normalizacao é feita de acordo com o valor da
condutancia maxima, G,q., antes da exposigao ao anestésico. (B) Razao
entre as condutancias na auséncia e na presenca de sevolfurano de acordo
com a voltagem. O resultado apresentado é dado pela razao entre o valor

de condutancia encontrado antes, Gy, e logo em seguida da exposicao ao

sevoflurano, Ggepo. (Adaptado de [61]). . . . . . . . ... ...
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Curva dose-resposta para a acao de varios anestésicos gerais no canal Kv1.2
selvagem. As linhas pretas continuas sao o resultado dos melhores ajustes
para a equagcao de Hill para os resultados da modulagao por sevoflurano e n-
butanol, visto que foram os casos com ajustes confiaveis dado a magnitude

das diferencas apresentadas entre as conformagoes testadas. (Adaptado de

Relacao dose-resposta para a acao de varios anestésicos gerais no canal
Kv1.2 FRAKT. As linhas pretas continuas sao o resultado dos melhores
ajustes para a equagao de Hill (propofol e n-butanol) e para a equacao de
Hill dupla (sevoflurano, isoflurano e halotano). Em virtude dos resultados

muito pequenos para a modulacao por cloroférmio, nao foi possivel obter

o ajuste para esse conjunto de dados. (Adaptado de [61]) . . . . ... ...

Relacao dose-resposta para a acao do sevoflurano no canal Kv1.2 selvagem
e no Kvl.2 com mutagoes pontuais. As linhas pretas continuas sao o re-

sultado dos melhores ajustes para a equagao de Hill dupla. (Adaptado de

Condutancia dos canais Kvl.2 FRAKT (vermelho) e Kv1.2 G329T (azul)
em funcao da voltagem, em duas condig¢oes distintas, na auséncia de sevo-

flurano (controle) e na presenga de 1mM desse anestésico geral (Adaptado

de [61]). « o oo

Hustracdo do canal de potdssio KShaw-2. A esquerda visdo superior do
canal tetramérico. A direita visdo lateral da mesma proteina de membrana.
E possivel identificar o contorno da regiao da membrana, de tal forma que
as cabecas polares dos lipidios estao ressaltados em vermelho. Em destaque,

na regiao intracelular abaixo da membrana, estd o dominio citoplasmaético,

denominado dominio T1. . . . . . . . . . .

(A) Condutancia dos canais KShaw-2 FRAKT (vermelho) e Kv1.2 G329T
(azul) em fungao da voltagem, em duas condigoes distintas, na auséncia

de sevoflurano (controle) e na presenca de 1mM desse anestésico geral.

(B) Razao entre as condutancias, (Gg;“"), pela voltagem para o K-Shaw?2

(preto) e o KShaw-2 T330G (vermelho) (Adaptado de [61]). . . ... ...
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caso, a corrente, do canal i6nico Kv1.2 sem o dominio T1. A linha continua
¢ o melhor ajuste obtido pela equacgao de Hill de acordo com os dados para
o n-butanol. (B) Relagao entre a concentragdo dos anestésicos gerais e
a resposta, nesse caso, a corrente, do canal idnico Kv1.2 FRAKT sem o
dominio T1. A linha continua é o melhor ajuste obtido pela equacao de
Hill (propofol e n-butanol) ou pela equacao de Hill dupla (sevoflurano,
isoflurano e halotano). (C) Relagao entre a concentragao dos anestésicos
gerais e a resposta, nesse caso, a corrente, do canal i6nico KShaw-2 com e

sem o dominio T1. A linha continua é o melhor ajuste obtido pela equacao

de Hill dupla. (Adaptado de [61]). . . . . . . . . ... ... ... ..

Etapas realizadas para busca do objetivo principal do trabalho. Em ba-
16es estao as estruturas atomisticas utilizadas no trabalho. Nos quadrados

pretos estao os principais softwares usados durante a etapa proposta.

Representagdo do posicionamento de uma molécula se sevoflurano em re-
lacao ao canal i6nico Kv1.2. Os angulos de Euler, ©, ® e ¥, indicam a
configuracao relativa do ligante, enquanto 6 e ¢ caracterizam a forma de

ataque ao canal i0nico, calculados de acordo com trés pontos no ligante e

trés pontos no receptor . . . . . . . ...

Representagao da montagem de um sistema tipico aqui simulado. O canal
ionico dependente de voltagem é inserido em uma membrana de fosfatidil-
colina (, em cinza) e hidratado, sendo a dgua tratada explicitamente pelo

modelo TTP3. Na solugao ha uma concentragao de 150mM de KCI, sendo

22

os fons KT e Cl~ representados por esferas amarelas e azuis, repectivamente. 39

Residuos que compoe o canal idnico Kv1.2, com indicacoes de regides im-
portantes. As hélices compreendem os residuos abaixo dos esquemas indi-

cados. Em rosa estd destacado a glicina 329, a qual ao ser mutada para

treonina confere maior sensibilidade a sevoflurano. . . . . . . . . . . . . ..

Valores de RMSD ao longo do tempo em trajetorias de dindmica molecular
para o canal Kv1.2 selvagem e mutante G329T, nas conformacoes aberta e
fechada. Em preto estd o RMSD dos atomos pesados de toda a proteina de
membrana, em vermelho apenas da cadeia principal, em azul da regiao do
poro e em lilas da regidao do linker entre o segmento S4 e S5. Cada valor
corresponde a média do RMSD calculado para cada uma das subunidades

do canal i6nico, enquanto as barras de erro sao referentes ao desvio padrao

entre as subunidades. . . . . ...
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4.5
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Valores de RMSF para cada residuo em trajetorias de dindmica molecu-
lar para o canal Kv1.2 selvagem, em preto, e mutado, em vermelho, nas
conformacgoes aberta e fechada. Marcagoes em azul indicam os residuos
componentes das principais hélices do sistema e a seta em lilas aponta para
o residuo 329, alvo de uma mutagao pontual de glicina para treonina.

(A) Visao lateral do canal i6nico Kv1.2, na qual os blobs coloridos represen-
tam as nuvens de solugoes encontradas por docking molecular em que o nu-
mero indica o sitio correspondente. As cores representam as quatro regioes
com maior nimero de solugoes, sendo elas o sensor de voltagem (preto), o

linker S4-S5 (azul claro), o filtro de seletividade (lilas) e a cavidade central

46

(ocre). (B) Visao aproximada na regiao do filtro de seletividade e extracelular. 47

Em barras pretas esta o niimero de solugoes de docking molecular encontra-
das para cada sitio definido da proteina de membrana. As solugoes foram
obtidas por docking do sevoflurano contra o canal ibnico selvagem na con-
formagao aberta. Em vermelho é a curva de solugoes totais acumuladas
pelos sitios de ligagao. . . . . . . ...
Em barras pretas estd o niimero de solugoes de docking molecular encontra-
das para cada sitio definido da proteina de membrana. As solugoes foram
obtidas por docking do sevoflurano contra o canal i6nico Kv1.2 selvagem na
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Capitulo 1
Introducao

Processos fisiologicos complexos, como contragao muscular, batimentos cardiacos e trans-
missao de impulsos nervosos, dependem de fenémenos biologicos elétricos. Esses eventos se
baseiam na excitabilidade celular e mudanca de voltagem pela membrana para sinalizacao
neuronal e secregio celular, por exemplo. Por conseguinte, em escala atémico/molecular,
os canais i6nicos apresentam papel central nas caracteristicas elétricas celulares, visto que

agem de maneira concertada na mediagao da passagem de fons pela membrana.[46, 69, 21]

1.1 Gradiente Ionico e Potenciais Elétricos

As membranas sdo componentes essenciais, tanto em células procariotas quanto eucari-
otas. Tais membranas separam fisicamente o meio intracelular do meio extracelular, de
tal forma que constituem uma barreira semipermeavel. A sua seletividade é baseada nas
propriedades quimicas ou fisicas dos compostos. Por sua natureza hidrofébica, impede a
difusao de macromoléculas, ions e outros pequenos compostos carregados ou polares, como
aminoacidos, ATP, e glicose, ndao obstante permite a livre travessia de gases e pequenas
moléculas apolares, como etanol e gas oxigénio. Assim, ocorre a movimentacao livre de
moléculas apolares na membrana, como hormonios esterodides, tanto influxo quanto efluxo,
de modo que o movimento total resultante depende do gradiente de concentracao, sem
a necessidade de uma molécula intermediaria para possibilitar a passagem. Ja a difusao
simples de solutos hidrofilicos é um processo endergonico, visto a remocao de sua camada
de hidratacao. Entao, essa separagao permite a formacgao de gradientes quimicos e elétri-
cos pela bicamada fosfolipidica, no entanto, como é necessaria a passagem de moléculas
e ions essenciais para a manutencao da célula e de seu potencial de repouso, podem ser
encontradas diversas proteinas de membrana reguladoras do fluxo desses compostos. [60]

Nesse sentido, canais i0nicos controlam a passagem seletiva de fons como Na™, KT,

Ca** e Cl~ de acordo com seu gradiente. Contudo, também podem ser encontradas



bombas que promovem o transporte dos solutos contra o gradiente eletroquimico. Essas
estruturas proteicas sao importantes para a manutencao do potencial de membrana, ou

potencial de repouso. [60, 73]

1.1.1 Potencial de Repouso

A bicamada lipidica possui a caracteristica notavel de constituir um dielétrico entre os
meios, de forma que impede a passagem de cargas através de sua estrutura quando hé
voltagem em sua regido, colaborando para a formacao de um gradiente elétrico. Entao,
ocorre a formacao de um potencial em suas proximidades. Os ions, portanto, sofrem a
acao de duas forcas distintas, uma pelo potencial quimico, dada diferenca de concentra-
¢do, e outra pela diferenca de carga liquida entre os dois meios. Quando o gradiente
quimico e elétrico se igualam em magnitude, é dito que ha equilibrio eletroquimico dessa
espécie i0nica. Assim a passagem seletiva de ions pela membrana por meio da abertura e
fechamento de canais especificos possibilita a formacao do potencial de membrana.

Como o potassio é o ion de contribuicao dominante para o potencial de membrana na
maior parte das células, pode-se focar em sua dinamica a fim de facilitar o entendimento
do mecanismo por tras do potencial de repouso. Ao considerar uma alta concentracao de
potéassio no meio intracelular e uma concentragdo menor no meio extracelular, juntamente
com ions cloro, de tal forma que em ambos os meios nao ha diferenca de voltagem, ha um
gradiente quimico de potassio favorecendo seu fluxo para o meio extracelular. Assume-se
também que nesta membrana sé existem canais seletivos a potassio. Por conseguinte, os
ions de potassio passam para o meio externo, contribuindo para um aumento de cargas
positivas extracelulares. Assim essa separacao de cargas gera um gradiente elétrico, ou
seja, um campo elétrico. Esse movimento cessa quando o gradiente quimico do potassio
se iguala a seu gradiente elétrico. O meio intracelular, entdo, possui um carater negativo
em relagao ao meio extracelular no equilibrio eletroquimico do potéssio.

A alta concentracao de potassio é estabelecida principalmente pelas bombas de sédio-
potassio. Sao removidos, assim, dois ions potassio do meio extracelular para o intracelular
e transportados trés fons sédio do meio intracelular para o meio extracelular em cada ciclo
de atividade dessa proteina de membrana, de modo que o meio intracelular é decrescido
de uma carga positiva. Os canais de potassio denominados leak channels estao constitu-
tivamente abertos e sdo diretamente relacionados ao potencial de repouso por aumento
da permeabilidade da membrana para esse ion especifico.

O potencial de equilibrio (V,,) do potédssio para um neurénio tipico ¢ de aproximada-
mente —90mV, ou seja, nessa voltagem os gradientes quimico e elétrico se igualam em

magnitude. Cada fon possui seu potencial de equilibrio para o gradiente de concentracao



determinado. Esse potencial de equilibrio pode ser estimado pela Equacao de Nernest,

T |X
Veq:R—ln[ ]eaztra

2F [Xinta (1.1)

em que R é a constante dos gases, 8,314.J - K~ - mol™!, T é a temperatura do sistema
em Kelvin, z ¢ a valéncia do ion, F' é a constante de Faraday, 96, 486C - mol~!, enquanto
[Xextra € [X]intra denotam as concentragoes do fon em questdo nos meio extracelular e
intracelular respectivamente.

Geralmente o potencial de repouso das células é de aproximadamente —70mV’, logo
nenhum dos tipos ibnicos estao em equilibrio eletroquimico. Esse potencial de repouso
¢ dado pela contribuicdo conjunta de diferentes ions quando ha mais de um tipo de
canal seletivo aberto. Nessa situacao, a influéncia de cada tipo i6nico nao é determinada
apenas por suas concentracoes relativas, como também pela permeabilidade desses fons,
assim relacionada a abertura dos seus respectivos canais. O potencial de repouso para
multiplos fons pode ser calculado pela equacao de Goldman baseado nas concentracoes e

permeabilidades dos cations e anions relevantes para o sistema

_ ﬂ ant PCat : [Cat]eztra + ZAn 'PAn : [An]intra

E,, n
F ( ant PCat ' [Cat]intra + EAn PAn ' [An]eztra

(1.2)

na qual pcas € pan 80 as permeabilidades dos cations e dos dnions respectivamente, as-
sim como [Cat] e [An] se referem as concentragoes dos cétions e dos anions, nos meios
extracelular ou intracelular de acordo com os subscritos extra e intra. A equacao de
Goldman permite nao s6 a melhor compreensao do potencial de repouso de membrana,
como também o potencial de acdo. O potencial de repouso é muito importante para o fun-
cionamentoi normal dos canais dependentes de voltagem, os quais no potencial de repouso
estao preparados para o gatilho do potencial de acao. Além disso, o transporte ativo se-
cundario esta relacionado com o gradiente eletroquimico do potencial de membrana, por
exemplo na absorcao de glicose contra seu gradiente a partir da energia liberada pela

movimentagao de duas moléculas de sédio para dentro da célula.

1.1.2 Potencial de Acao

Como visto pela equacao de Goldman, Equagao 1.2, o potencial de membrana sofre grande
influéncia da permeabilidade dos fons. Caso a permeabilidade do ion sbédio seja aumen-
tada e a do potassio diminuida, por exemplo, o potencial se aproxima do potencial de
equilibrio do sédio, consequentemente a regiao intracelular se torna mais positiva em re-
lagao a extracelular. Por abertura de canais de sddio, ha influxo de ions sédio tanto em

favor do gradiente elétrico quanto quimico, essa alteracao do potencial para valores po-



sitivos é denominado despolarizacdo. Em contraste, quando a célula esta despolarizada,
o aumento de permeabilidade dos ions de potéssio leva ao efluxo de potassio, essa perda
de cargas positivas é denominada hiperpolarizacao. Pode-se dividir, para fins didaticos,
as células em dois grupos, as nao excitaveis e as excitaveis. As nao excitaveis, apds a
modificacao do potencial por aplicacao de corrente, retornam diretamente para o valor de
repouso ao término do estimulo, enquanto que em células excitaveis, caso o estimulo seja
suficientemente grande, hd um resposta conspicua denominada potencial de agao. Entre
as células excitaveis estao as musculares e neuronais. Em células excitaveis variagdes no
potencial de membrana sao utilizadas para passagem de sinais através da célula, assim hé
a transmissao de impulsos nervosos. A geragao e passagem da sinalizagao elétrica ocorre
por modulacdo da distribuicao de cargas através da membrana, de forma que ha uma
grande despolarizacao da membrana, seguida por hiperpolarizacao até, por fim, o retorno
ao potencial de repouso. [47, 24]

Pela técnica denominada wvoltage clamp, nos experimentos classicos com axonios de
lulas gigantes de Hodgkin e Huxley, foram percebidas variagdes nas condutancias de sodio
e potassio associadas com alteragoes do potencial de membrana por aplicacao de estimu-
los elétricos, essas observagoes permitiram um grande avango na area de eletrofisiologia.
Foi notado que apdés disparo do potencial de acao ha grande influxo de ions sédio na
despolarizacao, seguido por efluxo de ions potassio. Nesse contexto, a hipétese corrente
era da presenca de canais que permitiam a passagem seletiva de ions e mais tarde seria
estudada com mais detalhe e creditada por experimentos utilizando farmacos e uma nova
metodologia denominada patch clamp. [84] Essa técnica criada por Erwin Neher e Bert
Sakmann permite obter medidas elétricas em uma regiao muito pequena da membrana
contendo um ou poucos canais ionicos, de forma que foi possivel aferir um valor de fluxo de
10000 ions por segundo em apenas um canal iénico. Foi descoberto entao que as proteinas
de membrana envolvidas no potencial de acao respondiam as variagoes no potencial de
membrana. No inicio da despolarizagao, quando a voltagem fica cada vez mais préxima a
valores positivos e assim ultrapassa o limiar de excitagao, os canais de sédio dependentes
de voltagem abrem-se rapidamente, de tal forma a permitir uma grande entrada de sédio
na célula. Nesse sentido, o potencial seria mantido préximo ao potencial do sédio, todavia
ocorre inativagao dos canais de s6dio dependentes de voltagem, assim como abertura dos
canais de potassio dependentes de voltagem, logo ndo ha manutencao da despolarizacao
por tempo indeterminado. O potencial entao é transitoriamente hiperpolarizado e enfim

retorna para o potencial de repouso da membrana (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Representacao da modificacao da diferenca de potencial da membrana durante
o potencial de acao. Nesse processo, ha entrada de fons Na™, por abertura de canais de
sodio. Assim, ocorre a despolarizacdo, de modo que o meio intracelular é mais positi-
vamente carregado em relacao ao meio extracelular. Em seguida, canais de potassio se
abrem, enquanto os de sodio se fecham, hé entao saida de fons K+ durante a repolarizacio.
O potencial transmembranico é reestabelecido para valores negativos.

1.2 Canais Ionicos

Os canais i6nicos sdo proteinas integrais de membrana, distinguidas por sua seletividade
e capacidade de abertura e fechamento de seu poro (Figura 1.2). Quando abertos, esses
canais podem permitir a passagem de milhares de fons. As mudancas conformacionais,
essenciais ao gating, podem ocorrer em resposta a alteragoes no potencial da membrana
(voltagem), a um neurotransmissor, a uma molécula, a variagdo de temperatura, ao esti-
ramento da membrana, ou as modificagoes pds-traducionais como fosforilagoes. [94, 64, 4]

Em especial, os canais ionicos dependentes de voltagem permitem o fluxo seletivo de
fons, como o Nat, Kt e Ca®t, através da membrana devido a mudancas do potencial
elétrico transmembréanico. Essas proteinas sdo responsaveis pela geracao e propagacao de
potenciais de acao em neuronios e podem ser encontrados em diferentes tecidos biolégicos,
desde tecido nervoso e muscular a tecido hematopoiético.[46] Assim sendo, estao associa-
dos a uma miriade de doencgas como arritmias cardiacas, ataxias, miastenias congénitas,
epilepsia, sindrome de Brugada, decorrentes de mutagoes nos genes de diversos canais
i6nicos.[59, 90]

Os canais cationicos dependentes de voltagem podem ser subdivididos em quatro clas-
ses essencialmente: Nav (seletivos a Na™), Cav (seletivos a Ca®T), Kv (seletivos a KT) e
HCN (cationicos nao seletivos). Com o avanco das técnicas genémicas e biofisicas, melhor
se conhece a estrutura dessas proteinas de membrana.[91] Diversos canais idénicos possuem

estruturas resolvidas, portanto é possivel estudar a nivel atdomico os mecanismos de fun-



Figura 1.2: Tlustracao da regiao do poro do canal de potassio dependente de voltagem
Kv1.2. A coloragao indica os tipos de residuos, de modo que verde corresponde aos
residuos polares, azul os polares carregados positivamente, vermelho os polares carregados
negativamente e branco os apolares. Nota-se a regiao de inser¢ao na membrana na parte
no meio da proteina, identificada pelo grande ntimero de residuos apolares nas hélices.

cionamento dessas proteinas. Quanto a estrutura, essas proteinas de membrana podem
ser tetraméricas, ou seja, formadas por quatro subunidades, ou pseudo-tetraméricas, uma
Unica proteina composta por quatro repeticoes. Cada subunidade pode ser dividida em
6 segmentos distintos, S1-S6, (Figura 1.3 e Figura 1.4). Os segmentos helicoidais S1-S4
sao transmenbranicos e constituem um dominio modulador da abertura e fechamento do
poro do canal em resposta a alteragoes no potencial de membrana, denominado dominio
sensivel a voltagem, do inglés voltage sensor domain (VSD).[19, 107] A hélice S4 contém
o motivo sensor de voltagem.[18; 85, 91] As hélices S5 e S6 compoe o poro, denominadas
entdo de dominio central do poro. Vale destacar o filtro de seletividade (SF, do inglés
selectivity filter), o qual se encontra entre as hélices S5 e S6 e é responsével pela sele¢ao
dos fons que passam pelo canal.[29] Pela estrutura tnica do filtro sdo discriminados fons
para passagem seletiva de apenas um tipo i6nico, todavia essa mesma construcao permite
a passagem rapida da corrente por coordenacao das carbonilas em geometria octaédrica de
modo a mimetizar a camada de solvatagao de seu tipo ionico correspondente. No entanto,
diferentes canais podem possuir taxas distintas de permeacao. Na regiao mais intrace-
lular, abaixo do filtro de seletividade, a cavidade central é estruturada principalmente
por diversos residuos hidrofébicos. O dominio citoplasmatico, T1, é muito conservado na

familia dos Kvs. Esse dominio se encontra na regiao amino terminal da primeira hélice



transmembranica.[91]

Em canais idnicos pode ocorrer um fluxo de 107 fons por segundo, de modo que apro-
ximadamente dez canais de potéassio constantemente abertos poderiam extinguir os ions
de potéassio em uma célula em um segundo. Portanto os canais idnicos podem sofrer
processos auto-regulatérios, alterando a permeacao de fons de acordo com modifica¢oes
conformacionais.[46] Eles podem ser encontrados em trés estados principais: repouso,
inativado e ativado (Figura 1.5). Apenas no estado ativado o canal estd em plena confor-
macao de permeacao do soluto. Os estados inativados e em repouso nao conduzem ions,
todavia podem apresentar eventos raros de baixa condutincia.[91] Quando o poro esta
fechado e o canal encontra-se em repouso, ha uma constri¢ao e residuos hidrofébicos do
gate hidrofobico se aproximam, assim o caminho para a passagem do ion é desidratado,
impedindo a permeacao.

A condutancia do canal i6nico como apresentada em gréaficos de condutancia-voltagem

em estudos por eletrofisiologia depende essencialmente de trés fatores principais
G(V)=N-P(V)-vy (1.3)

sendo eles o nimero de canais funcionais expressos na membrana N, a probabilidade de
abertura dependente da voltagem aplicada P,(V') e a conduténcia unitaria do canal i6nico
~. A partir de uma certa voltagem a condutancia atinge seu valor maximo e, assim, nao
ha crescimento continuo da condutancia. O maior valor de condutancia é denominado
condutancia maxima.

Guaz = N - PJ"% -y (1.4)

A condutancia maxima nao depende da voltagem, influenciada principalmente pela pro-
babilidade de abertura maxima, P)"*.

Entre os canais cationicos, o canal Kv1.2 é um canal de potassio dependente de vol-
tagem, muito importante para os estudos atuais de eletrofisiologia. Sua estrutura foi
determinada em alta resolu¢do por MacKinnon et al em 2005 [63] e foi a primeira estru-
tura de canal dependente de voltagem de mamifero a ser resolvida (Figura 1.13). O gene
associado a esse canal é denominado Kcna2 e é expresso principalmente em diferentes
regioes do axonio de neurdnios cerebrais. Esse canal auxilia na regulagao do limiar de
excitacao para disparo e propagacao de potenciais de acao, bem como a repolarizacao.
Por tudo isso e visto experimentos que envolvem a sensibilidade desse canal i6nico por

anestésicos gerais, ele constitui um dos importantes alvos para estudo de anestesia.



Figura 1.3: Esquema da estrutura de uma subunidade do canal idnico dependente de
voltagem Kv1.2. Topologia com os 6 segmentos transmembranicos. As primeiras quatro
hélices (S1-S4) formam o dominio sensor de voltagem (VSD, do inglés wvoltage sensor
domain), com énfase para a hélice S4 na qual estdo os diversos residuos positivamente
carregados, enquanto os dois ultimos segmentos (S5 e S6) constituem o dominio do poro.
Nesse dominio, pode-se ainda destacar o filtro de seletividade (SF, do inglés selectivity
filter), importante estrutura para distingdo entre os fons que podem ser conduzidos pelo
canal, flanqueado por uma hélice, denominada hélice P. Entre os dominios, ha uma hélice,
o linker S4-S5, que permite o acoplamento entre os mesmos.



Figura 1.4: Esquema da estrutura de uma subunidade do canal iénico dependente de
voltagem Kv1.2. Topologia com os 6 segmentos transmembranicos. As primeiras quatro
hélices (S1-S4) formam o dominio sensor de voltagem (VSD, do inglés wvoltage sensor
domain), com énfase para a hélice S4 na qual estdo os diversos residuos positivamente
carregados, enquanto os dois tltimos segmentos (S5 e S6) constituem o dominio do poro.
Nesse dominio, pode-se ainda destacar o filtro de seletividade (SF, do inglés selectivity
filter), importante estrutura para distingdo entre os fons que podem ser conduzidos pelo
canal. Entre os dominios, ha uma hélice, o linker S4-S5, que permite o acoplamento entre
0S Mesmos.
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Figura 1.5: Representacao esquematica de conformagoes de canais de potassio. Estao
ilustrados os estados fechado, ndo condutor ou inativo, pré-aberto e aberto. O estado fe-
chado é aquele com o dominio sensor de voltagem (VSD) inativo e poro fechado, enquanto
o estado pré-aberto é aquele com VSD ativo, no entanto poro fechado. A conformagao
aberto é a tnica entre as destacadas que permite propriamente a permeacgao idnica. O
estado inativo, nao condutor, especialmente os relacionados com a inativacao tipo C, esta
associado ao bloqueio da passagem no filtro de seletividade, por constricao ou alteracao
da geometria das carbonilas que constituem o filtro de seletividade (SF).

Kv1.2
Fechado

)

Figura 1.6: Ilustracao do canal de potéassio dependente de voltagem Kv1.2 em suas duas
conformacoes bem definidas e estudadas, a aberta e a fechada. Para facilitar a visualiza-
¢ao, sao representadas apenas duas subunidades frontais, em laranja e em vermelho. Em
azul estd o volume acessivel a agua e aos ions. Com detalhes estao representados residuos
importantes do dominio sensor de voltagem (VSD), especificamente em vermelho aqueles
com negativo e em azul aqueles carregados positivamente.
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1.3 Anestésicos

H& mais de 165 anos anestésicos gerais tém sido amplamente utilizados em procedimentos
cirargicos. Todavia os detalhes moleculares do seu mecanismo anestésico permanecem
desconhecidos.[104] Sdo moléculas capazes de deprimir o sistema nervoso central e, assim,
induzir perda de consciéncia, amnésia, relaxamento muscular e analgesia quando adminis-
tradas em doses adequadas. Ademais, os primeiros sintomas e a recuperacao dos efeitos
anestésicos ocorrem de maneira relativamente rapida. Conforme a administracao, podem
ser divididos em duas classes principais, os inalaveis e os injetaveis. Enquanto os anes-
tésicos inalaveis sdo utilizados majoritariamente para manutencao do estado de anestesia
geral, os injetaveis sao aplicados mais comumente para induzir a anestesia. Em geral,
¢ administrada uma combinacao de anestésicos inaldveis e injetaveis em procedimentos
médicos. Comuns exemplos de anestésicos inalaveis estdao os volateis como isoflurano,
sevoflurano, halotano e desflurano. Ha também os gases anestésicos, como o xenénio e o
6xido nitroso.

Nao ha nenhum grupo quimico especifico requerido para a execucao da atividade
anestésica. Existe, entao, uma grande diversidade fisico-quimica entre os anestésicos,
sendo mais reconhecidos pelos efeitos fisiolégicos induzidos (Figura 1.7). Em especial,
os anestésicos volateis sdo pequenas moléculas hidrofébicas, apolares, sendo possivel seu
cruzamento da barreira hematoencefalica. Além disso, boa parte dessas moléculas sao
halogenadas, ou seja, possuem elementos do grupo dos halogénios como flior, cloro, iodo
e bromo.

Sabe-se que anestésicos influenciam a agao de canais idnicos e que a complexidade do
estado de anestesia é consistente com a multiplicidade de alvos moleculares para modu-
lacao por essas moléculas. No entanto ha duas hipoteses principais sobre como ocorre a
modulagdo por essas moléculas. Uma delas discorre sobre a influéncia dos agentes anes-
tésicos lipofilicos sobre as membranas bioldgicas [87], de modo que o efeito anestésico
decorre de modificagbes do volume da bicamada lipidica pela interacdo com o ligante.
Na correlacdo de Overton-Meyer é preconizado que a potenciacdo do efeito anestésico é
proporcional ao seu coeficiente de particdo para a membrana. Logo, quanto maior a afini-
dade do ligante por solventes hidrofébicos, como o azeite, do que no meio aquoso, maior
o efeito anestésico. Por conseguinte, podem ocorrer alteracoes nas propriedades fisicas da
membrana, de forma que hé expansao da membrana e, assim, aumento de pressao lateral,
além de modificacao de sua fluidez, de forma que podem influenciar consideravelmente
as proteinas de membrana. [33, 70, 20, 41, 72] Um dos problemas dessa hipdtese é deno-
minado efeito cut off, logo ha um limite para o tamanho da cadeia alifatica, a partir do
qual ndo ha mais agao efetiva do anestésico. [35, 1] Alids, estudos com proteinas soluveis,

como a luciferase de vaga-lumes, ou na auséncia de membrana mostram uma modulagao
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Figura 1.7: Modelos esquematicos da estrutura molecular de alguns anestésicos gerais,
sendo eles o 1-butanol, sevoflurano, isoflurano e propofol. Em branco estao representados
os atomos de hidrogénio, em ciano os de carbono, em vermelho os de oxigénio, em rosa
os de flaor e, por fim, em verde os atomos de cloro.

da cinética enzimética em diferentes concentragoes de anestésicos. [34, 89] Experimen-
tos posteriores mostraram ainda que efeitos semelhantes ao de disordem da membrana
induzidos por anestésicos poderiam ser obtidos por modificagoes de temperatura. [28] Es-
tudos com compostos quirais, como isoflurano, mostram uma maior potencia anestésica
para um determinado enantidomero, ainda que o coeficiente de particao para a membrana
seja 0 mesmo para os dois, porquanto é indicada uma preferéncia para um alvo molecular
de reconhecimento mais especifico. [36] Quantitativamente, a hipdtese lipidica é invidvel
para concentragoes clinicamente relevantes de anestésicos volateis, visto que nessas con-

centragoes as alteragoes na membrana sdo muito pequenas. [31] Por esses motivos foi
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desenvolvida uma vertente alternativa. A hipotese de ligagao a sitios proteicos, ainda que
influenciada pela particao das moléculas lipofilicas pela membrana plasmatica, envolve
a interacao dos agentes anestésicos em cavidades especificas de proteinas de membrana.
Nao obstante é improvavel que apenas poucas familias de canais i6nicos sejam os tnicos
alvos de moléculas anestésicas. [37, 89, 22, 106]

A promiscuidade das moléculas anestésicas ocasiona uma série de efeitos indesejaveis.
Sabe-se que elas podem interagir em alvos nos sistema respiratério e cardiovascular [98], de
tal forma a estar relacionada com redugao da taxa de filtracao glomerular [15] e problemas
de colapso pulmonar [30], por exemplo. Outro grande problema possivel, mas raro, é o
de necrose hepética, causado principalmente por halotano. [13]

Ainda nao se sabe com precisdo qual é a lista completa dos alvos moleculares de
anestésicos, todavia diversos experimentos in vivo e in vitro indicam que receptores iono-
tropicos como os receptores GABA e NMDA, assim como canais de potédssio K2P, como
TREK-1 e TASK-1, possuem potenciais sitios de ligacdao. [37] A sensibilidade a doses
clinicamente relevantes de anestésicos ja foi descrita em diversos canais i6nicos, como nos
canais K2P, TREK e TASK [45, 78, 79|, muito expressos no sistema nervoso central, no
canal procarioto seletivo a sédio NaChBac [77] e no canal K-Shaw?2 [14]. Ainda que a afi-
nidade pelos canais sensiveis a voltagem seja menor do que pelos receptores ionotropicos
ou pelos canais de potassio K2P, os primeiros sao relevantes por participarem nos meca-
nismos de potenciais de agao e também da liberagdo de neurotransmissores. [32] Além
disso, foram demonstrados consideraveis efeitos seletivos dos anestésicos inaldveis nesses
canais dependentes de voltagem. [44, 62, 11, 9] Diversos estudos mostram a suscetibili-
dade de modulacao dos canais idnicos das familias Kv e Nav.[51, 58, 48] Nestes, foram
apontadas potencializacao e inibi¢do quando apresentados a diferentes tipos de farmacos.
Tais alteragoes no funcionamento desses canais geram a descontinuidade da liberagao de
neurotransmissores na fibra pos-sindptica, consequentemente impedindo a transmissao do
impulso nervoso. Diversos experimentos visam a elucidagao desses processos. Resultados
de mutacoes sitio dirigidas apontam alguns aminoacidos dos segmentos helicoidais do do-
minio transmembranico como os responsaveis pela sensitividade a uma séries de moléculas
anestésicas. [48, 5] Outros estudos mostram a difusdo de anestésicos pela membrana e
sua ligacao em cavidades especificas dos canais, modulando o gating.[8, 38] Essas recen-
tes descobertas corroboram a hipétese central da regulacao do funcionamento dos canais

ionicos por ligacao direta de anestésicos.

1.3.1 Sevoflurano

O sevoflurano é um anestésico geral volatil e halogenado. Possui um total de sete a&tomos

de flior (Figura 1.7). Atualmente ¢ um dos anestésicos gerais mais utilizados, frequente-
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mente usado em procedimentos cirirgicos de criancas pelo seu cheiro adocicado e baixa
irritacao de mucosas na aplicagdo. Produzido sinteticamente, nao ¢ inflaméavel e vem
sendo estudado desde aproximadamente 1975. Possui acao rapida e potente.[101]

Em experimentos in vitro, canais de sédio dependentes de voltagem na presenca de
concentragoes clinicas de sevoflurano foram inibidos, de tal forma que houve alteracao
na condutancia, estando o canal inativo em voltagens mais negativas. Por outro lado, os
canais de potassio dependentes de voltagem em condigoes semelhantes foram modulados
positivamente, com modifica¢ées na condutancia méaxima, além de abertura em voltagens

mais positivas.

1.3.2 Modulacao do Canal de Potassio Dependente de Voltagem

Kv1.2 por Sevoflurano

Visto a importancia do canal Kv1.2 em tecidos neurais e evidéncia de modulagdo por
anestésicos gerais, foram realizados estudos in vitro desse canal na presenca de moléculas
de diferentes anestésicos gerais pelo grupo de pesquisa do Dr. Manuel Covarrubias, com
énfase na modulagdo por sevoflurano [61]. Nesse contexto, foram comparadas as condu-
tancias do canal Kv1.2 com as do canal dependente de voltagem de Drosophila K-Shaw?2,
na presenca e na auséncia do dominio citoplasmatico T'1, assim como realizadas mutacoes,
a fim de investigar a importancia dos diferentes aminoacidos na interagao entre os agentes
anestésicos e o canal.[62]

Em solucao com 1mM de sevoflurano, familias de canais de Kv1.2 tiveram modificagoes
na condutancia (Figura 1.8). E possivel notar uma translacio da curva de condutancia-
voltagem para esquerda e aumento da condutancia maxima. De tal forma que o valor
de Vi 2, voltagem no qual metade das canais estao na conformacao aberta e metade na
fechada, é alterado em aproximadamente —4mV . Ainda, nessas condigoes, a condutan-
cia méxima é aumentada em até 13%. Ao comparar a razao entre as condutancias do
canal na presenca e auséncia de sevoflurano percebe-se um valor aumentado em —30mV'.
Nessa voltagem, a condutancia da proteina com sevoflurano é mais de duas vezes maior.
Em voltagens mais positivas a potenciagao é mantida, no entanto em menor magnitude.
Portanto, assim como ha um aumento na condutancia maxima, como aumento da proba-
bilidade de abertura em voltagens mais negativas.

De forma analoga, foram investigados os efeitos do isoflurano, halotano, clorofér-
mio, propofol e n-butanol ainda no canal Kv1.2, em uma voltagem estipulada de 60mV
(Figura 1.9). O canal apresentou potencia¢do para sevoflurano e isoflurano, em con-
traste foi inibido por halotano, cloroférmio, propofol e n-butanol. Por analise da relagao

concentragao-resposta, isoflurano ja esta em sua potenciagdo maxima em concentracoes
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Figura 1.8: (A) Condutéancia normalizada do canal iénico Kv1.2 em fungao da voltagem,
na auséncia (preto) e na presenca (vermelho) de 1mM de sevoflurano (N=6). O ajuste
dos dados experimentais foi realizado de acordo com com a func¢ao de Boltzmann. A
normalizacao é feita de acordo com o valor da condutancia maxima, G,,.., antes da
exposi¢ao ao anestésico. (B) Razao entre as conduténcias na auséncia e na presenga de
sevolfurano de acordo com a voltagem. O resultado apresentado é dado pela razao entre o

valor de conduténcia encontrado antes, Gy, e logo em seguida da exposicao ao sevoflurano,
Gsevo- (Adaptado de [61]).

proximas a 0, ImM | enquanto o sevoflurano apresenta saturacao apenas ap6s ImM. Tanto
o sevoflurano quanto o isoflurano apresentaram correntes maximas muito proximas nas
condigoes impostas. Ja para os inibidores, em altas concentracoes o n-butanol exibiu o
maior decaimento na corrente, seguido pelo cloroférmio. Para os outros anestésicos, tam-
bém houve declinio da corrente de maneira mais branda do que o n-butanol, no entanto
em concentragoes menores de anestésico. Em comparacao com trabalhos anteriores [11],
a potenciagao do canal K-Shaw2 por sevoflurano é consideravelmente maior do que a do
Kv1.2, assim foram investigadas as diferencas nos residuos que compoes a regiao do linker
que conecta o dominio do poro ao sensor de voltagem. [10]

Em particular, foram investigados quatorze residuos entre as posi¢oes 317 e 330 no
canal K-Shaw2 e seus correspondentes no canal Kv1.2. Foram encontradas nessa regiao
seis substituigoes criticas. Por conseguinte, foram feitas mutacoes de tal forma que o
canal Kv1.2 tivesse a sequéncia do linker semelhante & do K-Shaw2, com excecdo de uma
substituicao letal. Esse canal Kv1.2 mutante foi denominado Kv1.2-FRAKT quimera. Di-
ferentemente do Kv1.2 selvagem, o Kv1.2 FRAKT é potencializado néo s6 por sevoflurano
e isoflurano, como também por halotano, cloroférmio e propofol. Contudo, assim como no
selvagem, o n-butanol continua tendo efeito inibidor em altas concentragoes(Figura 1.10).

Nesse contexto, o propofol é mais potente, com modulacao em menores concentragoes. No
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Figura 1.9: Curva dose-resposta para a acao de varios anestésicos gerais no canal Kv1.2
selvagem. As linhas pretas continuas sao o resultado dos melhores ajustes para a equagao
de Hill para os resultados da modulagdo por sevoflurano e n-butanol, visto que foram
os casos com ajustes confiaveis dado a magnitude das diferencas apresentadas entre as
conformacoes testadas. (Adaptado de [61]).

entanto o sevoflurano é mais eficiente, de modo ao canal mutante apresentar as maiores
correntes sob interacdo com esse anestésico. Ha diferentes comportamentos da modulagao
do canal de acordo com a concentracao do anestésico. Em concentragoes mais baixas a
potenciagao é gradual e se intensifica com o aumento da concentragdo. Ao analisar esse
perfil, podem ser consideradas duas classes de sitios independentes, uma com alta afini-
dade e sem cooperatividade, com coeficiente de Hill ny ~ 1, e outra com baixa afinidade,
mas altamente cooperativa, ny > 1.

Nesse trabalho [61], cada substitui¢ao foi ainda testada individualmente com o pro-
pésito de localizar a mutagdo pontual responsavel pelo aumento da sensibilidade (Fi-
gura 1.11). Foi descoberto que a mutagao G329T recupera o comportamento apresentado
pelo canal Kvl.2 FRAKT (Figura 1.12). Conquanto, tanto o canal G329T quanto o
FRAKT modificam a relagdo condutancia voltagem, de tal forma que o Kv1.2 mutante
passa a apresentar comportamento de crescimento gradual da condutancia, em contraste
com o rapido aumento da condutancia com o crescimento da voltagem no canal selvagem.
Portanto, é indicado que a mutacao G329T modifica o gating, de modo que aparentemente
essa alteracao na abertura do canal estd associada ao mecanismo de acdo do anestésico.

De forma andloga a mutacao G329T no Kv1.2, consonante a sequéncia do canal K-
Shaw?2, foi também realizada a mutacao inversa, de forma a modificar a treonina na

posi¢ao 330 do canal K-Shaw?2 para glicina. Contudo, diferentemente da mutacao G329T,
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Figura 1.10: Relacao dose-resposta para a agdo de varios anestésicos gerais no canal Kv1.2
FRAKT. As linhas pretas continuas sao o resultado dos melhores ajustes para a equagao
de Hill (propofol e n-butanol) e para a equagao de Hill dupla (sevoflurano, isoflurano e
halotano). Em virtude dos resultados muito pequenos para a modulagao por cloroférmio,
nao foi possivel obter o ajuste para esse conjunto de dados. (Adaptado de [61]) .
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Figura 1.11: Relacao dose-resposta para a acao do sevoflurano no canal Kv1.2 selvagem e
no Kv1.2 com mutagdes pontuais. As linhas pretas continuas sao o resultado dos melhores
ajustes para a equagao de Hill dupla. (Adaptado de [61]).

o K-Shaw2 T330G nao apresentou alteracao significativa na condutancia de acordo com a

voltagem (Figura 1.14), ao passo que houve a interagao com sevoflurano continua aumen-
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Figura 1.12: Conduténcia dos canais Kv1.2 FRAKT (vermelho) e Kv1.2 G329T (azul) em
funcao da voltagem, em duas condigoes distintas, na auséncia de sevoflurano (controle) e
na presenca de 1mM desse anestésico geral (Adaptado de [61]).

tando a condutancia maxima, mas nao mais transladando a curva condutancia-voltagem
para a esquerda. Pode-se supor, visto esse cenario, que a modulacdo por sevoflurano
ocorre de duas formas distintas. Uma delas dependente de um residuo especifico no lin-
ker, associada ao controle de abertura dependente de voltagem e outra independente dessa
regiao, relacionada ao aumento do G ,q;-

Além dos resultados previamente citados [61], foram realizados experimentos para
verificar o papel do dominio T1, um dominio citoplasmatico, na modulacao desses canais
de potassio por sevoflurano. Pode-se concluir que o T1 é essencial para a modulacao do
canal K-Shaw2, como ja havia sido demonstrado na literatura [102, 25|, ndo obstante o
efeito do sevoflurano nos canais Kv1.2 selvagem e Kv1.2 FRAKT parece ser independente
desse dominio (Figura 1.15). Enquanto o canal K-Shaw2 sem o dominio T1, na presenga
de sevoflurano, ndo apresentou alteracoes na corrente, houve potenciacao consideravel do
canal Kv1.2 nas mesmas condigoes.

Consideraveis avangos no entendimento dos efeitos clinicos oriundos do uso de anesté-
sicos permitiram a consolidagao da hipétese central de que a agao dessas moléculas ocorre
através de interagdes com proteinas de membrana, via sitios de ligacao, ao invés de agir
diretamente nos lipidos da membrana celular.[32, 12] A fim de investigar essa intricada
interacao atomica entre o anestésico e o canal idnico para o entendimento do mecanismo
de modulagao envolvido, sao necessarias informagoes estruturais e dindmicas. Para isso, é
pertinente a utilizacdo de simulagoes de dinamica molecular no estudo das isoformas dos

canais i0nicos, sensiveis e insensiveis a anestésicos gerais. Os resultados experimentais
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Figura 1.13: Tlustracdo do canal de potédssio KShaw-2. A esquerda visdo superior do
canal tetramérico. A direita visdo lateral da mesma proteina de membrana. E possivel
identificar o contorno da regiao da membrana, de tal forma que as cabegas polares dos
lipidios estao ressaltados em vermelho. Em destaque, na regiao intracelular abaixo da
membrana, estd o dominio citoplasmatico, denominado dominio T1.
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Figura 1.14: (A) Condutéancia dos canais KShaw-2 FRAKT (vermelho) e Kv1.2 G329T
(azul) em fungao da voltagem, em duas condigdes distintas, na auséncia de sevoflurano
(controle) e na presenga de 1mM desse anestésico geral. (B) Razao entre as conduténcias,
(Gg—eo”“’), pela voltagem para o K-Shaw?2 (preto) e o KShaw-2 T330G (vermelho) (Adaptado
de [61]).
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Figura 1.15: (A) Relagao entre a concentragao dos anestésicos gerais e a resposta, nesse
caso, a corrente, do canal i6nico Kv1.2 sem o dominio T1. A linha continua é o melhor
ajuste obtido pela equagao de Hill de acordo com os dados para o n-butanol. (B) Relagao
entre a concentracao dos anestésicos gerais e a resposta, nesse caso, a corrente, do canal
ionico Kv1.2 FRAKT sem o dominio T1. A linha continua é o melhor ajuste obtido pela
equagao de Hill (propofol e n-butanol) ou pela equagao de Hill dupla (sevoflurano, isoflu-
rano e halotano). (C) Relagdo entre a concentragdo dos anestésicos gerais e a resposta,
nesse caso, a corrente, do canal idnico KShaw-2 com e sem o dominio T1. A linha continua
é o melhor ajuste obtido pela equagao de Hill dupla. (Adaptado de [61]).

anteriormente descritos foram de grande importancia para o desenho correto dos sistemas
a serem simulados.

Procura-se, portanto, testar a hipétese de que a complexa modulacao dos canais i6nicos
dependentes de voltagem por anestésicos pode ocorrer por ligacao a multiplos sitios com
distintas constantes de ligacao. Além disso, foram avaliados dois possiveis mecanismos de
alteracao do funcionamento do canal, um alostérico, por estabilizacao de um dos estados
do canal, outro por bloqueio do fluxo i6nico, via alteragoes no filtro de seletividade. Por
meio desta abordagem, foram explorados os possiveis sitios e quantificadas as constantes
de ligagao efetivas de anestésicos gerais em sitios putativos de canais ionicos por diferentes
metodologias. Para tanto, foram testadas a ligacdo do sevoflurano, um anestésico volatil,
em sitios distintos de dois sistemas principais, o canal Kv1.2 selvagem e o canal Kv1.2
G329T, um canal de potassio dependente de voltagem com mutagdo pontual em um

residuo no segmento S5 que confere maior sensibilidade do canal a esse anestésico.
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Capitulo 2

Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Este estudo visa investigar os detalhes moleculares da regulagao de canais de potassio
dependentes de voltagem por sevoflurano, a partir de técnicas de modelagem molecular e

de simulac¢oes atomisticas de dindmica molecular.

2.2 Etapas

Para este fim, as seguintes metas foram propostas (Figura 2.1):

1. Realizacao de simulacoes atomisticas dos canais Kv1.2 e Kv1.2 G329T inseridos em

membrana fosfolipidica e solvatados explicitamente;

2. Busca de sitios putativos de ligacao, por docking molecular, de anestésicos gerais as

estruturas dos canais;

3. Realizagao de simulacoes atomisticas dos canais Kv1.2 e Kv1.2 G329T complexados

com sevoflurano;
4. Calculos de energia livre de ligacao de sevoflurano aos canais Kv1.2 e Kv1.2 G329T;

5. Investigacao de alteracoes na probabilidade de mudanca de estados conformacionais

de canais ionicos ocasionadas dada interacao com moléculas anestésicas;
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Figura 2.1: Etapas realizadas para busca do objetivo principal do trabalho. Em baloes

estao as estruturas atomisticas utilizadas no trabalho.
principais softwares usados durante a etapa proposta.
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Capitulo 3
Metodologia

Para investigar a interacao entre ligantes e receptores é possivel utilizar metodologias
distintas. Frente a atual disponibilidade de estruturas cristalograficas de alta resolugao
por difragao de raios X de canais cationicos dependentes de voltagem e o crescente poder
computacional, este trabalho aborda os mecanismos de anestesia por utilizacao de técni-
cas computacionais, como simulagoes de dindmica em nivel atémico/molecular, calculos
de energia livre e docking molecular, no entanto a luz de resultados obtidos por eletrofi-
siologia e dados farmacologicos. Dessa forma, nesse capitulo serao expostos os conceitos
fundamentais relacionados as metodologias utilizadas.

O uso de técnicas computacionais permite estudar sistemas bioldgicos em resolugoes
diferentes do que aquelas convencionalmente usados em experimentos de bancada e em
condicoes extremas, como baixissimas temperaturas, proximas a 0K, ou altas pressoes.
Além disso, as simulagoes computacionais permitem o controle de diversos parametros e
o ajuste preciso das condigoes iniciais e finais do experimento.

Nesse trabalho, pela resolucao escolhida, foram utilizadas simulacoes de dindmica
molecular em associacao com célculos de energia livre. A escolha das metodologias em-
pregadas foi pautada pela busca da melhor acuracia, no entanto dentro da limitacdo com-
putacional e temporal encontrada, portanto houve um balango entre eficiéncia e rigor nos
métodos utilizados. Os resultados obtidos, em conjunto com modelo teérico desenvolvido
a partir das densidades de probabilidades de ligagao, foram essenciais para a tentativa
de reconstituir o comportamento da condutancia do canal Kv1.2 em fun¢ao da voltagem

aplicada na presenca do anestésico sevoflurano.

3.1 Simulacoes de Dinamica Molecular

Para todas as metas aqui definidas, métodos tedricos em simulac¢oes de dindmica molecular

serao utilizados. No método, trajetorias atomisticas ao longo do tempo foram geradas
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para um numero finito de atomos, via integracao das equacoes classicas de movimento,
regidas pelas interagoes interatomicas do sistema estudado. Em cada passo de tempo é
calculada a forga resultante para cada particula de acordo com suas interagoes e, assim,
é acompanhada a evolucao temporal no espago de fase do sistema, segundo as leis de
Newton.

Um dos principais intuitos da obtencao de trajetérias de dindmica é o calculo de
propriedades médias do sistema. Para tanto, uma das teorias centrais é a teoria da
ergodicidade que trata da correspondéncia entre as médias temporais de uma trajetoria
e as médias por todo o espago de fase. Assim, para um sistema ergddico as propriedades
médias do sistema sao calculadas como médias temporais para trajetérias suficientemente
longas

limy_int P(t) = (P) (3.1)

na qual P ¢ qualquer propriedade do sistema, P(t) ¢ a média temporal dessa propriedade,

enquanto (P) é a média termodindmica da mesma.

3.1.1 Energia Potencial e Campos de Forca

Um dos pontos criticos para acuracia da dindmica molecular é a escolha da funcao de ener-
gia potencial. A complexidade da fungao potencial deve ser elaborada o suficiente para
producao resultados precisos, no entanto sem requerer recursos computacionais exorbitan-
tes. A energia potencial U(r") é dependente da posi¢io 7 de cada uma das N particulas
que compoe o sistema. Para a definicdo das interacoes intra e intermoleculares do sis-
tema sao ainda considerados os parametros moleculares obtidos por sofisticados calculos
quanticos, ab initio, mas que também podem ser derivados de trabalhos experimentais. O
conjunto de parametros moleculares e o funcional da energia potencial compoe o campo
de forga. [66] Atualmente existe uma miriade de campos de forga disponiveis. Para di-
namica molecular de biomoléculas os campos de forga mais comuns sdo o AMBER [103],
CHARMM [66] e 0o GROMOS [86]. Para as trajetérias de dindmica molecular realizadas
foi escolhido o campo de forca CHARMMS36 por ja ter sido utilizado anteriormente em
simulac¢do semelhantes. [26, 54]

Por uma descricao geral e simplificada, a funcao da energia potencial pode ser definida
como U = Ejigacao + Fanguio + Fdiedro + Ecoutomb + Evaw €, entao, dividia em dois conjuntos,
um contendo os termos de interagoes ligadas e o outro com os termos de interagoes nao

ligadas.

1. Termos ligados = correspondem a contribuicao local referente a ligacao quimica
do tipo covalente entre os atomos. Na dindmica molecular nao ocorre quebra ou

formacao de ligagoes covalentes, assim nao ha um termo relacionado a esses eventos.
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Para adtomos ligados hé contribuigao das energias Ejigacao; Eanguios Pdiedro € Eimproprio-
As constantes de forga e valores de equilibrio presentes a seguir dependem dos tipos

quimicos dos atomos envolvidos nas ligacoes.

(a) Eligacao = Y. kr(r — 19)%: potencial harménico relacionado ao estiramento das
ligacoes covalentes entre os pares de atomos, k, é a constante de forca da ligacao

e 1o € a distancia de equilibrio.

(D) Eanguo = S ke(6 — )% energia potencial associado & tor¢ao do angulo 6
definido entre trés atomos ligados. Os termos kg e 0y correspondem a constante

de forga angular e ao angulo de equilibrio, respectivamente.

(¢) Eaiedro = X ka[l + cos(nw — wp)]: energia potencial assumida como periddica
e relacionada a tor¢do do angulo diedral w formado pelos planos delimitados
por quatro atomos ligados em que wy é valor de angulo diedral de equilibrio,
também denominado fase, n a periodicidade e k4 a constante de forca diedral

ou barreira torsional.

(d) Eimproprio = 3. k(10 — 19)?: energia potencial utilizada para manutengao da
quiralidade e planaridade, proveniente da tor¢ao dos angulos diedrais v para
o grupo de quatro atomos. v e k; corresponde ao angulo de equilibrio e a

constante de forca, respectivamente.

2. Termos nao ligados = associados a contribuicao referente apenas a dependéncia da

distancia entre dois atomos. Esse grupo é composto pelas interacao Eeouioms € Fuodw

(a) Ecoulomb = > %: energia potencial referente a Lei de Coulomb. E relacionada
ij

a interacao entre um par de atomos de acordo com suas cargas elétricas, ¢; e

gj, enquanto € ¢ a constante dielétrica do meio e 7;; ¢ a distancia entre as

particulas.

(b) Eyaw = Y €[(2)" —2(2)%]: energia potencial decorrente da interacdo de van
der Waals, modelada pelo potencial de Lennard-Jones 6-12. Essa interacao
pode ser considerada como uma das mais importantes para a estabilidade de
macromoléculas biolégicas. Para distancia r muito pequenas ocorre uma forte
repulsao entre o par de particulas, todavia para distancias onde o corresponde
a distancia de equilibrio, ponto minimo do potencial, a atracao é maxima. Ja
o parametro € ¢ o valor minimo para o potencia de van der Waals para esse

par de particulas.

Em adicao a esses termos, podem ainda existir uma contribuicao adicional, como

acontece no campo de forca CHARMM, denominado Urey-Bradley Eyey—Bradiey-
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1. Eurey—Bradiey = 2 ku(r — ro)z: potencial harmonicos semelhante a energia potencial
de ligacao, no entanto esta é advinda do distanciamento r entre um par de atomos
separados por duas ligagoes covalentes. k, é a contante de forca e ry é a distancia

de equilibrio.

3.1.2 Condicoes Periédicas de Contorno

Ao gerar trajetorias de dinamica se quer evitar ao maximo artefatos, assim sao necessarios
diversos tratamentos para alcancar a maxima acuracia possivel. Os sistemas bioldgicos
modelados para as simulagoes usualmente sao constituidos por um nimero finito de par-
ticulas, normalmente na ordem de 10* e 10°. Nessa condicdo, uma parte consideravel dos
atomos estao dispostos nas bordas do sistema, podendo ocorrer efeitos de contorno. Com
o propésito de minimizar esse efeito, sdo adotadas as condigoes periddicas de contorno
(PBC, Periodic Boundary Conditions). Nessa técnica, o sistema é replicado em todos os
eixos, de tal forma que todas as faces da caixa de simulacao sdo limites para uma outra
réplica do sistema. Assim, quando um adtomo atravessa a fronteira da caixa ele se desloca
para uma nova imagem do sistema. No entanto, como essa outra imagem ¢é uma réplica
exata do sistema, é como se o atomo retornasse a caixa original pela face oposta. Visto
essa identidade entre as réplicas, so é necessaria a representacao de uma caixa na dinamica
com a ado¢dao da uma imagem minima para o tratamento das interacoes interatomicas.
Entao, as interagoes entre as particulas sao computadas de acordo com a distancia minima
entre elas, ou seja, consoante as imagens mais préximas por subtracao da dimensao da
caixa. Contudo, o carater pseudo-infinito desse procedimento demanda o estabelecimento
de um raio de corte para os calculos de interacgoes intermoleculares, de modo que esse raio
deve ser menor que metade do tamanho da caixa, a fim de que nao haja interagdes de

uma particula com sua propria imagem.

3.1.3 Tratamento das Interacoes

Em cada passo da dinamica molecular sao calculadas as energias potenciais para cada
atomo do sistema de acordo com todas as suas interagdes com os outros componentes.
Esse é um dos passo de maior demanda dado o grande ntimero de atomos presentes no
sistema. Por conseguinte, para contabilizar os termos ligados sao considerados apenas
os atomos vizinhos, com uma distancia de até duas ligagoes covalentes. No entanto,
para os termos nao ligados é preciso estipular uma distancia limitrofe. Assim, para os
4tomos com uma distancia menor que geralmente um cut-off de 10A a 15A, é calculado o
potencial de Lennard-Jones. O potencial de Lennard-Jones tende a zero para distancias

muito grandes, visto o seu fraco poder atrativo, contudo esse corte de potencial, se de
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maneira abrupta, pode produzir artefatos numéricos relacionados a conservagao de energia
do sistema. Pode-se entao utilizar uma func¢ao denominada switching function para, de
maneira mais suave e continua, levar a funcao gradativamente a um valor nulo em um
intervalo de distancia.

As interagoes de Coulomb, diferentemente das de Lennard-Jones, nao descem tao
rapidamente a um valor nulo com o aumento da distancia. Ha um diferente tratamento,
entao, para o potencial eletrostatico. Esse potencial ¢ é decomposto em dois termos
principais. O primeiro termo, ¢+, para interagoes de curto alcance, é calculado de forma
explicita pela equacao de Coulomb, considerando as particulas vizinhas e suas distancias.
Ja o termo ¢yong0, para interagoes de longo alcance, sao aplicadas diferentes técnicas para
sua estimagao mais acurada. Para a simulacao de proteinas, as somas de Ewald podem ser
utilizadas. Com a adogao de sistemas periddicos, o método PME (Particle Mesh Fwald)

é amplamente aplicado. Assim o potencial eletrostatico pode ser definido como
2
Z (bcurto(rj - Ti) + Z (blongolp (k>| (32)
ij k

de modo que ¢,,,,, ¢ a transformada de Fourier do potencial e |p (k)[* ¢ a densidade de
cargas, ou seja, a quantidade de cargas elétricas por unidade de volume. Essa diferenciacao
nos espacos de avaliagdo de cada componente permite uma convergéncia mais rapida dos

tempos que compoe o potencial eletrostatico.

3.1.4 Equacgoes de Movimento

A partir da informagdo da energia potencial do sistema U (?N ) é possivel obter sua

trajetoria pela integracao das equagoes de Newton para cada particula ¢ como

2 Tlt)
mid — F. (1)

AU(TY)
Fi(t) = TAT()

(3.3)

no qual, m; é a massa atomica e ?Z é a forca em 7 em funcao do tempo. Para a devida in-
tegracao numérica podem ser usados diferentes integradores, entre eles estao os algoritmos
de Euler, Verlet e Leap-frog por exemplo. O algoritmo de Verlet [100], o primeiro e um
dos mais simples integradores, depende principalmente do conhecimento de trés termos,
a Posicao 71(25) e a forca Fl(t) no tempo atual ¢, assim como a posicao da particula 7 no

passo anterior 7z(t — dt). De forma que a posigdo no préximo passo de tempo ¢ + 0t por
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expansao de Taylor é

Tt + 6t) = 275(t) — T4(t — 0t) + ?;f)at? + O(6t%) (3.4)

assim o erro associado ao método é da ordem de O(dt*). A velocidade, imprescindivel
para o célculo da energia cinética K (?) e da energia total do sistema £ = H (?N N ),

é calculada por
T (t+ 6t) — 7 (t — 6t)
20t

com erro associado de O(dt?). O passo de integragao escolhido, ou o intervalo de tempo &t

Tt +0t) = + 0582 (3.5)

entre dois frames da simulagao, deve ser suficientemente pequeno para permitir a conser-
vacao da energia total do sistema, além de amostrar o evento mais rapido no deslocamento
das particulas. No entanto, caso o valor seja exageradamente infinitesimal, ha um custo
computacional exacerbado para a propagacao do movimento. Por outro lado, passos de
integracao muito largos podem gerar instabilidades no sistema. Por conseguinte, é fre-
quentemente escolhido um passo de integracio de 2 femtosegundos (107%5s), visto que

corresponde a frequéncia de vibragdo dos dtomos da molécula de dgua. [39]

3.1.5 Simulacoes a Temperatura e Pressao Constantes

No ensemble microcanonico, por padrao, nimero de particulas, volume e energia (NVE)
sao conservados ao longo da trajetoria de simulacao. Contudo, nesse esquema, tempera-
tura e pressao podem variar para valores extremos. Para sistemas biologicos é interessante
a possibilidade de obter trajetorias com temperatura e pressao constantes e com valores
definidos. Esse tipo de ensemble, com aplicacdo de termostatos e barostatos para manu-
tencao e controle de temperatura e pressao, é denominado NPT e estd mais proximo as
condicoes experimentais.

Para manter a temperatura controlada podem ser usadas diferentes técnicas, como o
termostato de Andersen, de Berendsen, Nosé-Hoover e Langevin, pela aplicacao de esque-
mas distintos como a redefinicao periddica e aleatoria das velocidades atémicas de acordo
com a distribui¢ao de Maxwell-Boltzmann.[3] Ou entdo a introdugdo de uma varidvel extra
nas equacoes de dinamica, graus de liberdade nao fisicos, ou ainda aplicacoes aleatérias
de forgas. [75, 49]

Pela utilizacao do termostato de Langevin é possivel obter um ensemble NVT cano-
nico de forma efetiva e relativamente simples. Por meio dessa técnica é mimetizado o

acoplamento do sistema em um banho térmico por alteragao nas equacoes de propagacao
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do movimento de cada uma das particulas, assim

/

7/7 I )
m;
?;:?i—W?H‘ﬁi

(3.6)
de forma que v é o coeficiente de friccdo da acordo com a viscosidade do meio e ﬁz é
relacionada a aplicagdo de uma forga aleatéria de acordo com as colisoes das particu-
las, porquanto é considerado que ao ocorrer movimentagao das grandes particulas e as
pequenas particulas sao empurradas, ha dificuldade de movimentacao por friccao.

Por essa formulagdo o controle decorre ora de um acréscimo no momento pelo fator
ﬁ, uma forca restauradora, ora diminui¢ao pelo termo dissipador 'y?i. Valores para a
forca aleatéria obedecem uma distribuicdo gaussiana centrada em 0 com variancia unitaria

escalonada por
2kgT~ym
At

no qual kp é a constante de Boltzmann, T a temperatura desejada, m a massa da particula

(3.7)

e At o passo de integragao aplicado na simulacao.

Para controle e manutencao da pressao do sistema pode ser utilizado um método seme-
lhante ao descrito para o termostato de Langevin. Nesse caso, é adicionado uma variavel
as equacoes de movimento relacionada a uma compressao ou expansao aplicados por um
pistao acoplado ao sistema. Pode assim ser alterado o volume da caixa de simulagao para

ajuste de acordo com a pressao escolhida de modo que

— /
o= iy Pep

D ¥l

L AV(P(t) = Pa) + — S 20 o,
p. = dV (P(t) t)Jer;mi vppe + Rp

(3.8)

no qual a aceleracao da particula depende nao apenas da aceleragdo provocada pelas
interacoes par a par, como também esta associada ao momento linear e a massa do pistao
acoplado ao sistema, p. e W. A forga aplicada pelo pistao é influenciada pelo volume do
sistema V', a pressdo externa aplicada P,.; e a pressdo instantdnea P(t), enquanto D é o

nimero de dimensoes do sistema e N o ntimero de graus de liberdade.[68]

3.1.6 RMSD e RMSF no tempo

Para analise de modifica¢oes na estrutura dos canais ao longo da simulacao e consequente-

mente diagnostico da qualidade da trajetoria obtida podem ser usadas diversas medidas.
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A medida de RMSD (Root Mean Square Deviation) no tempo foi calculada para estudo
da estabilidade de estruturas proteicas e convergéncia da simulagao. Ela é computada de
tal forma a comparar a estrutura inicial do canal i6nico com a estrutura no frame dese-
jado, definindo uma medida de distancia entre as estruturas. A selecao dos a&tomos para o
calculo, para este trabalho, compreende apenas os atomos pesados, ou seja, a exce¢ao dos
atomos de hidrogénio da proteina de todo o canal ou sele¢oes de alguns atomos de regides
bem conhecidas dessas proteinas de membrana. Apds a superimposicao das estruturas a

serem comparadas é solucionada a equagao

RMSD(V, W) = Jiinvi — w|? (3.9)

para dois conjuntos de n pontos, sendo um conjunto para a estrutura o e outro para a
estrutura .

Com a finalidade de também obter uma melhor representagao quantitativa da flutuacao
da estrutura e analisar os diferentes comportamentos do canal quando mutado, o que
pode interferir na interagdo com o ligante, foi calculado o RMSF (Root Mean Square
Fluctuation, assim foi avaliada o desvio das posigdes em relagiao a posicao média adotada
pelo canal i6nico ao longo de toda a trajetéria de simulacao para todos os T frames

gerados por dinamica molecular, assim

RMSF = | = (x(t;) — T)? (3.10)

no qual ¢; corresponde ao frame que esta sendo analisado, z;(¢;) a posi¢ao da particula i
no instante ¢; e 7; a média no tempo das posicoes da particula em questao.

Para ambos os célculos, a superimposicao foi realizada de acordo com sele¢bes que
envolvem os atomos de nitrogénio, carbono e oxigénio da cadeia principal. Além disso,
os atomos escolhidos estavam restritos aos pertencentes as hélices do dominio transmem-
branico, de modo que regioes nao bem estruturadas nao foram consideradas para a supe-

rimposicao.

3.2 Docking Molecular

E notério que diferentes drogas, pequenos ligantes, podem apresentar promiscuidade,
ainda que o desejado seja a interagao com apenas proteinas de interesse. Porquanto
diferentes proteinas muito possivelmente apresentam uma série de cavidades, as quais

podem nao ter uma diversidade tao grande entre si. [88] Dessa forma, como primeiro passo
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para a investigacao da complexacao anestésico-ligante, pode-se examinar em quais regices
da proteina h& maior probabilidade de ancoragem. Uma das metodologias mais acuradas
para tal pesquisa sao as simulagao de dindmica molecular denominadas simulacoes de
flooding. [99] Nesse caso, hé a introdugao de varias moléculas de ligante, de acordo com
concentracao de interesse, na solugdo a qual a proteina esta inserida de maneira que os
ligantes sao livres para se ligar ou difundir espontaneamente pelo meio. No entanto,
ainda que simples do ponto de vista de preparo para a simulacao, essa técnica é muito
dispendiosa computacionalmente, por requerer longo, por vezes impraticavel, tempo de
trajetoria e amostragem da flutuacao da estrutura ligantes, assim como do receptor, de tal
forma a observar eventos de ligacao e dissociagao do sitio de interagao e obter uma correta
amostragem. [74] Por outro lado, uma grande vantagem da técnica é permitir acompanhar
o caminho de acesso a cavidade em detalhes, bem como a influéncia de outras moléculas
do ligante e, até mesmo, a interagao concomitante de um ou mais ligantes ao mesmo sitio
de interacao.

O docking molecular, assim como o flooding, fornece dados qualitativos relevantes
sobre o modo de interacao do ligante a proteina de interesse, quando nao ha a estrutura
do complexo em bancos de dados. Contudo, a metodologia de docking é significativamente
mais rapida, barata e pode ser utilizada para um niimero maior de receptores em um tempo
computacional menor do que uma dindmica molecular tdo extensiva como as simulacoes
de flooding. Com o intuito de investigar interagdes nao covalentes do ligante de interesse
com diferentes regides de um receptor, o docking molecular é frequentemente usado, com
uma diversidade de diferentes softwares disponiveis como FlexAID [40], AutoDock Vina
[96] ¢ FlexX [82].

De modo geral, pela metodologia do docking sdo geradas diferentes poses e orientagoes
do ligante em relagao a proteina por algoritmos de amostragem que sao diferenciados de
acordo com o software. Em seguida as diferentes solugoes obtidas sao classificadas de
acordo com uma scoring function que fornece uma medida do quao favoravel é o modo de
ligacao encontrado. Boa parte das scoring functions sdo baseadas em campos de forca,
com conceitos fisicos, no entanto essas func¢ées podem ser obtidas por ajuste a um banco
de dados por exemplo.

O AutoDock Vina foi concebido em 2009 e foi completamente reestruturado em relagao
aos programas AutoDock anteriores, de tal modo que inicialmente nao era batizado de
AutoDock. Possui a grande vantagem de ser paralelizavel, assim é mais eficiente compu-
tacionalmente que seus antecessores. Versoes anteriores do AutoDock, como o AutoDock
4, [71] utilizam outros algoritmos de busca, entre eles o algoritmo genético lamarquiano
(lamarckian genetic algorithm) para a procura da melhor posigdo, orientagdo e rotacao

do ligante. O AutoDock Vina, para encontrar o melhor modo de ligacao, emprega uma

31



técnica estocastica denominada Local Search global optimizer. Nessa técnica sao repeti-
dos diversos passos que envolvem mutacao e otimizacao local, de modo que o resultado
encontrado é aceito conforme o critério de Metropolis.

Como scoring function, o Vina inova ao combinar fungdes empiricas com fungoes
knowledge-based de modo que a pontuacgao para uma determinada pose S é dado propor-

cional a um fator ¢ correspondente as interagoes intermoleculares

Cc

§=
1 + riot

(3.11)

de modo que N,,; é o nimero de torgcoes entre os atomos pesados e w é peso associado a

esse termo. As interacoes intermoleculares sao entdo computadas de acordo com

c=Y—0,0356e"@/%D* _ 0 00516e~ [(di; — 3)/2]* + 0,84k — 0,0351h — 0, 587b
1<j

(3.12)

no qual d;; ¢ a distancia entre as superficies
dij = rij — Ry, — Rtj (3.13)

sendo 7;; a distancia entre os centros dos dtomos 7 e j, enquanto R; é o raio de van der
Waals do tipo atomico em questao t. Os trés primeiros termos dessa equacgao, Equa-
¢ao 3.12, correspondem ao somatoério do choque estérico, inclusive o que possui o fator
k relacionado a repulsao, enquanto os dois ultimos termos estao associados as interacoes
hidrofébicas e as ligagdes de hidrogénio. Os valores de k, h e b também dependem das
distancias de modo que

b d%, se dij < OA

0, se dij > OA

1, se dij < 0, 5A
h= (3.14)

0, se dij > 1,5A

, sedy < —0,7A

1
h—
0, sed; >0A

no qual, caso o valor de d;; nao esteja no intervalo estipulado, hd uma interpolacao linear
entre os nimeros definidos. Pode-se notar que nessa defini¢ao de scoring function nao sao
considerados termos correspondentes a contribuicao eletrostatica, assim como a entropia
é incluida de maneira mais simplista no numero de tor¢oes N.

Ao considerar apenas uma conformacao do receptor pode ser um empecilho para a

descoberta das cavidades mais favoraveis a interacao com o canal i6nico, porquanto a
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flexibilidade do receptor e as flutuagoes das cadeiras laterais podem expor ou esconder
possiveis sitios de ligacao. Logo, foram realizados célculos sempre com estruturas vindas
da dindmica molecular das proteinas de membrana previamente equilibradas, de forma

que foram escolhidas sempre 120 estruturas aleatoérias e distintas em 6ns de simulacgao.

3.2.1 Clusterizacao das Solucoes

Dada a miriade possiveis complexos advindos dos célculos de docking molecular, ¢ ne-
cessario organizacao e classificacao dos modos de ligacdo que se encontram em regiodes
proximas na proteina. Inicialmente sao agrupadas nuvens de solugoes as quais se encon-
tram proximas no espago. Em seguida, as nuvens encontradas sao agrupadas de acordo
com os contatos com o receptor. O contato é definido quando o atomo de uma solugao
estd a uma distancia menor que a definida pelo cut off de um atomo do receptor, é, en-
tao, encontrado o residuo ao qual esse atomo do receptor pertence e assim é armazenada
a informacgoes de quais residuos da proteina estao proximos da solucdo. Pela lista dos
residuos proximos a nuvem sao avaliadas quais nuvens pertencem a mesma classificacao
de sitio. Dessa forma, a definicdo pelos contatos é muito ttil devido a simetria da dos
canais ionicos, portanto um sitio esta presente em cada uma das subunidades por possuir
os mesmos residuos constituintes. Contudo, solug¢oes para um mesmo sitio podem nao
ser encontradas em todas as subunidades dada a flutuacao estrutural, ndo estando o sitio

disponivel para ser ocupado em uma dada conformagao.

3.3 Estimativa de Afinidade de Ligacao

Visto que as energias dadas pelo docking podem nao ser as mais acuradas, foram utiliza-
das outras metodologias para analisar a energia livre de ligagao a partir do conhecimento
dos melhores sitios de ligacao fornecido pelas solugdes do AutoDock Vina. Além disso, é
conhecido que essa técnica pode apresentar solucoes falsamente positivas, por conseguinte
a importancia da realizagdo de mais um passo para certificar a afinidade do ligante pela
regiao da proteina. Uma das técnicas mais rigorosas para estimar afinidades é o método de
Free Energy Perturbation (FEP), no entanto demanda muito recurso computacional. Nao
tao dispendioso, o método Linear Interaction Energy (LIE) nao precisa amostrar os esta-
dos intermediarios nao fisicos, todavia ainda necessita de uma amostragem consideravel

dos estados ligado e nao ligado do complexo.
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3.3.1 Linear Interaction Energy (LIE)

O método semi-empirico LIE foi criado em 1994 para predi¢ao de afinidades por simulacoes
de dindmica molecular.[7] Em suma, é baseado na aproximagao de resposta linear, de modo
que héd uma aproximacao linear das contribui¢oes das energias livres polares e apolares
de acordo com suas médias da dindmica molecular. Uma de suas vantagens é considerar
apenas os estados fisicamente relevantes, ou seja, os estados do ligante livre em solucao
e complexado no sitio de interesse da proteina. Assim, a energia de ligagao AGjigeeao €
uma soma ponderada da diferenca da média do potencial elétrico do ligante complexado
(AVElet)complexo em relagao a média do potencial elétrico do ligante em solugao aquosa
(AVFleey, o com a diferenga da média do potencial de interagao de van der Waals do
ligante complexado (AV“dW>Compl€m em relagao a média do potencial de interacao de van

der Waals do ligante em solugio aquosa (AVYW), ..

AGjligagéxo - a(<vvdw>complexo - <VvdW>égua) + /6(<Velet>complexo - <V€let>égua) + Y (315>

os parametros empiricos « e [ pesam os fatores das energias de van der Waals e das
interacoes eletrostaticas do ligante, enquanto o pardmetro v é um termo de energia livre
relacionado a solvatacdo. A notacao (...), aqui, representa as médias nos ensembles. Para
o calculo completo pelo LIE, sao assim necessarias duas simulagoes distintas de dinamica
molecular, uma com o ligante livre em solucao e outra na cavidade correspondente da
proteina.

Os potenciais de interacao nao ligados V(}) sao fungoes da configuracao microscopica
do sistema, de modo que é possivel o cdlculo direto das médias (VW) e (Veet) das

trajetorias de dindmica molecular de cada um dos estados de referéncia do ligante, assim
V(X) = Vap(X) = Va(X) = Vp(X) (3.16)

com VA(?) e VB()_g) associados a contribuicao do ligante e do ambiente na energia total
do sistema Vyp(X).
Na formulacao original, nao é utilizado o parametro . Alids, inicialmente o pardmetro

B era sempre igual a meio, de forma que
1
AGligag'a?o = §AvElet + OZAVUdW (317)

A variacdo de valores de (8 para melhor predicao de medidas pode ser encontrada em
diversos trabalhos posteriores. Valores inferiores a % para esse parametro foram apresen-
tados em decorréncia do nimero de grupos -OH, visto o potencial de formacao de ligacao

de hidrogénio por esses grupos com solventes polares.[67, 43] Outros estudos, também
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utilizaram valores diferenciados para melhor ajuste aos dados experimentais.[108, 16, 58]
O parametro o também apresenta variagao de valores, por vezes definido em consonancia
as caracteristicas do ligante como volume e tamanho de sua cadeia. [6] Quando o seu valor
é ajustado conforme energia-livre de ligagao experimental, « igual a 0, 18 esta associado
nao somente as interagdes de van der Waals, como também a outras contribui¢oes depen-
dentes do tamanho, como o efeito hidrofébico e a entropia translacional e rotacional de
pequenos ligantes. [2, 17] O ajuste dos parametros a, 5 e vy ainda que de suma importan-
cia para estimar as energias livres absolutas de ligagao no método LIE, é, todavia, menos
critico para andalise comparativa de energias livres relativas do ligante em multiplos sitios.
Para melhor amostragem do espaco de fase do ligante no determinado sitio, podem ser
utilizados vieses (bias), a fim de manter a molécula no estado ligado. Assim, o Hamiltoni-
ano perturbado do sistema H *(?, r)=H (?) + h(r) depende ainda da distancia entre o
ligante e a cavidade de ligacao, de modo que H(X') é o Hamiltoniano original do sistema,
e h(r) = &(r — r*)? é o potencial externo que mantém o ligante suficientemente préximo
ao sitio com uma constante de forca k. Nesse esquema, as médias termodinamicas dos

potenciais (V') sem viés foram calculadas pela Equacao 3.16 de acordo com

(V) = =50 (3.18)

no qual (...)x corresponde a média do ensemble pela distribuicao de probabilidades envi-
esadas como gerada pela simulacao de dindmica molecular perturbada.

A constante de equilibrio calculada por esse método pode, de modo independente,
considerar as perdas entropicas relacionadas com a ligagao do anestésico ao ser calculada

Ccomo
A,UAW 7BAGligagéo
5 (&

K =~

(3.19)

8T
no qual Aw e Awv sao as liberdades de translagdo e rotagao do ligante na cavidade. [65, 92,
105] Por uma aproximagao quase-harmonica, as medidas Aw e Av foram estimadas pelas
flutuagdes nos angulos de Euler (0, ® e ¥, Figura 3.1) e pelas flutuagoes do ligante no
sitio, respectivamente. [92] A fim de obter a energia livre absoluta a partir da constante

de ligacao, pode ser utilizada a seguinte relagao

ACO _ In[K - Y

o 3.20
ligacao kB .T ( )

no qual C? é a concentracao padrao de 1 M.
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Figura 3.1: Representagdo do posicionamento de uma molécula se sevoflurano em relagao
ao canal ionico Kv1.2. Os angulos de Euler, ©, ® e ¥, indicam a configuracao relativa
do ligante, enquanto 0 e ¢ caracterizam a forma de ataque ao canal idnico, calculados de
acordo com trés pontos no ligante e trés pontos no receptor .

3.3.2 Free Energy Perturbation (FEP)

O método de Free Energy Perturbation é baseado na mecanica estatistica e estd centrado

na equacao de Zwanzig

SFa_p = —kgTin{exp|—B(Hp(7,P) — Ha(7, 7)))a (3.21)

no qual kg é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, HA(7, ?) e HB(7, ?) S20 08
Hamiltonianos dos estados A e B respectivamente. E importante notar que (...)a denota
a média do ensemble por todas as configuragoes representativas do estado inicial A. Um
dos problemas para o calculo correto ocorre quando nao ha uma boa sobreposicao entre os
estados de tal modo que a simulagao pelo espaco de um estado nao consegue amostragem
suficiente do outro estado. Dessa forma, é realizada estratificagdo, por conseguinte sao
adicionados estados intermediarios de maior sobreposicao entre os estados iniciais e finais
de interesse, nao necessariamente estados fisicos. Para tal objetivo, é utilizado um para-
metro de acoplamento \. Esse parametro normalmente varia de 0 a 1 quando o sistema vai
do estado inicial até o final. Em transformacoes alquimicas, o parametro de acoplamento

estd associado ao reescalonamento das interacoes nao ligadas. Entao o Hamiltoniano pode
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ser considerado uma funcao do parametro A\, de modo que

N
AAs,p = —kBTZln<exp[—ﬁ(H(7>, Tidiv) — HT, 75 0)] (3.22)
i=1
no qual N é o nimero de estagios intermedidrios.
Diante das diferencas ambas as metodologias, LIE e FEP, a menor demanda compu-
tacional do docking/LIE é uma caracteristica crucial para metas que envolvem massivos
calculos como apresentados aqui os quais envolvem multiplos sitios de ligagao em canais

e conformagoes distintas.

3.4 Protocolos Utilizados

As afinidades dos anestésicos gerais pelos sitios putativos em canais ionicos depentes de
voltagem foram quantificadas por meio de um conjunto de técnicas em modelagem mo-
lecular. Calculos de docking foram realizados nas estruturas equilibradas em membrana
dos canais Kv1.2, K-Shaw?2 para identificar sitios putativos e gerar estruturas iniciais do
complexo canal/anestésico. Esses complexos foram equilibrados com o uso de simula-
¢oes de dindmica molecular. Métodos avangados de cdlculos de energia livre, FEP (Free
Energy Perturbation, Perturbagdo de Energia Livre) e principalmente LIE (Linear Inte-
raction Energy , Energia de Intera¢ao Linear), foram empregados para avaliar os modos
de interacao dos anestésicos com os canais, gerando constantes de afinidade comparéveis
com experimentos. Este conjunto de dados permitiram selecionar os sitios com a maior
probabilidade de causar efeitos sobre a mecéanica dos canais. Além disso, mutacoes sitios
dirigidas usando o pacote do psfgen, distribuido junto com o pacote do NAMD, foram

realizadas na tentativa de alterar a sensibilidade dos canais de modo racional.

3.4.1 Protocolo das Simulacoes de Dinamica Molecular

Para todas as simulagoes aqui realizadas, o programa utilizado foi o NAMD2 (versao 2.9)
[80] em conjunto com o campo de forga CHARMM [50, 66]. Essas escolhas sao justificadas
pelo bom desempenho do NAMD em regime massivamente paralelizado em conjunto com a
boa parametrizacdo do CHARMM com respeito a proteinas. As aguas foram consideradas
explicitamente pelo modelo TIP3. Foram utilizados o pistao e o termostato de Lagenvin
para manutencao da pressao em latm e da temperatura em 300K, portanto os sistemas
simulados foram ensembles NPT. As interacoes de curto e longo alcance foram calculadas
a cada 1fs e 2fs passos de integragao respectivamente. Alids, as interagoes eletrostaticas

de longo alcance foram computadas a partir da metodologia PME. Com comprimento das
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ligacoes de hidrogénio rigidos pelo algoritmo SHAKE, foi utilizado passo de integragao
do movimento de 2fs pelo algoritmo de Verlet. Os canais serdao simulados inseridos em
membranas de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC) e solvatados por
moléculas de dgua tratadas explicitamente pelo modelo TIP3 [56]. Em todos os sistemas
foram aplicadas as condigoes peridédicas de contorno para todas as imensoes, a fim de
evitar efeitos de borda. As imagens e visualizagoes dos sistemas foram feitas com o Visual
Molecular Dynamics (VMD) [52]. Como todos os a&tomos dos sistemas foram considerados
explicitamente, utilizou-se clusters computacionais de pequeno e médio porte, alocados
no Laboratério de Biologia Teérica e Computacional e no CPD-UnB para realizacao das
simulagoes.

Apébs completa montagem dos sistemas com membrana lipidica e hidratagdo com in-
clusdo de fons KT e Cl~ em concentracao fisiolégica de 150mM, mas pH neutro, foram
iniciadas as simulagbes (Tabela 3.1 e Figura 3.2). Para melhor manter a estrutura e
estabilidade da proteina de membrana, foram aplicados potenciais harmodnicos de valor
1kcal /mol na cadeia da proteina, de modo que o canal mantivesse sua posi¢do para que
a solugdo e a membrana se equilibrassem. O viés foi retirado gradualmente até que a
proteina pudesse flutuar livremente.

Os sistemas estudados aqui sao constituidos por canais idnicos obtidos por estruturas
cristalograficas e modelos gerados computacionalmente. Cada um desses sistemas pos-
suem quantidades definidas de atomos que compoe a proteina, o bulk e a membrana. A
concentragao de ions escolhida foi a fisiolégica, 150mM Para cada uma das construcoes,
com excecao do NaChBac, foram consideradas duas conformagoes, uma com o poro aberto

e o VSD ativado e outra com o poro fechado e o VSD inativo.
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Figura 3.2: Representagao da montagem de um sistema aqui simulado. O canal i6nico
dependente de voltagem é inserido em uma membrana de fosfatidilcolina (POPC, em
cinza) e hidratado, sendo a dgua tratada explicitamente pelo modelo TIP3. Na solugao
h4 uma concentracao de 150mM de KCI, sendo os fons K™ e Cl~ representados por
esferas amarelas e azuis, repectivamente.
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Tabela 3.1: Informacoes gerais sobre a construcao dos sistemas e estruturas dos receptores simulados por dindmica molecular

Sistema Estado | Lipidios | C1- | Cation | Aguas | Dimensdes A | Tempo | Cédigo PDB Referéncia
Kv1.2 Selvagem | Aberto 426 109 | 133 K+ | 38585 138x144x99 26ms 2A79 Delemotte et al., 2011 [27]
Kv1.2 Selvagem | Fechado 426 101 | 125 K+ | 35942 128x138x107 25ns - Delemotte et al., 2011 [27]
Kv1.2 G329T | Aberto 426 102 | 126 K+ | 36108 138x144x95 22ns - Liang et al., 2015 [61]
Kv1.2 G329T | Fechado 426 92 | 116 K+ | 32449 127x139x100 30ns - Liang et al., 2015 [61]
NaChBac Fechado 434 130 | 102 Na™ | 32449 127x139x100 30ns - Raju et al., 2013 [81]




3.4.2 Protocolo de Docking

Depois de simulagdes por dindmica molecular dos canais i6nicos, foram escolhidas aleato-
riamente 120 estruturas dos tltimos 6ns de cada uma das trajetérias obtidas. Com o uso
do programa AutoDock Vina, moléculas de sevoflurano foram ancoradas a essas estruturas
obtendo assim um total de 6000 solu¢oes para cada construgao. O espago de busca foi
ajustado para considerar a proteina por inteiro. Os parametros de ezhaustiveness para
os calculos foi ajustado em 400 e as ligagoes do anestésico foram definidas como flexiveis.

As solugoes foram entao agrupadas e analisadas.

3.4.3 Protocolo das Simulacoes de Calculo de Energia Livre

Para o cédlculo das energias livres de ligacao pelo método do LIF, foram realizados essen-
cialmente dois tipos de simulagao, uma do ligante em caixa de agua e outra do ligante no
sitio. Para o caso do ligante na cavidade, foi utilizado um viés de ~ 10, Okcal /mol /A? para
manutencao do anestésico no espaco em que se quer amostrar. A energia associada a esse
viés foi contabilizada como em Equacao 3.18. Por essas trajetorias, de aproximadamente
60ns, foram calculados os potenciais de interacao com cada sitio e com o solvente. Os
calculos foram realizados pelo menos duas vezes para cada uma das cavidades escolhidas
e o erro foi estimado de acordo com a distancia entre os valores encontrados. O campo de
forga utilizado para o anestésico geral sevoflurano foram obtidos de Barber et al. [9] J&
para os calculos de energia livre pelo FEP apresentados em Perspectivas, a estratificacao
foi feita com modificagdo de A em intervalos de 0,01, em 100 janelas, cada uma com 1000
passos de equilibragao e 31000 passos de coleta de dados. Os parametros para a simulacao

dos célculos de energia livre foram escolhidos como aqueles da Secao 3.4.1.
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Capitulo 4

Resultados

4.1 Comparacao estrutural entre Kv1.2 Selvagem e
Kv1.2 G329T

A simulacao de dindmica molecular é uma importante ferramenta para estudo da estru-
tura de proteinas e sua evolugao no tempo. Todavia, para que medidas desejadas sejam
avaliadas por essas trajetérias é necessario que a estrutura esteja estavel e constante na
conformacao na qual se quer avaliar suas propriedades. Nesse estudo, as estruturas ini-
ciais utilizadas ja foram simuladas extensivamente, no entanto a mutacao de uma glicina
para treonina na posigao 329 pode alterar o padrao estrutural da proteina (Figura 4.1).
Dessa forma é importante avaliar se a estrutura esta corretamente equilibrada a fim de
obter medidas mais acuradas, além disso uma boa amostragem ¢ crucial para considerar
um pool maior de estruturas acessiveis nos calculos subsequentes. Para todos os sistemas,
Kv1.2 e Kv1.2 G329T, nas conformacoes com o gate aberto e fechado, os sistemas foram
simulados inseridos em membrana fosfolipidica, embebidos em solu¢ao de moléculas de
agua tratadas explicitamente. O numero total de moléculas de fosfolipidios e de agua
variou por sistema, para que se adequasse ao tamanho total da estrutura da proteina de
membrana. As trajetérias tiveram duragao total entre 22ns e 30ns, de modo que fosse

suficiente para equilibrio e amostragem de estruturas para docking molecular.

4.1.1 Root Mean Square Deviation (RMSD)

Com o intuito de avaliar a estabilidade e conformagao dos canais ionicos, foram calculados
o RMSD conforme se¢do 3.1.6, confrontando as estruturas obtidas com estruturas ja
conhecidas, de conformacgao bem definida, correspondentes a construcao inicial do sistema
[27, 95].
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Figura 4.1: Residuos que compoe o canal iénico Kv1.2, com indicac¢oes de regides impor-
tantes. As hélices compreendem os residuos abaixo dos esquemas indicados. Em rosa esta
destacado a glicina 329, a qual ao ser mutada para treonina confere maior sensibilidade a
sevoflurano.

Para fins comparativos, foram escolhidas regides chave da proteina, de forma que
foram analisados o poro, os dtomos pesados (excluindo atomos de hidrogénio), o linker
entre as hélices S4 e S5 e a cadeia principal (todos os atomos pesados, exceto aqueles das
cadeias laterais). Anélise dos 4tomos pesados e da cadeia principal indicam a estabilidade
da estrutura como um todo, enquanto averiguacao do RMSD das regides do poro e do
linker podem informar sobre a manutengao da conformagao em questao (Figura 4.2). A
comparagao das estruturas obtidas ao longo do tempo foi feita em relagdo a estrutura
inicial de sua conformacao correspondente.

Nos sistemas simulados, Kv1.2 selvagem e mutante, nas conformacgoes aberta e fechada,
o RMSD manteve-se com valores abaixo de 3A, sendo que variagoes nesse intervalo foram
correlacionadas com flutuagoes térmicas tipicas da estrutura desses canais idnicos. [27, 55|
Apés 4ns de simulacdo, as variacoes em geral se mantiveram menores que 1A para mais ou
para menos, assim como nao houve muita oscilagao entre as subunidades, por conseguinte
é considerado que as estruturas se mantiveram estaveis.

Entre as conformagoes, é possivel notar uma maior variagdo na conformacao aberta,
tanto no Kv1.2 selvagem quanto no Kvl.2 muntante (Figura 4.2). Para a conformacao
aberta, os RMSDs possufam em média valores de aproximadamente 0, 5A a mais em rela-
¢ao a conformagao fechada. Alias, o desvio padrao entre as subunidades é mais acentuado
na conformacao aberta. Essa maior variacao e discrepancia pode ocorrer visto a maior
estabilidade poro no estado fechado [54], enquanto para o VSD ativado, o poro possui

maior liberdade para alterar entre as conformacoes.
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Figura 4.2: Valores de RMSD ao longo do tempo em trajetérias de dindmica molecular
para o canal Kv1.2 selvagem e mutante G329T, nas conformagdes aberta e fechada. Em
preto estd o RMSD dos atomos pesados de toda a proteina de membrana, em vermelho
apenas da cadeia principal, em azul da regiao do poro e em lilas da regiao do linker entre
o segmento S4 e S5. Cada valor corresponde a média do RMSD calculado para cada
uma das subunidades do canal i6nico, enquanto as barras de erro sdo referentes ao desvio
padrao entre as subunidades.

A regido do linker possui os menores valores de RMSD, de aproximadamente 1A
para todos os casos e, assim como ele, o poro apresentou variagoes menores do que se
considerada a proteina de membrana por inteiro. E percebido entdo que durante toda a
trajetoria nao ocorreu nenhuma modificagao consideravel de conformacao.

Apesar da mutacao pontual, o canal Kv1.2 G329T possui comportamento semelhante
ao canal selvagem em relagdo aos valores de RMSD em ambas as conformagoes (Fi-
gura 4.3). Assim como o Kv1.2 selvagem, para os atomos pesados, o RMSD estabilizou-se
em aproximadamente 2,5A na conformacéo aberta e um pouco abaixo de 2,0A na fe-
chada. Na conformagao fechada, nao ha nenhuma discrepancia conspicua, todavia na

conformacao aberta é possivel notar a regiao do poro possui RMSD um pouco menor no
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mutante. Essa ligeira diferenca é esperada em vista da mutagdo pontual escolhida. A
alteracao de uma glicina por uma treonina pode diminuir a flexibilidade de sua regiao na
hélice S5 e, portanto, reduzir as flutuagoes na cadeia proteica, esse comportamento pode

ser melhor apreciado por calculos de RMSF.

4.1.2 Root Mean Square Fluctuation (RMSF)

A partir das medidas de RMSF de cada residuo é possivel verificar quais as regides de
maior flutuacao e, logo, comparar qual a influéncia da mutagdo na movimentacao da ca-
deia proteica. Os valores de RMSF mantiveram-se abaixo de 4A para todos os sistemas,
com exce¢ao de um ponto no Kvl.2 aberto, entre as hélices S1 e S2 (Figura 4.3). Nao
houve muita distingdo no RMSF do canal selvagem e mutante, de forma que o mutado
acompanhou a tendéncia dos valores para os residuos estudados. No ponto da mutacao,
o RMSF ¢é menor em vista da substitui¢cao ser para um residuo que permite menor movi-
mentagao, assim houve ligeiro decréscimo no valor de RMSF para a regiao inicial da hélice
S5. A menor flexibilidade da cadeia com essa mutacao poderia ficar mais perceptivel caso
fosse simulada a transicao entre as conformagoes.

Nas regides bem estruturadas das hélices S1-S6, o RMSF em geral ficou proximo ou
abaixo de 2A, em virtude da grande quantidade de contatos entre si e por estar envolto
por membrana fosfolipidica, de forma que o efeito hidrofébico mantém o enovelamento
da construcao. Por conseguinte, h4 maior manutencao da posi¢ao dos residuos nas héli-
ces. Em contrapartida, os loops entre as hélices ficam expostos diretamente ao solvente,
tendo contatos principalmente com moléculas de agua. Logo, possuem maior liberdade
de movimentacao e assim maior flutuagao.

Ao contrastar as duas conformagoes, é averiguada na aberta maior movimentacdo no
loop de conexao entre as hélices S1 e S2, local de maior valor de RMSF, sendo na fechada
uma flutuacao de menor intensidade. Enquanto na conformacao aberta o valor de RMSF
na regiao chega a mais que 4A, na fechada o valor se limita a 3A. No entanto, ndo ha
discrepancia evidente entre as duas conformagoes nas regioes bem estruturadas.

Em suma, a mutagdo G329T confere menor movimentagao para a regiao inicial da
hélice S5, de modo que podem ocorrer mais evidentemente duas consequéncias para a
funcionalidade dessa proteina de membrana. A menor liberdade pode dificultar as mo-
vimentagdes cooperativas para a transicao do estado de repouso para o estado aberto
[53], diminuindo assim a constante de equilibrio da transi¢do para a conformagao aberta,
porquanto ha envolvimento de um estado denominado pré-aberto. Esse comportamento
do mutante é semelhante ao do canal K-Shaw2, o qual possui essa mutacao rara de uma
glicina por uma treonina. Por outro lado, a substituicio aumenta uma cadeia lateral na

regiao o que pode modificar os sitios de ligagao de anestésicos proximos, modificando a dis-
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Figura 4.3: Valores de RMSF para cada residuo em trajetorias de dinamica molecular
para o canal Kv1.2 selvagem, em preto, e mutado, em vermelho, nas conformacoes aberta
e fechada. Marcagoes em azul indicam os residuos componentes das principais hélices do
sistema e a seta em lilas aponta para o residuo 329, alvo de uma mutagao pontual de
glicina para treonina.

ponibilidade das cavidades. A inclusao dos estados pré-abertos do canal Kv1.2 no estudo
poderia proporcionar informacgoes cruciais sobre a ligacao e alteragoes na disponibilidade

do estado pela interagao com anestésicos gerais.

4.2 Sitios Putativos de Ligacao de Sevoflurano no ca-
nal Kv1.2

Para melhor avaliar as diferencas na regiao de ligagao do anestésico nas diferentes confor-
magoes e nos diferentes canais pode ser usado o método de docking molecular. Regioes

putativas que aparecem em apenas uma das construgoes podem indicar uma ligagao pre-
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ferencial que possivelmente alteraria o funcionamento do canal caso em solug¢ao com esse
anestésico. Valores discrepantes de afinidade pela scoring function também apontam as
preferéncias pelas diferentes cavidades. A partir da amostragem de estruturas possiveis
adotadas pelo Kv1.2 selvagem e mutado, nas conformagdes aberta e fechada, foram encon-

tradas diversas solugdes possiveis para a ligacdo do anestésico sevoflurano nesses canais

ionicos (Figura 4.4).

Figura 4.4: (A) Visao lateral do canal idénico Kv1.2, na qual os blobs coloridos representam
as nuvens de solucgoes encontradas por docking molecular em que o niimero indica o sitio
correspondente. As cores representam as quatro regioes com maior nimero de solugoes,
sendo elas o sensor de voltagem (preto), o linker S4-S5 (azul claro), o filtro de seletividade
(lilas) e a cavidade central (ocre). (B) Visdo aproximada na regiao do filtro de seletividade
e extracelular.

Apos andlise qualitativa das regides nas quais solugoes foram encontradas, foi possivel
demarcar doze principais cavidades de ligacao no canal, sete (sitios 1-7) delas voltadas
para a regiao intracelular, proximas ao linker S4-S5 [10] e entre o inicio da hélice S5 e fim
da hélice S6, uma (sitio 8) na cavidade central, no caminho de permeacao do fon, duas
(sitios 10 e 11) no VSD e duas (sitios 9 e 12) proximas ao filtro de seletividade, na regiao
voltada para fora da célula.

Os sitios proximos ao linker podem estar diretamente associados a modulagao do
acoplamento entre a movimentacao do S4 do VSD, por ativacao ou desativacao, e a
abertura ou fechamento do poro. Portanto, ligacdo nessa regiao influenciaria na transigao
entre os estados.[97] Uma outra caracteristica desses sitios é o acesso ndo prontamente
disponivel para ligagdo, dada a separacao dessa regiao com o meio extracelular. Assim, a
ligacao possui influéncia direta da afinidade do ligante pela membrana. O sitio 5, na regiao

inicial da hélice S5 adjacente ao linker, é proximo a mutagao G329T, por conseguinte essa

47



substituicdo pode ser responsavel por modificagdo de afinidade nesse sitio ou alteracao de
sua disponibilidade, e, entao, ser crucial a sensibilidade do canal i6nico ao ligante.

Presenca de anestésicos na regiao da cavidade central pode bloquear o caminho de
permeacao do canal idnico, portanto estaria relacionada com uma inibicao da conducao.
Contudo, solugdes nesse volume podem ser falsos positivos, visto a dificuldade de acesso
pelo anestésico a cavidade e pela alta probabilidade dela estar ocupada por ions. Quanto
aos sitios no VSD, estes podem influenciar no funcionamento e sensibilidade desse domi-
nio ao campo elétrico, além de poder modificar o perfil de hidratacao caracteristico. No
entanto, a afericao da influéncia na ligacao nesse sitio é complicada e a interagao nessa re-
gido pode gerar modificagoes no equilibrio conformacional do canal i6nico mais complexas
do que a apresentada nos resultados experimentais.

Por estar voltado a parte extracelular, a regiao proxima ao filtro de seletividade esta
prontamente exposta a ligacdo. Além disso, ela é associada aos estados inativos do canal,
de forma a interacao nessa regiao poder alterar o comportamento do filtro de seletividade,
impedindo estericamente estados em que as carbonilas nao estejam alinhadas (Figura 7.1)
ou, ainda, desidratando a regido e diminuindo a quantidade de pontes de hidrogénio. [76]

Para analise mais aprofundada das solugdes de docking molecular, foram escolhidas
apenas as solugoes com as 50 melhores energias dadas pela scoring function de 120 calculos
de docking independentes realizados em 120 frames distintos de cada uma das construgoes.
Assim, para cada um dos sistemas foram analisadas e agrupadas 6000 solugoes. Apds a
clusterizacao, a nuvem de solugoes foi atribuida a sua regiao determinada pela numeracao
de sitio correspondente e entao foram calculados as energias de ligacao médias dadas pela
scoring function do AutoDock Vina. No niimero de solugoes acumulado para cada sistema
nao havia um total de 6000 solugoes, visto que algumas delas foram encontradas isoladas
e em regioes nao previamente determinadas como sitios importantes de ligacao.

O sitio 9 foi preponderante entre os resultados do Kv1.2 selvagem aberto (Figura 4.5).
A maior parte de suas solugoes foram encontradas na regiao extracelular ou no VSD e
poucas foram aquelas na regiao do linker. A diferenca nas energias livres foi pequena,
estando todas elas préximas a —5, 1kcal/mol, com diferenca méxima de 0, 3kcal/mol
(Tabela 4.1). Ao verificar os contatos em cada sitio realizados pelas solugoes, é possivel
perceber uma grande quantidade deles com aminoacidos tipicamente hidrofébicos, como a
isoleucina e a fenilalanina, com alguns contatos com aminoacidos hidrofilicos, como serina
e glutamina.

A dispersao das solugoes entre os sitios foi consideravelmente diferente entre as confor-
macoes. No canal Kv1.2 selvagem na conformagao fechada, o maior nimero de solugoes
foi encontrado na regiao do linker S4-S5, com uma contagem significativamente menor na

regiao extracelular (Figura 4.6). O sitio 3 foi o de maior niimero de solugdes, sendo mais
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Figura 4.5: Em barras pretas estd o nimero de solugoes de docking molecular encontradas
para cada sitio definido da proteina de membrana. As solugoes foram obtidas por docking
do sevoflurano contra o canal ionico Kv1.2 selvagem na conformagao aberta. Em vermelho
é a curva de solugoes totais acumuladas pelos sitios de ligacao.

Tabela 4.1: Médias e desvios da energia livre de ligacao do sevoflurano no canal i6nico
Kv1.2 selvagem na conformagao aberta para o grupo de solugoes de cada sitio de ligagao
definido. Os dados encontrados sao referentes aos calculos de docking molecular.

Sitio | Energia [kcal/mol| | Desvio [kcal/mol]
1 - -

2 -5.0 0.1
3 -5.1 0.2
4 -5.0 0.2
) -5.0 0.1
6 -5.0 0.1
7 - -

8 - -

9 -0.1 0.2
10 -5.0 0.1
11 -5.1 0.2
12 -5.3 0.3

da metade de todos modos de ligacao encontrados para a conformacao fechada localizados
nesse sitio. A diferenca consideravel entre a quantidade de solugoes entre as conformacoes
pode ocorrer pela posicao do linker S4-S5, o qual acopla fisicamente a posicdo do VSD
e a abertura fechamento do poro. Alids, dado o poro estar constrito nessa conformacao,
foram observadas solugdes no caminho de permeagao do ion, no sitio 8. Do mesmo modo
que o canal aberto, as energias obtidas do docking moleclar nao ajudaram a elucidar quais
seriam os sitios com afinidades consideravelmente maiores (Tabela 4.2), dado que por essa

analise todos os sitios possuiam energia de ligacao muito similar ainda que os sitios estao
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localizados em regides muito discrepantes da proteina.
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Figura 4.6: Em barras pretas estd o niimero de solugoes de docking molecular encontradas
para cada sitio definido da proteina de membrana. As solugoes foram obtidas por doc-
king do sevoflurano contra o canal i6nico Kv1.2 selvagem na conformagao fechada. Em
vermelho ¢é a curva de solucoes totais acumuladas pelos sitios de ligagao.

Tabela 4.2: Médias e desvios da energia livre de ligacao do sevoflurano no canal i6nico
Kv1.2 selvagem na conformacao fechada para o grupo de solugoes de cada sitio de ligagao
definido. Os dados encontrados sao referentes aos calculos de docking molecular

Sitio | Energia [kcal/mol| | Desvio [kcal/mol]
1 - -

2 -5.2 0.2
3 -9.3 0.2
4 -9.3 0.2
) -9.3 0.2
6 - -

7 - -

8 -5.2 0.1
9 -5.2 0.2
10 -9.2 0.1
11 -9.3 0.2
12 -9.3 0.2

Nas construgoes com a mutacao era esperada uma quantidade diferencial de solugoes
préximas a mutagao, principalmente no sitio 5 (Figura 4.7). No entanto, poucas diferengas
foram encontradas entre o nimero de solucao no selvagem e no mutante de acordo com
suas respectivas conformagoes. Para o canal Kv1.2 G329T na conformagao aberta, assim
como no canal selvagem na mesma conformacao, o sitio de maior niimero de solugoes

é o sitio 9, nao obstante foram encontradas mais solugoes no sitio 1 e menos solugdes
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atras do filtro de seletividade (sitio 12.) Como nos casos anteriores, as energias nao
foram significativamente discrepantes, novamente estando préximas a —5, 1kcal /mol, com
excecao do sitio 7, o qual se destaca por energia livre de ligacdo mais baixa que os demais
sitios em —5, 85kcal/mol, ainda que o nimero de solugdes para essa posi¢do seja muito
baixo, portanto podendo ser uma solugao de baixa disponibilidade entre, dada a flutuacao

da arquitetura do sitio.
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Figura 4.7: Em barras pretas estd o nimero de solugoes de docking molecular encontradas
para cada sitio definido da proteina de membrana. As solugoes foram obtidas por docking
do sevoflurano contra o canal i6nico Kv1.2 G329T na conformacao aberta. Em vermelho
¢ a curva de solugoes totais acumuladas pelos sitios de ligacao.

Tabela 4.3: Médias e desvios da energia livre de ligacao do sevoflurano no canal i6nico
Kv1.2 G329T na conformacao aberta para o grupo de solucdes de cada sitio de ligagao
definido. Os dados encontrados sao referentes aos célculos de docking molecular

Sitio | Energia [kcal/mol] | Desvio [kcal/mol]
1 -5.1 0.2
2 B, B,

3 -5.0 0.2
4 -5.0 0.1
) -5.1 0.1
6 -5.1 0.1
7 -5.9 0.2
8 -5.2 0.2
9 -5.1 0.2
10 -5.0 0.2
11 -5.1 0.2
12 -5.2 0.3
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No Kv1.2 G329T fechado, foi encontrado maior niimero de solugoes no sitio 3, préximo
ao linker (Figura 4.8). Esse sitio possui mais que a metade do nimero total de solugoes
encontrado. Em seguida, o sitio 11 com quase 2000, juntamente com os sitios 8 e 9
compoe o grupo dos sitios com quantidade de modos de ligagao maiores que 100. Em
menor nimero, estdo a cavidade atrds do filtro de seletividade (sitio 12), um dos sitios
do linker S4-S5 (sitio 1) e a regido préxima a mutagdo (sitio 5). Ainda que com uma
quantidade baixa de solugoes no sitio 5, essa foi a construcdo com maior quantidade
de solugbes nessa cavidade. Nenhuma delas foi encontrada para o sitio 2, nem para o
sitio 6. Ainda para o canal Kv1.2 G329T fechado, foi verificado que nao ha uma diferenca
relevante entre as energias livres de ligagao entre os sitios, ainda que o nimero absoluto de
solugoes solugoes de menor energia seja bem variavel de acordo com o sitio. Ao comparar
com o canal selvagem na mesma conformagao, a distingao é dificil. Em ambos, a cavidade
de maior niimero de modos e ligagdo ¢é o sitio 3, na regiao do linker. Afinal, nao é possivel
reconhecer, entre as medidas feitas até entao, a forma com a qual a mutacgao interfere na

interacao entre o canal sendo estudado e o anestésico sevoflurano.
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Figura 4.8: Em barras pretas estd o nimero de solugoes de docking molecular encontradas
para cada sitio definido da proteina de membrana. As solugoes foram obtidas por docking
do sevoflurano contra o canal i6nico Kv1.2 G329T na conformacao fechada. Em vermelho
é a curva de solugoes totais acumuladas pelos sitios de ligacao.

Ao avaliar os dados apresentados como um conjunto, a distribuicdo dos modos de
ligagao em cada sitio é conformagao dependente, dessa forma ¢é possivel que a conformacao
do canal possa ser identificada por meio do arranjo do niimero absoluto das solugoes por
regiao. Contudo, o canal mutante nao possui uma caracteristica diferencial em relacao ao
canal selvagem.

A efetiva acuracia do procedimento de docking combinado com LIE na descri¢ao dos

modos de interacao dos anestésicos foi confrontada a recente estudos realizados pelo grupo
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Tabela 4.4: Médias e desvios da energia livre de ligacao do sevoflurano no canal i6nico
Kv1.2 G329T na conformacao fechada para o grupo de solugoes de cada sitio de ligagao
definido. Os dados encontrados sao referentes aos calculos de docking molecular

Sitio | Energia [kcal/mol| | Desvio [kcal/mol]
1 -5.2 0.1
2 - -

3 -5.4 0.2
4 -9.3 0.2
) -9.3 0.2
6 - -

7 -5.2 0.1
8 -5.2 0.1
9 -9.3 0.2
10 -9.2 0.1
11 -9.3 0.2
12 -5.4 0.2

do Dr. Klein no sistema NaChBac/Isoflurano.[81] Contudo, o docking molecular ainda
foi um passo essencial para a defini¢ao das regides importantes e constru¢ao dos melhores

complexos para calculos posteriores de afinidade.

4.3 Comparacao com Resultados de Afinidade do Iso-

flurano ao Canal NaChBac

Para os calculos de LIE, é importante que os parametros empiricos sejam ajustados de
forma correta. Além disso, a fim de verificar quao acurados foram os resultados encontra-
dos por docking molecular e para ajuda da escolha dos melhores sitios, visto a inviabilidade
de céalculo da afinidade por métodos mais rigorosos para todos os sitios, foram realizados
docking molecular de isoflurano contra estruturas equilibradas do NaChBac e em seguida
calculos das componentes de van der Waals e eletrostatica da energia de ligagao para
comparagao com resultados encontrados por Raju et al. [81]. Nesse estudo, os autores
utilizaram longas simulacoes de flooding do canal ionico NaChBac em membrana fosfoli-
pidica para identificar possiveis sitios de ligagao de isoflurano, seguidos pela quantificagao
de afinidade de ligagdo pelo método de perturbagao da energia livre (FEP).

Os resultados do flooding indicam quatro principais sitios, um na regiao do filtro de
seletividade, outro na do linker S4-S5, um terceiro na regiao da cavidade central e por fim
um nas fenestras tipicas desse canal ionico. De comportamento interessante, o sitio na
regiao do linker possuiu ocupancia assimétrica durante a simulacdo, ou seja, nem sempre

esse sitio estava ocupado em todas as subunidades e, ainda, por algum tempo, a cavidade
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Tabela 4.5: Energia livre de ligacao AGjigacao calculada pelo método de FEP, juntamente
com a constante de ligacao de uma molécula de isoflurano com um sitio definido no canal
ionico NaChBac [81].

Sitio KiigacaomM '] | AGligacaolkcal /mol]
Extracelular 1,2 —4,24+0,8
Linker 0,5 —3,7+£0,4

Tabela 4.6: Energia livre de ligacao AGjigeeao calculada pelo método de docking, junta-
mente com a constante de ligacdo de isoflurano com um sitio definido no canal i6nico
NaChBac .

Sitio KiigacaomM '] | AGligacaolkcal /mol]
Extracelular 0,7 -3,9
Linker 0,02 —-1,7

em uma subunidade foi ocupada por duas moléculas de isoflurano concomitantemente.
A energia encontrada para a ligacao de uma segunda molécula foi favoravel, no entanto
menos negativa que a ligacao da primeira.

Para dois desses sitios localizados por flooding, no linker e na regiao extracelular, o
grupo também realizou extensivos calculos de FEP, a fim de atingir convergéncia dos
célculos. [81] As energias livres de ligacao encontradas para os sitios sdo préximas entre
si. Além disso foram estimadas as constantes de ligagao, as quais estavam de acordo com
valores fisiolégicos (Tabela 4.5).

Aqui, foi utilizado o procedimento de busca pelos sitios de ligacdo do isoflurano no
canal NaChBac por docking molecular, seguido por célculos de afinidade pelo LIE. Logo,
foi simulado por dindmica molecular na conformacao fechada o modelo do NaChBac em
membrana fosfolipidica. [11] Em seguida, as estruturas obtidas foram consideradas em
calculos de docking. De forma independente, foi possivel identificar dentre as nuvens de
solugdes, o grupo de sitios indicados pelo método de flooding (Figura 4.9). No entanto,
a energia livre de ligacao encontrada apenas pelo uso do docking nao foi suficiente para
recuperar a afinidade dos sitios, com diferengas na energia livre de até 2kcal/mol (Ta-
bela 4.6). Novamente, a exatidao da estimativa da afinidade obtida de forma simples
pela técnica de docking molecular é questionada. Novos esquemas para consideragao das
estimativas de energia livre originadas do docking ou evolugao da scoring function podem
solucionar a questao.

Por conseguinte, os resultados alcangados pelo docking permitem obter putativas es-
truturas do complexo canal-anestésico, todavia uma outra técnica é necessaria conferir
estimativas de afinidade mais acuradas. A partir dos dados de Raju et al [81], foi possivel
obter a calibracao para os pardmetros para o método do LIE (Equagao 3.15). Para isso,

foram calculadas as energias de interagao de vd W e eletrostatica para o isoflurano no canal
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Figura 4.9: (A) Regides com maior ocupéancia de isoflurano ao longo de uma simulagao
de flooding. Em lilas esta o sitio extracelular, em vermelho o sitio das fenestras do canal
ibnico, em preto o sitio do poro e, por fim, em amarelo os sitios do linker. (B) Sitios de
ligacao encontrados por calculos de docking molecular no canal NaChBac na conformacao
fechada. O c6digo de cores é o mesmo utilizado em A.

NaChBac fechado (Equacao 3.16, Figura 4.10). Esse sistema é composto do canal iénico
inserido em membrana fosfolipidica com moléculas de dgua tratadas explicitamente. Além
disso, cada um dos quatro sitios extracelular e do linker, pela caracteristica tetramérica,
foi ocupado por uma molécula do anestésico geral isoflurano. Por possuir quatro réplicas
de cada sitio, foi possivel, em uma mesma simulacao desse canal iOnico, obter quatro
estimativas dos potenciais de vdW e eletrostatico.

Tanto para o potencial eletrostatico quanto para o de vdW, nos dois sitios considera-
dos, houveram variagoes na medida, sendo que em algumas réplicas a variagao no potencial
eletrostético chegaram a quase 10kcal/mol. Nao obstante, é possivel notar que para to-
dos os casos considerados a média das energias de interagao foram mantidas constantes
ao longo do tempo da trajetoria, sendo que em alguns pontos uma maior variagdo pode
ocorrer pela flutuacao nas cadeias laterais proximas ao sitio, modificando as interagoes
com o ligante. O valor do potencial vdW foi sempre mais negativo do que o potencial
de interacao eletrostatico para os dois sitios, em virtude da caracteristica apolar do li-
gante. Em comparacao, os sitios do linker apresentaram uma média mais negativa para
a energia de vdW e elestrostatica do que o sitio extracelular, por conseguinte, conside-
rando apenas a contribuicao dos potenciais nao-ligados, ¢ de se esperar uma energia de
ligacao ligeiramente mais negativa para o sitio do linker, em detrimento aos resultados
encontrados pelo FEP. Contudo, esses mesmos resultados calculados pelo método FEP

sao consideravelmente proximos e se observadas suas incertezas, pode-se considerar como
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Figura 4.10: Potenciais de interacdo de van der Waals (preto) e eletrostatica (verme-
lho) pelo tempo para cada molécula de isoflurano (1, 2, 3 e 4). E discriminado o sitio,
extracelular ou linker S4-S5, do NaChBac no qual o ligante se encontrava.

os sitios possuindo a mesma energia livre de ligagao.

Nesse trabalho foram escolhidos os parametros empiricos a e S como 0,18 e 0,34,
assim como em outros trabalhos que conseguiram com sucesso reproduzir energias livres
experimentais de uma variedade de complexos receptor-ligante.[108, 16, 58] Esses valo-
res nao sao tao criticos, visto que pesam de forma equivalente tanto a contribuicao dos
potenciais de interacao advindos do complexo, quanto a contribuicao dos potenciais do
ligante livre em solucao.

Portanto, as energias livres obtidas ainda foram acrescidas de um parametro v =
—6, 9kcal/mol para que as afinidades de ligacao do sistema NaChBac/isofluano fossem
devidamente alcancadas. Apos cdlculo da energia associada & perda entrépica rotacional
e translacional foram estimadas as energias livres absolutas de ligacao para os dois sitios
pelo método do LIE(Tabela 4.7). Nessas condigbes, o sitio do linker foi o de maior
afinidade, seguido com poucas diferengas pelo sitio extracelular. Caso sejam consideradas
as incertezas, os valores encontrados sdo congruentes ao trabalho de Raju et al [81].

Em seguida a obtencao dos parametros de ajuste pelo método do LIE, é possivel o
calculo da afinidade de outros complexos que envolvam a ligacdo de anestésicos gerais
com sitios similares de canais i6nicos. Como passo seguinte, foram escolhidos os sitios de
ligagdo com maior potencial de modulacao do canal, visto que apenas a ligacao pode nao
influenciar a funcionalidade do canal. Logo, foram calculados as energias livres absolutas
de ligacao para entao aplicar a teoria apresentada na tentativa de elucidar o impacto da

interacao do anestésico na conducgao ionica.
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Tabela 4.7: Valores calculados das médias dos potenciais de interagao do isoflurano com o canal iénico NaChBac, (VW) e (Velet)
juntamente com valores calculados de liberdade rotacional, AV, e translacional Aw. S&o também apresentadas as energias livres

de ligacao, AGiigecao, € absoluta, AG

0
ligagao’

obtidas pelo método LIE. Para estas estimativas, foram utilizados os potenciais do

isoflurano no ambiente de referéncia, uma solucdo aquosa, na qual o valor do potencial de van der Waals equivale a (VW) =

—11,60 £ 1, 43kcal /mol e o potencial eletrostatico (Veet) =

f=0,34 e v = —6,90kcal /mol

—6,10 £ 2, 30kcal/mol. Os valores empiricos adotados foram a = 0, 18,

Sitio (Ve [keal /mol] | (VYW [kcal /mol] | AGiigacaolkcal/mol] | KgimM~1] | AV[A3] | Aw[rad®] AGY, aeaolkcal /mol]
Extracelular | —5,4+0,4 —16.7+0.7 —7.5+0.8 0.44+0.05| 16,34 | 13,44 3,63
Linker —7,50£0,05 —17,64 £ 0,08 —8,3+0,8 2,2%£0,2 8,69 28.12 —4,59




4.4 Energias Livres de Ligacao do Anestésico Geral
Sevoflurano com o Canal de Potassio Dependente

de Voltagem

Em virtude dos resultados experimentais [61] que indicam que o anestésico sevoflurano
potencializa o canal Kv1.2 de dois modos principais, deslocando a curva condutéancia/vol-
tagem para a esquerda e aumentando a condutancia maxima, foram realizados calculos
de afinidade do anestésico geral sevoflurano pelo canal i6nico Kv1.2. Além disso, por
mutacoes e métodos eletrofisiologicos, foi demonstrado que esse efeito de potenciacao é
independente do dominio T1. Ainda, uma mutacao pontual no residuo 329, de glicina
para treonina, intensifica o efeito do anestésico de forma andloga a potenciacao de outro
canal ionico de potassio, o K-Shaw2. Dessa forma os canais idnicos para a investigacao
estavam ausentes do dominio T1, alias foi realizada a mutacao indicada na estrutura de
Kv1.2 e simulado esse canal mutado, assim como o canal selvagem.

A luz dos efeitos de potenciacdo, foram escolhidos quatro sitios para os calculos de
energia livre. Como representativo da regiao do linker, visto a semelhanca com o sitio do
linker no NaChBac [81] e o grande nimero de solugées de docking molecular, o sitio 3 foi
um dos eleitos. Assim como o sitio 3, o sitio 9 é também analogo ao sitio extracelular
para o canal NaChBac e possui um ntmero consideravel de solugdes na conformagao
aberta. Dada a proximidade do sitio com a mutagao G329T, foi também incluido o sitio
5. Por fim, foi analisado o sitio 12, por sua localizacao atras do filtro de seletividade,
podendo estar influenciando na dinamica da inativagao, de forma a alterar por exemplo
a hidratacao dessa regiao.

Nao foram considerados o sitio da cavidade central, visto que a ocupacao dessa cavi-
dade essencialmente estaria bloqueando a passagem de ions e, portanto estaria relacionado
a modulacao negativa do canal id6nico, em contrapartida aos dados de eletrofisiologia. Ou-
trossim, os sitios do VSD nao estdo nem préximos a mutacao, nem foram encontrados
também no estudo conduzido por Raju et al. [81]. Ainda, quanto aos outros sitios, o
baixo numero de solugoes encontradas foi um fator que contribuiu para considera-los em
estudos futuros apenas.

Para a efetiva conta do LIE, foram entao simulados por dindmica molecular os canais
Kv1.2 selvagem e Kv1.2 G329T, nas conformacgoes aberta e fechada, com os sitios 3, 5, 9 e
12 ocupados por moléculas de sevoflurano. Por necessitar de menor tempo de simulagao,
os sistemas foram construidos de tal forma a possuir dois de cada um dos sitios ocupados
concomitantemente. Assim, para cada sitio e para cada construgao foram obtidas duas

réplicas. Os sistemas foram montados de modo que sitios muito proximos nao estivessem
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sido ocupados simultaneamente. Afinal, por essas trajetérias foram avaliados a energia
potencial de interacao de vdW e eletrostatica (Figura 4.11).

Em geral, ao comparar as réplicas nao ha uma grande diferenca no perfil dos potenciais
de interagdo. Quanto a média das energias (Tabela 4.8), o potencial de vdW dispoe de
valores mais negativos de energia de interagao, entre —19kcal/mol e —14kcal/mol, se
confrontado com os valores do potencial eletrostético, entre —10kcal/mol e —1kcal/mol.
Ainda que lipofilico, por sua natureza polar e constituicao de varios atomos de flior, o
sevoflurano possui um potencial de interagao eletrostatica com a cavidade proteica. [9]

O sitio 12 da regiao do filtro de seletividade apresentou os potenciais de interacao
mais negativos entre as cavidades, contudo possuem padrao similar entre as conformacgoes
e entre as isoformas. Por outro lado, as estimativas mais positivas foram do sitio 5. Nesse
sitio préximo a mutagao é possivel verificar uma distingdo entre as conformacgoes, sendo
o potencial eletrostatico consideravelmente mais negativo na conformacao fechada. Para
o sitio 3, nos canais mutados os potenciais de interacao foram mais negativos. Ja para o
sitio 9, o canal aberto mutado foi o de energia potencial mais negativa.

A partir dos resultados das energias potenciais pela simulacao dos complexos, as afini-
dades encontradas para os sitios escolhidos sdo heterogéneas e variam de 0,018mM ! até
0,408mM 1 (Figura 4.12, Tabela 4.8). Ainda que as diferencas entre as energias livres
de ligacao obtidas sejam pequenas, por envolver um calculo exponencial, as constantes de
ligacao sdo consideravelmente discrepantes. As estimativas dessas constantes de ligagao
estao na mesma ordem de grandeza dos valores encontrados para a interacao na regiao do
linker do NaChBac.

O sitio de maior afinidade relativa é o sitio 12, sendo sua menor constante de ligacao
em torno 0, 3mM ~!. Tanto o potencial eletrostatico, quanto o potencial de van der Waals
contribuiram fortemente para as relativas altas afinidades para esse sitio, ainda que o
ligante seja mais restrito nessa cavidade, dada sua caracteristica mais enterrada e de
menor volume.

Entre os sitios escolhidos, as afinidades para os sitios 3 e 9 possuem dependéncia con-
formacional modesta, todavia com preferéncia para o canal Kv1.2 G329T na conformacao
aberta. Em atencado ao sitio 9, é possivel notar uma inversao para a preferéncia confor-
macional se comparadas os canais selvagem e mutante. Quando a glicina é mutada para
treonina, o sevoflurano nao mais possui maior afinidade por esse sitio na conformagao
fechada. Desse modo, a mutacao pode estar relacionada a potenciacdo por aumento de
afinidade a cavidade 9.

Em contraste, as constantes de ligagdo para o sitio 5 do canal na conformacao fechada
sao aproximadamente sete vezes maiores que na conformacao aberta, tanto na proteina

selvagem quanto na mutante. Ja para o sitio 12 nao é possivel notar uma conformagao ou
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Figura 4.11: Potenciais de interagdo de van der Waals (preto) e eletrostética (vermelho)
pelo tempo para as duas réplicas de sevoflurano (1 e 2) em cada sitio escolhido (3, 5, 9 e
12), dos canais Kv1.2 e Kv1.2 G329T, nas conformagoes aberta e fechada.
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isoforma preferencial para ligacao. Esses resultados indicam que a modulacao do canal
Kv1.2 por sevoflurano envolve multiplos sitios com caracteristicas e afinidades distintas,
contudo nao é possivel concluir pelas afinidades qual é o impacto da mutacao na interagao
do canal com o anestésico geral.

Os resultados apontam uma grande afinidade de ligacdo do sevoflurano pelo sitio 12,
maiores do que aquelas encontradas para os outros sitios, independente do estado do
canal. Dado a sua proximidade ao filtro de seletividade, é provavel que a alta afinidade
do sevoflurano pelo sitio 12 favoreca a potenciacao, de modo a estabilizar as carbonilas
que coordenam os fons em um estado que favorece a permeacao. Melhor conhecimento da

dindmica e estrutura dos canais nao condutivos podem revelar a importancia desse sitio

no aumento da condutancia dos canais ionicos dependentes de voltagem.

c 0 [ISitio 3
10 -Sitio 5
— -1 Il Sitio 9
s 10T B Sitio 12
£
% 1072F
X
10°F
10"

Kv1.2G329T O Kv1.2 G329T C Kv1.20 Kvi.2C

Figura 4.12: (A) Representagao de 4 regioes de ligagao de sevoflurano distintos no Kvl1.2,
designados como sitio 3 (azul claro), 5 (azul), 9 (preto) e 12 (roxo). Cada par de subu-
nidades é representado em laranja e verde. Mutacao G329T é destacada em amarelo (B)
Visao aproximada dos sitios de ligacao e da mutagao. (C) Constantes de ligagao resolvidos
pelo LIE de acordo com o canal e a conformacao para cada sitio 7. (*) Mutacao G329T.
O e C sao as conformagoes aberta e fechada respectivamente. (Adaptado de [61]).
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Tabela 4.8: Valores calculados das médias dos potenciais de interagdo do sevoflurano com os canais Kv1.2 e Kv1.2 G329T nas
conformagdes (Conf.) aberta (A) e fechada (F), (Vv¥W) e (V) juntamente com valores calculados de liberdade rotacional, AV, e

translacional Aw. Sao também apresentadas as energias livres de ligagao, AGiigacao, € absoluta, AG

0

ligagao’

obtidas pelo método LIE.

Para esses calculos, foram utilizados os potenciais do sevoflurano no ambiente de referéncia, uma solucao aquosa, na qual o valor do

potencial de van der Waals equivale a (V') = —11,39 4 1, 49kcal /mol e o potencial eletrostético (V) =

Os valores empiricos adotados foram o = 0,18, 5 = 0,34 e v = —6,90kcal /mol

—8,53+2, 72kcal /mol.

Sitio | Canal | Conf. | (V<) [kcal/mol] | (V*™)[kcal/mol] | AGyg4lkcal/mol] | KpmM~'] | AVIA®] [ Aw[rad®] | AGY,[kcal /mol]
Sitio 3 | G329T A —6,4+0,5 —15,5£0,6 —7x1 0,22+£0,03 16, 36 16, 06 —3,22
Sitio 3 | G329T F —5,2=x0,6 —16,7£0,5 —7+1 0,12 4+0,02 14,17 16, 27 —2,85
Sitio 3 | Kvl1.2 A —4,3+0,9 —15,4£0,9 —6+£1 0,049 £+ 0,008 8,74 25,50 —2,32
Sitio 3 | Kvl.2 | F —4,740,1 —16,6 40,4 —6,440,9 | 0,11+0,02 | 12,82 | 21,98 —2.80
Sitio 5 | G329T A -1,9£0,7 —15,9+£0,3 —5=+1 0,010 £ 0,003 8,55 30,02 —1,65
Sitio 5 | G329T F —7x1 —15,91 £ 0,01 —7x1 0,11£0,02 3,58 26,47 —2,81
Sitio b | Kvl1.2 A —-1,1£0,3 —15,2+0,1 —-5=x1 0,018 £0,004 | 19,20 26,90 —-1,73
Sitio 5 | Kv1.2 | F —8,0+0,5 —15,7+0,4 T4+ 0,1340,02 | 2,64 | 2324 —2.91
Sitio 9 | G329T A —-6+£1 —-17,3£0,3 —7+1 0,18 £0,03 8, 66 20,25 -3,11
Sitio 9 | G329T | F ~3.6+0,8 ~17.240.3 641 0,053+0,000 | 818 | 29,24 —2.37
Sitio 9 | Kv1.2 A —-3,0+0,4 —16,9+£0,3 —6=E1 0,018 £0,003 | 3,90 31,41 —-1,73
Sitio 9 | Kvl.2 F —3,2+0,2 —17,7£0,1 —6=x1 0,058 = 0,009 6,62 39,13 —2,42
Sitio 12 | G329T A -9x£2 —18,0£0,4 —-8+£1 0,41 +£0,06 7,62 12,60 —3,58
Sitio 12 | G329T F -9+£2 —18,59 £ 0,05 —8+£1 0,37+£0,05 4,33 9,66 -3,53
Sitio 12 | Kv1.2 | A ~8.140,6 18,33 40,03 8 41 0,37+0,04 | 338 | 16,93 3,52
Sitio 12 | Kv1.2 | F 8,940,8 18,540, 4 841 0,304£0,04 | 311 | 14,51 3,39




O efeito de potenciacdo induzido por anestésicos pode ser entendido como a esta-
bilizacao da conformagao aberta condutiva do canal, causada pela ligacao da molécula
anestésica. Como aberto condutivo indica os estados do gate e do filtro de seletividades,
respectivamente, a potenciacao pode entao ser causada pela estabilizagao do gate aberto
e/ou estabilizagao do filtro condutivo, visto que ele pode mudar de conformagao para um
estado constrito nao condutor ou inativado.[10, 11] Em nivel atémico, esse cendrio pode
depender da existéncia de um ou multiplos sitios no receptor, vinculados a uma grande
afinidade na conformagao aberta condutiva do canal.

Uma hipotese levantada, com bases nos nimeros encontrados e nos resultados experi-
mentais [61] , envolve a desestabilizagdo do estado pré-aberto por ligagdo do sevoflurano
(Figura 4.14), de forma que a curva conduténcia-voltagem é transladada para a esquerda.
O envolvimento dessa conformacao no processo é creditado pela mutagao G329T, que
confere maior sensibilidade a sevoflurano, esta estabilizando esse estado. Contudo, esse
comportamento da curva nao ocorre para mutacao T330G no canal K-Shaw?2 e ocorre com
menor intensidade no canal Kv1.2 selvagem, porém um segundo efeito, o de aumento da
condutancia maxima ocorre tanto para os canais selvagens, quanto para os canais muta-
dos. Portanto, adiciona-se a hipétese o envolvimento de multiplos sitios, sendo um grupo
deles envolvidos na modificagao de probabilidades do estado pré-aberto e um segundo
no aumento da condutancia, possivelmente por diminui¢cao de conformagoes inativas. O
principal sitio candidato a maior estabilidade do estado condutor do filtro de seletividade
¢ o sitio localizado atras do filtro de seletividade, denominado aqui como sitio 12 (Fi-
gura 4.13). A presenga do anestésico nessa cavidade pode expulsar moléculas de agua,
desfazendo a formacao de pontes de hidrogénio com as carbonilas, de modo que o filtro
pode se maior por maiores periodos em uma geometria 6tima para a permeacao dos ions.

A partir dos resultados encontrados nao foi possivel concluir de forma definitiva qual
ou quais os sitios diretamente responsaveis pela potenciagdo do canal idnico, no entanto
eles indicam a acao de multiplos sitios na modulagdo. A relacdo entre os resultados mo-
leculares microscopicos necessitam de analise mais abrangente, nao apenas das afinidades
individuais, a fim de recuperar o comportamento macroscépico. Para tanto, uma base ted-
rica que considere multiplos sitios, com multiplas ocupancias e em diferentes conformacoes

pode elucidar algum aspecto do mecanismo de acao de anestésicos gerais.
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Figura 4.13: Sevoflurano no sitio do filtro de seletividade do canal i6nico Kv1.2. (A) Visao
aproximada, com énfase no caminho de permeacao dos ions e no anestésico ocupando a
cavidade atras do filtro de seletividade. (B) Visao superior do canal i6nico. (C) Vista
lateral do canal de potassio complexado com uma molécula de anestésico.
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Figura 4.14: Visualizacao de dois canais ionicos, o Kv1.2 G329T e o NaChBac, em diferen-
tes conformacoes, fechada e aberta para o canal Kv1.2 e fechada, pré-aberta e aberta para
o canal NaChBac. No Kv1.2 a conformagao pré-aberta do canal nao é conhecida em deta-
lhes. Os blobs indicam densidades de solucoes de anestésicos gerais. Para o Kv1.2 G329T,
sao indicadas trés regides principais por docking molecular [61], em vermelho a densidade
da regido extracelular proxima ao filtro de seletividade, em marrom as solugoes do sitio na
interface das hélices S4-S5 entre as diferentes subunidades e em amarelo aquelas do sitio
do linker entre as hélices S4-S5. Para o NaChBac, as solugoes encontradas sao resultados
de analise de clusterizacao de simulagao de flooding de sevoflurano que apresenta quatro
sitios de ligagao principais, em vermelho o sitio extracelular, em amarelo o sitio do linker,
em laranja o sitio do gate de ativagao, em verde o sitio na cavidade central e, por fim, em
lilas o sitio das fenestras [9)].
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Capitulo 5

Interacao Molecular entre Ligantes e

Proteinas de Membrana

Proteinas de membrana sao estruturas centrais em diversos fendmenos celulares, entre
elas a transdugao de sinal, a manutencao do potencial de membrana e as trocas de soluto
com o ambiente. Nesse contexto, diversos estudos mostram que uma miriade de ligantes
podem modular essas proteinas, levando a alteragao de conformacao e da resposta funci-
onal dessas estruturas. No entanto, é notorio o intricado mecanismo com o qual ocorre
essa interagao, podendo dar-se por ligagdo em multiplos sitios concomitantemente, com
diferentes afinidades e em distintas conformagoes. Um dos desafios atuais é a predicao de
sitios de ligagao, a fim de possibilitar o design racional de ligantes com afinidades dese-
jadas e, entao, fabricacao de medicamentos especificos. Com este propdsito, um modelo
tedrico abrangente, a partir de primeiros principios, que possa prever afinidades e, enfim,
o impacto funcional da interacdo de ligantes é fundamental para o avango nesse campo.
De importancia para o desenvolvimento dessa area é a contribuicao com a generalizacao
de arcaboucos tedricos bem estabelecidos, como os presentes na descricao da densidade
de probabilidades para ligacao formulados por Roux et al [83] no estudo da ocupéancia da
agua em bacteriorrodopsina, estendendo-os para situacoes de miltiplos sitios e miltiplas
ocupancias. Diferentes canais i0nicos, proteinas constituintes da membrana celular, sdo
alvos desses moduladores. Entre os principais canais envolvidos no mecanismo de anes-
tesia estdao os K2Ps e os canais id6nicos dependentes de neurotransmissores, nao obstante
canais sensiveis a variagao na voltagem também sao participantes [62]. Aqui é apresentado
um arcabougo tedrico em desenvolvimento, com sua aplicacao ainda em progresso. Parte
dos resultados apresentados anteriormente foram utilizados para ilustrar e experimentar

a predicao do modelo.
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5.1 Teoria e Métodos

5.1.1 Sistema Molecular

Para avaliar microscopicamente a afinidade associada a interacdo de um ligante a seu
receptor, pode-se considerar uma solucao diluida constituida por M moléculas. Para tal,
assumindo que o volume de solucao é suficientemente grande e a concentracao de receptor
é pequena, o sistema é composto de um unico canal i6nico R, de forma ao seu centro de
massa corresponder a origem das coordenadas Cartesianas do sistema. Esse receptor é
inserido em uma bicamada lipidica, no entanto, por simplicidade de construgao, assume-se
também que a membrana e o meio aquoso formam um volume homogéneo, o bulk. Inseri-
dos no bulk estao N ligantes indistinguiveis, espagados aleatoriamente, tanto na membrana
quanto em solucao, podendo de ambos os meios particionar para qualquer sitio de ligacao
no receptor. Nessas condigoes, assume-se que o sistema esta em equilibrio termodinamico
com nuamero fixo de particulas, pressao e temperatura definidos, pH neutro, mas na ausén-
cia de voltagem através da membrana. Entao, os ligantes possuem densidade p e potencial
quimico 7 constates, enquanto o canal permanece em um estado conformacional definido
com s sitios distintos para ligacao. Considera-se, ainda, que cada sitio j = 1,2, ..., s possui
um volume discreto 0V}, podendo ser ocupado por 0 < n; < n7'** ligantes. Como esse
volume é bem definido e possui um limite de ligantes que pode comportar, hd entdo um

numero maximo de estados ligados O acessiveis a proteina receptora no sistema, dado pela

S
j=1

expressao maz(0) = (n9*4+1). Assim,a notagao O(ny,na, ..., ns—1, n,) serd utilizada
para indicar um estado especifico O, com exatos n; ligantes em seu sitio correspondente,
em um total de n =ny +ng + ... +ns = 3274 n; ligantes nesse estado.

A energia potencial do sistema U(r™) é funcio dos graus de liberdade associados
a cada um dos constituintes, portanto r¥ = {r_f, ...,m,@,m, ...,m}, no qual 77
denota todo o conjunto de coordenadas Cartesianas dos a&tomos da molécula 7. O célculo
da energia potencial total do sistema molecular é vidvel, todavia de grande importancia
para avaliar a afinidade do ligante pelos sitios do receptor, de forma que a probabilidade

de ligacao depende da energia potencial do sistema em seus diversos microestados.

5.1.2 Constante de Ligacao

A constante de ligacao Ky(ni,na,...,ns), dadas as condigoes definas na segao 5.1.1, do
processo de ligacao de miiltiplas moléculas em um receptor

K.
K_

nL + 0(01,02,...,05) O(nl,ng,...,ns)
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em que O(01, 0, ..., 05) denota o receptor com todos os s sitios vazios e todos os ligantes

no bulk, ¢ uma constante de equilibrio definida pela razao das concentra¢des médias

[O(n1,ng, ..., ng)] :ﬁ
L]*[0(04,0,,...,0,)]  K_

Ky(ni,ng,...,ng) = = Ky(ni,ng, ..., ng) " (5.1)
[
no qual Ky(ni,no,...,ns) é a constante de dissociagdo relacionada ao mesmo processo.
Dessa forma, é possivel descrever a constante de ligagao Ky(ng,na,...,ns) em relacdo as
densidades de probabilidades microscopicas de cada uma das espécies moleculares em
equilibrio. As concentragoes de reagentes e produtos podem ser escritas em forma de
probabilidades, com a probabilidade do ligante livre no bulk proporcional a sua concen-
tracao, piy = [L], e as probabilidades do receptor vazio e ocupado por n ligantes em fun-

¢ao da concentracgao total de receptor, p(01, 0, ...,0,5) = W e p(ny,ng,...,ng) =

[O(m1,n2,...,n5)]

G . Entao

p(ni,ng,...,ng)
Ky(ni,ng,...,n,) = —
pl’igp<017 027 ceey Os)

no qual, novamente, p(ny, ng,...,ns) é a probabilidade da proteina estar no determinado

(5.2)

estado ligado O(ny, ns, ..., n,). Por essa normalizacao a soma das probabilidades de todos
os estados de ligacao acessiveis equivale a um, >, ., ., p(ni,ng,...,ns) = 1.

A medida da probabilidade de densidade p(nq,ns, ..., ns) é fundamental para a devida
descricao da constante de ligacao. Pela distribuicao de Boltzmann, a probabilidade de um
estado do sistema em equilibrio é funcao da energia desse estado em uma determinada
temperatura, pode-se, assim, reescrever a Equacao 5.2,

— — —
_ [ drM[nt(rM) — nylo[ns(rM) — nol...0[nk(rM

S

p(ni,ng,...,ng) (5.3)

_%
[ drM e—ﬂU(”—N})
para o sistema em uma temperatura fixa, 5 = 1/kgT, em que kp é a constante de
Boltzmann. Na Equagcao 5.2, n} (rM) é uma funcio auxiliar que mapeia a quantidade de
moléculas ligadas em um determinado sitio j para uma dada configuracao em funcao dos

*

centroides R;(r™) dos ligantes. Nesse contexto, o niimero de anestésicos ligados, nj, é

s
definido de acordo com as posicoes dos centroides, ﬁl(rM )

J

mh= [ dﬁ[; S(Ry() = B) (5.4)
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Outrossim, a fun¢ao delta de Kronecker

*

— 1, sen:
OO S
0, seni(

)ZTLj.

) # ny.

(5.5)

= E

assegura que a integral no numerador apenas considere aqueles configuragoes microsco-
picas definidas por O(ny,ns,...,ns), enquanto o denominador se estende por todas as
configuragoes possiveis do sistema. O delta de Kronecker foi escolhido em vez do delta de
Dirac, visto ser uma funcao discreta com amplitude 1 para uma condicdo determinada,
enquanto o segundo é uma func¢ao continua com integral de valor unitario.

Por uma visao pratica, determinar a constante de ligagao de um estado, Ky(n1,na, ..., ng),
por calculo direto da Equacao 5.3 é inviavel até mesmo no contexto dos métodos compu-
tacionais modernos. Uma descri¢ao alternativa e pormenorizada da Ky(ny,ng, ..., ng) por
uma visao microscépica pode ser formulada especificando os intervalos de integragao para

regioes bem definidas dos sitios, 6V}, e do volume do bulk

( ) = N! Jswi drt Jsv, dr... Jsv, dr™ Sy N7 [ drM*NefﬁU(rM))
PN, Na, ...,Ng ) = n1'n2'n5'(N_n)' fdrTw)eiﬁU(m)
(5.6)

como resultado da condicao imposta pelos deltas de Kronecker da Equacao 5.3. O pri-
|

meiro fator : ¢ inserido ao considerar as multiplas maneiras de se obter
nilngl.ng! (N — n)!

configuragoes equivalentes em razao da indistinguibilidade dos ligantes, lembrando que

N # n, N é o nimero de ligantes no bulk e n é o nimero total de ligantes vinculados

a proteina. Cada fator, f(svj dr_”; , ¢ uma integral no volume definido pelo sitio j para
todos os n; ligantes nesse sitio, enquanto fy, d?ﬂ é responsavel por considerar todos
aqueles ligantes livres no bulk. O termo [ drM—_N> , por outro lado, nao especifica o espaco,
posto que ¢é referente a todas as outras moléculas no sistema que nao sejam os N ligantes
elencados.

Como a densidade do estado O(04, 0z, ..., 05) também pode ser escrita como

v dr—]&fdrM_Ne_BU(m)
p(Ol,Og, ...,03) = bulk - — (57)
[ drMe=BU™)
e a partir da Equacgao 5.6, pode-se ainda elaborar a Equacao 5.2 como
it nl - N UM
Ky(ns ) = 1 N! Sy, A [sy, dr ;[Vbulk drN=n [ dpM—Ne=BU@™)
Plig nilngl.ng (N — n)! Joi ar [ dTM—Ne_,@U(T—JV})
(5.8)
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em termos de intregagoes em configuracoes especificas dos estados ligados O(ny, ng, ..., ng)
e vazios O(0y, 0y, ...,05) da proteina. Afinal, é obtida uma expressdo bem definida para
a constante de ligacdo para um dado estado em funcao dos fatores de Boltzmann, com
integrais em volumes definidos do espaco, a qual permite elaboragoes adicionais para a

avaliacao quantitativa dessa constante do equilibrio.

5.1.3 Densidade de Probabilidade do Estado Ligado

Na presente formulacgao, como visto em 5.1.2, o conhecimento das constantes de ligagdao

permite obter a probabilidade de qualquer um dos estados ligados

prs eI K (0, g, o )
p(nl,nz,w’ns) _ lig # (5.9)

# o # #
ny +ny +..+n # #
an,njﬁ,...,ns# P 2 ° Kb(nl 7T 5 ey Ts )

#

na qual a notagdo n]” é para permitir referenciar ocupancias na soma por todo o espago
possivel de quantidade de ligantes, independentemente da ocupancia analisada, dessa ma-
neira a normalizagdo se estende desde a o estado de ocupéncia nula O(0y, 0y, ..., 05) até
estados de ocupancia maxima O(nq, na, ..., n).A probabilidade de estado na forma Equa-
¢ao 5.9 é viavel para calculo, em detrimento do grande desafio de obter uma estimativa
pela Equacao 5.3 ou pela Equacao 5.6 dado o imenso nimero de microestados a serem
analisados.

Conhecimento das probabilidades de cada estado é de especial relevancia por permitir
obter médias do ensemble de qualquer propriedade termodinamica do sistema em questao.

Entao, a média de uma propriedade A é dada por

<A> = Z A(nf,nf,.u,nf&)p(n?&’n#’ ,nf)
# L # #

ny,ng ,...,ng

(5.10)

em que A(n?f £ ot é o valor da probabilidade de interesse no estado O(nfﬁ, nf, .. n).

Ty yeeesTls s

Por exemplo, o niimero médio de ligantes (A) nos sitios pode ser estimado por

n)y= > Nt .. nf)p(nf, n¥....n?)

# #
ni,ni,..,nl

(5.11)

em condigoes do equilibrio.
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5.1.4 Calculos de Constante de Ligacao no Contexto da Dina-

mica Molecular

Para avaliar computacionalmente a constante de ligacao, é essencial calcular de forma
acurada a energia livre absoluta relacionada a esse estado, um dos desafios da biologia
computacional. A energia é uma propriedade do sistema, por conseguinte a diferenca entre
a energia em dois estados definidos nao depende de seus estados intermediarios. Para
tanto, o Potencial de Forga Média, do inglés Potential of Mean Force (PMF) elaborado
por Kirkwood, 1935 [57], definido a partir de uma coordenada de reagao A, de tal forma

a ser expresso em termos da densidade de probabilidades no equilibrio na coordenada

definida
In p(A)
B

em que W(A*) é uma constante, pode ser computado pela utilizacdo de simulagoes de

W) =W\ - (5.12)

dindmica molecular e calculos de perturbacao de energia livre. O PMF é uma estimativa
central nos estudo de sistemas moleculares por permitir calcular propriedades do equili-
brio. Assim, considerando o potencial de forca média W(ﬁ)) associado a configuragao
dos n ligantes, de maneira a avaliar seus centroides ]?”) = {]?1> , ]?; e Fn}, a FEquagao 5.8

pode ser calculada por

— —
1 NI Jyvn AR [y, AR WD)
Kb(”lv s ns) — n 1| ] ] — - (513)
Pl M2l . n (N — n)! Jyi ARN e=8W(RY)
com o PMF definido como
— — — — — = -
owqty _ ] ATOIRI(T) — Ra] [ dT0[R(75) — Rol... [ dRO(RA(T) = R fy dr e 200
= — — —
[ARORE(T) — RE) S dFORATE) — RE). | ARO[ (R — BE) fy di™neptot™)
(5.14)

em que a energia potencial de referéncia U,(r™) é determinada para o sistema com todas
as_ir>1t%>(;6€s dos n ligantes com as demais moléculas do sistema desligadas. O conjunto
{R#,R;é£ , ..., R7} & referéncia para posigoes arbitrarias dos n ligantes no sistema. Por
esta defini¢ao, o potencial de for¢ca média, W(}?”}), corresponde a variacao de energia livre
associada a transferéncia dos n ligantes da fase gasosa para seus sitios correspondentes.
Pela definicao adotada, o potencial de forca média para apenas um ligante W(EZ) para
qualquer pgsigéo R; no ambiente do bulk é proporcional ao potencial quimico 7, de modo
e~ BW(R:

que ) = ¢ FF_ Entao, a integral avaliada no volume do bulk isotrépico, por nao

depender da direcao a ser analisada, e homogéneo, por nao diferenciar sua posi¢cdo no
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espaco, relacionada a Equagao 5.13 torna-se
T3 —- = = = = _
/V dﬁe—BW(R ) /V deng...ane_ﬂ[W(Rl)+W(R2)+“‘+W(R")] — Vbzlke—ﬁn# (5.15)
bulk bulk

dado a fraca influéncia entre os ligantes em um volume de solug¢ao grande em condic¢oes
— — — —
diluidas, W(R") =~ W(Ry) + W(Rz) + ... + W(R,,). Portanto, a Equagao 5.13, torna-se

— — ;
1 N1 Jyv AR [y, AR e PWED) 16
Kb(nl, ...,ns) = ] | | " “Bnn ( : )
Plig Ml . n (N —n)! Ve

lembrando que [L] = pjig = N/Viuk, a equacao pode ser simplificada ainda mais. Por-
quanto, para o limite termodindmico, no qual para um grande volume V' — oo, tao grande
sera o nimero de particulas do sistema, de maneira a razao entre os dois valores perma-

. . s , . !
necer inalterada, compara-se N > n, assim é factivel aproximar 2~ ~ N™. O fator

(N—n)!
1 N' v N™ v ~ 4 :
L . = b T S€ reduz a W A Equacao 5.16 é reescrita
lig nq!ngl..ng! (N — n)! s s
como
Ky(ny,...,ng) =
— — > 5.17
_L [ w4 / dRNT" / RV N ¢80V () 40
nilnsgl.ng! Jsw 6V Voutk

5.1.5 Detalhes Computacionais dos Calculos de PMF

E possivel calcular o potencial quimico e #"# sem grandes entraves. Pelo método de
perturbagao de energia livre alquimico (FEP), por exemplo, é possivel estima-lo por aco-
plamento ou desacoplamento do ligante em solucao aquosa. Por outro lado, avaliar o
PMF, W(RM), pode ser uma tarefa complicada caso ndo seja conhecido o conhega o
caminho tomado pelo ligante até o sitio de acordo com a coordenada de reagao. Logo,
métodos AFEP sao muito utilizados nessas situa¢oes. Nessa abordagem, o ligante é re-
versivelmente desacoplado do sistema, ou seja, sdo desligadas suas interacoes com o meio.
Todavia, por ndo mais possuir as interagoes nao ligadas, a molécula pode movimentar-se
livremente por todo o sistema, de forma a escapar do volume definido do sitio. Por nao
mais se restringir a regido de interesse, ha dificuldade em acoplar novamente o ligante
no exato volume do sitio. Como solucao para esse problema, é comum a ado¢ao de um
potencial auxiliar externo para garantir amostragem correta na cavidade estudada. Um

dos potenciais que podem ser utilizados é o potencial harmdnico aplicado ao ligante

1
u(R) = ikj[ﬁi ~ R (5.18)
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- i = " L N
em funcao de uma posicao de referéncia R;* no sitio de ligagdo. Consequentemente, a

reacao de acoplamento do ligante L ao sitio no receptor R

Ly R

LR

¢ adicionando um passo intermediario com a aplicagdo de um viés

Ly R LR — [*R LR
Portanto,
| Rt AR e P
o oV
—> —_— — —
[t [ d TR <R .../ AEARR) = R 4 S
§Vh sy, N N—n M-N, ﬁ[Uo Z R)]
Jdr? [dr fd'r’
deNdeN ndeMN 5Uo Z U(R B
—) > -
[ AT SRR — Ry)... [ dF o Ry < - fy, N dr= [ V=N =800 ()
—_— — =
[ i[O = R RO — R, 7 e )
%] sy, fd’f’NdeN nfd’f’M N —BlUo(r +Z U R)]
fdr_fe*ﬁ fdrnG*BU (F)
— — = =
[ dFLS[RA(T) — Ril... | dF8[RL(7)) — Ry
2T 3 — —
2. dR™ ... dR"™-
(Z:H1 Bk:i) Vi Vs
T
| dFS[RE(R) — Ry S dm[f?n(m R, fvb AP AT AU

| S T )=

(T )t ™™ (519)

=1

%
onde W*(R") é a energia livre de n ligantes ocuparem sitios especificos em relagdo a
um estado no qual esses mesmos ligantes estdo na fase gasosa (desacoplados). Ja (%)%
representa o volume efetivo dos ligantes nos sitios. Esse fator é obtido por resolugao da

segunda igualdade na Equacao 5.19, de forma que é transformado (7"?) — (}?1> , 07, I_">) de
ﬁ

. =7 . ~ . .
acordo com os centroides R", as orientacoes w” e graus de liberdade internos I™ dos n

_>
ligantes. Nesse caso, o Jacobiano da transformacgao nao depende dos R" graus de liberdade

j

%
permitindo que as contribui¢oes de w™ e I"™ sejam canceladas. Assim é obtido

1 HCO(QW

—BIW* (R —ni)
ptnalmad L ok )2e (5.20)

K(ni,ng,...,ng) =
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5.1.6 Constante de Ligacao para Sitios Independentes

Para o caso especial dos sitios de ligacao serem independentes, de forma que a presenca
%
de ligante em um sitio nao influencia a afinidade por outro sitio, o PMF W (R") para o

estado no qual n moléculas estao ligadas ¢ o somatério

>

R R R™) ~ W(R™) + W(R™) + .. + W(R™ (5.21)

W(RM) = W(
Dessa maneira, a constante de ligagdo Kjp(nq, na, ..., ns) pode ser formulada como o produto

de constantes do equilibrio independentes
Kb(nl, Nno, ..., ns) = Kb(nl, 02, ceey Os) : Kb(Ol, Nog,y ...y 05) T Kb(Ol, 02, ey ns) (522)

onde ) ,
o T3 < onT _
K 0g,...,05) = — 31— BIW*(R™M)—n1f]

b(n1, 0g, ..., 05) nll[g<ﬂki) Je

1 n2 27T§
2

—pB[w* R—n> —no it
Kb<017n27"'708) = E[g(ﬂkl) ]6 Al (R"2) 7l (5 23)
1 72" W)_”sm

Kb(01,02,...,n5) = [H(ﬁk>%]6_’8[w*(

ne! iy
denotam as constante de ligacao especificas para a ocupancia de n; ligantes apenas no
sitio j da proteina, enquanto os outros s —1 sitios permanecem sem liga¢gdo da molécula de
interesse. Nesse cenario, € possivel calcular constantes de ligacao por uma série de calculos
de energia livre independentes e concomitantes, utilizando otimamente recursos compu-
tacionais disponiveis para estimar as afinidades de ligacao individuais, as quais poderao
ser multiplicadas a fim de fornecer constantes de ligacdo para estados mais complexos.
Assim como as constantes de ligagao, as densidades de probabilidades podem ser
obtidas para cada sitio individualmente, p(n;) é derivada de K (04, ...,0;-1,7;,0j11, ..., 05)

simplesmente por

Pan(()l, ...,Oj,l,nj, OjJrl, ---705)
Zn;‘ pan(Ola ceey Oifl, nf, Oi+1, ceey 03)

p(n;) = (5.24)
do estado 0(01, ceey 0j—17 ng, 0j+17 ceey Os)

5.1.7 Energia Livre de Ligacao

A energia livre de ligacado absoluta é associada a constante de equilibrio em condigdes pa-

drdo. Portanto, a energia livre absoluta AG®(ny, na, ..., n,) para o estado ligado O(ny, na, ...

4
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AGO(nla T2, ..., ns) = _kBTln[Kb(nla T2, ..., ns)(O[))n] (525)

definida como a energia livre de ligacao de n com o receptor, a partir de um sistema de

referéncia com concentracao padrao C° = 1M = Como derivada nas equagoes

560K
da 5.1.2, Ky(nq,na, ...,ns) possui unidades de densidade A" dependente do nimero n de
moléculas ligadas no estado estudado, por isso a necessidade de multiplicar pela concen-
tragao padrao (C°)™ para definir a energia livre absoluta de ligagao como o logaritmo da
quantidade adimensional Ky(ni, ns, ..., ns)(C°)". Pela equacao (Equacio 5.20), a energia

livre

2T
Bkz

1
nilng!...ng!

(5.26)

)?] — kpT In]

AG°(ny,ng, ...,n,) = [W*(ﬁ) —nfi| — kT In] H C(

possui trés contribuigoes principais:

_>
[W*(R™) —np| A variagdo de energia livre de retirar n ligantes da fase gasosa para as

regides dos sitios do receptor com auxilio de potenciais de restrigao.

[ — kT In [T} CO( 27 )’]] A diferenca de energia livre relacionada a restri¢do imposta

pelo potencial harmonlco em relacao ao volume ocupado quando livre em solucao

[— kT In| Energia livre dada a degeneracao dos estados obtidos

n11n2| s I]]

Para o caso de apenas uma molécula estar ligada em um determinado sitio j do receptor
enquanto as demais cavidades mantém-se vazias, a Equacao 5.26 torna-se mais simples
e ¢ a formulagdo mais comum para os calculos de FEP, AG%(n; = 1) = [W*(ﬁ) —a] —
kgT In| ‘”‘et“’”].

5.1.8 Densidade de Probabilidade Dependentes da Posicao

Assim como formuladas as derivagoes de probabilidades para cada estado ocupado do
receptor por ligantes, p(nq,na,...,ng), é possivel explorar as densidades de probabilidade
para posicoes no espacgo dos ligantes do sistema p(ﬁ), tal que p(ﬁ) é a probabilidade de
qualquer ligante 7 ocupar a posicao ﬁ no sistema, independente da posicao dos N — 1

outros ligantes. A densidade de probabilidades em funcao da posicao é entao

(R = = [ ar sl - Fpe e (5.27)

deMe s

onde N considera que qualquer um dos N ligantes indistinguiveis pode estar na posicao

de interesse ﬁ No numerador hé uma fung¢io delta de Kronecker a fim de restringir a
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integracao a apenas os microestados em que ha um ligante na posigao ﬁ, de outro modo
o denominador abarca todos os microestados possiveis para o sistema. Em atencao ao
fato do volume do bulk ser homogéneo, nao héa separacao entre a fase aquosa e o lipidio.

Os ligantes, entao, possuem uma densidade definida no bulk, pyg, tal que p(ﬁ) simplifica

a
(R), YE3sV,
Pligs demais casos.
para pj(ﬁ todo sitio j = 1,2,...,s da proteina receptora. De forma a ser mais facil

estimar p(ﬁ ) pelo conhecimento dessas densidades de probabilidades sitio-especificas.

Assim

=1

nmaz

oi(R) = /d M Z S[n; (M) — | S[R (M) — R)em e (5.29)

a pj(ﬁ) ¢ a probabilidade do ligante ocupar um ponto do espago 0V, delimitado para
o sitio j. Nesse caso, sao utilizadas duas func¢oes delta de Kronecker. A primeira como
uma funcao auxiliar a fim de facilitar a formulacao da Equacao 5.30, ja que o somatério
sempre sera um valor unitario para qualquer microestado avaliado. Enquanto a ouga é
aplicada a fim de assegurar que, no numerador, para um microestado descrito por ", a,

integracao s6 o contabilizara se o ligante ¢ estiver no sitio. Multiplicando a Equacao 5.29
@ g{n (1) —n e ™)

drT/}é[n (M) —n]e-BUG)

max — — — — —

vl L drMans (M) — nj]e*BU(’”—MS JdrM[8[ns (rM) — nj]](;[}_%Z(rM) — ﬁ]e*BU(’"—N})
pi(1t) = — — — — —
n;=0 JdrMe=pUE) d?“M(S[n;(rM) — nyle=PUCM)

pode-se rescrever pj(ﬁ) em funcio da probabilidade do estado

max
n

ﬁ Z p(1;) - pn,( ﬁ) (5.31)

no qual pnj(ﬁ) ¢ a densidade nos arredores do sitio j quando ocupado por exatas n;
moléculas, bem como p(n;) é a probabilidade do estado com n; moléculas, como expresso
na equacao Equagao 5.24.

Como formulado, pnj(ﬁ) descreve a densidade local do ligante no equilibrio, espe-

cificamente para o sitio j, condicional ao nimero de ligantes no sitio n;. Nesse caso, a
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probabilidade pnj(ﬁ) satisfaz

—
/ dRp, () = n; (5.32)
%
Por outro lado,
p(nj) = Z 5[71; o n]’]p<n>{> n;’ s n:) (5.33)

* * *
Ny NG

denota a densidade de probabilidade do sitio estar ocupado por n; ligantes independente

da ocupéncia nos outros s — 1 sitios, assim a partir da Equacao 5.9

5[”? ]pl(zgnan?“ y Mg )K 7117”2, n:)

St s
ny,ng,...,n3

£l

plny) = (5.34)

D ont ket pl(ignl7n27"'7 DK (ni,ns,...,n3)
¢ possivel ser obtido diretamente da constante de equilibrio K(ng,ns,...,ns) do estado
O(nq,na, ...,ns). Quando os sitios sdo independentes, essa probabilidade pode ser expressa,
pela Equacao 5.24.

Assim como a densidade de probabilidade dos estados permite avaliar propriedades
médias do sistema, também pode-se alcancas-las a partir das probabilidades espaciais.
A Equagao 5.28 e a Equagao 5.31 estabelecem uma clara relacao entre a densidade de
probabilidade espacial e a densidade de probabilidade dependente de estado. Ambas
envolvem o conjunto de constantes do equilibrio K(nq,na,...,ns). Por esse resultado é
possivel combinar a densidade de probabilidade de estados de miultiplas ocupancias do

receptor em p(ﬁ) Nesse contexto,
— / B AR (A)p(R) (5.35)

é a expressao para se obter a média do ensemble de qualquer propriedade termodinamica

do sistema A(ﬁ) de acordo com a posicao do ligante. Em particular, vale ressaltar que

(n) = /W dRp;(R) (5.36)

S

(n) =2 (ny) (5.37)

j=1
correspondem, respectivamente, ao nimero médio de ligantes em um tunico sitio j e em
todo o recepetor no equilibrio. Por fim, no entanto de grande relevancia para comparagao
com experimentos de alta resolucao, a Equacao 5.28 e a Equacao 5.31 sao uteis para

analise de projecoes espaciais. O perfil de densidade dos ligantes ao longo do eixo de
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simetria do receptor, eixo Z perpendicular a membrana, pode ser obtido por

p(z) = /bu!k dﬁé[z*(ﬁ — 2] puig( ﬁ )+ Z / ‘dﬁé ﬁ — 2] p](ﬁ)] =
(5.38)

Apig + Z Z p(n; /5 dﬁ(5 ﬁ pnj(ﬁ)

Jj=ln;=

em que A = Az - Ay é a area total do sistema ao longo dos eixos x e y Cartesianos,

perpendiculares ao eixo da projecao que esta sendo avaliada. A funcgao delta de Kronecker

, sez* ﬁ =z
5[*(R) — 2] = ; E ]_%i# (5.39)

garante a avaliacdo apenas se a regiao ﬁ estiver compreendida superficie correspondente

ao valor escolhido do eixo z .

5.2 Impacto no Equilibrio das Conformacoes por In-

teracao com Ligante

Investigar a associacao entre a ligacao de uma molécula e seu impacto no funcionamento
do receptor é complexo pela miriade de forgas intermoleculares envolvidas e as mudancas
de conformagao resultantes. Contudo, a simples interacao entre o ligante e o receptor
nao é garantia de modificacdo na atuacao molecular de sua proteina, nem ao menos para
determinar a efetividade de uma droga, por exemplo. Para apurar o impacto funcional
da interacao do quimidtipo, sera considerada a situacao de um receptor proteico com
multiplas conformacoes. Especificamente, serd utilizada uma anélise do ciclo termodina-
mico de ligagdo para quantificar o impacto da ligagdo na energética de um canal i6nico
dependente de voltagem. Dessa forma, levando-se em conta o sistema ilustrado na 5.1.1,
nao obstante considerando o canal i6nico dependente de voltagem como um receptor em-
bebido na bicamada lipidica e submetido ao potencial elétrico de Nernst. Esse potencial
de membrana ¢ induzido pela distribui¢do assimétrica dos ions na entre os meios intra e
extracelular. Ja que a membrana celular é uma barreira para a difusao desses ions, ha um
gradiente de concentracao e elétrico, originando o potencial de Nernst. A proteina possui
uma natureza capacitiva, ou seja, nao ha uma grande liberdade dos ions em sua constitui-
¢ao basica, como ocorre com elétrons delocalizados em estruturas metalicas, dessa forma
o potencial de Nernest induz um diferenca de potencial V' nao somente pela membrana,

mas também pela regiao do canal.
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Primeiramente, denotar-se-4 todas as coordenadas Cartesianas do sistema como 7,

em seguida os atomos especificos d%roteina como r", de tal forma que os graus de
liberdade restantes sdo dados por 7™ ~F. Por conseguinte, a energia potencial do sistema
é governada por trés contribuigoes principais U (77‘7[> )=Ur")+U (W )+ U ('r’? : m )
sendo que U(rf, U(rM=P) e U(r?),r=-F) sio, respectivamente, a energia interna da
proteina, a energia interna do ambiente e, por fim, a energia de interacao entre a proteina
e o ambiente. Por essa definicao, para uma conﬁ%ura(;éo microscopica fixa da proteina, r*,

a energia livre dessa proteina de membrana F'(r", V') em fun¢ao da diferenca de voltagem

V
I TP o= BIUGP U TP )40 (P P

e_ﬁF(T?J/)
I dTM—?e—,BU(rM—ﬁ)

(5.40)

é dado pela energia potencial da proteina e seu acoplamento com o meio. Note que a
integracao ocorre pelas coordenadas Cartesianas dos a&tomos que ndo compoe a proteina

rM=P A energia livre I’ (7"? , V) pode ser decomposta em dois fatores

FOP VY = FOP,0) + VO(Y) (5.41)

uma energia quimica e a outra relacionada a voltagem do sistema, de modo que Q(?) é
a quantidade de gating charge para essa conformacao, nesse sentido a energia potencial

efetiva é

Usss = UGP) + QP (5.42)

quando ha acoplamento ao potencial de membrana V, tendo a proteina uma carga efetiva
Q(r"). Para os canais i6nicos dependentes de voltagem, esse é um dos principais descrito-
res de seu funcionamento e esta relacionado com alteracoes estruturais nessas proteinas,
movimentacgao de residuos, de forma que hélices sao transladadas, modificando a confor-
macao do canal. Entdo, para uma conformacao especifica da proteina ?, estabelecida
para um conjunto de configuragoes que satisfazem sua definigao 7 = ﬁ(ﬁ ), assim é

estipulada uma funcao delta de Kronecker

-

1, se r'esta contido nas configuracoes possiveis de?
Sy () = V] = 5 SHIACoe b (5.43)

0, se r"nao estda contido nas configuragoes possiveis de?

A partir da Equagao 5.40, a energia livre nessa conformagao especifica é proporcional a

BEEY) / a5y () — V]e-AUeP e (5.44)
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A probabilidade da conformacao ? em uma determinada diferenca de voltagem V' é

e_ﬁF(77V)

IO<77 V)=

(5.45)
/ d?“?e—BF(T?vV)

tal que a normalizacao ocorre de acordo com a fun¢ao de particao por todo o conjunto de
conformagoes possiveis do canal. Para facilitar o problema, pode-se considerar um canal

ionico dependente de voltagem com apenas dois estados conformacionais bem definidos,

XeV,
¥ 7

porquanto a Equagao 5.45 se resume a

c—BF(Y.V)

oY, V) = (5.46)

e—AF(XV) 4 o=BF(Y V)

em que e’F Xv) ¢ definido para a conformacao ? assim como feito para 7 em Equa-
¢ao 5.45. Ao definir a diferenca de energia livre dada a aplicagao de tensao elétrica através

da membrana

_J ar’ 5[57207 ) — Y] AlUeP+aeV]

AT Y) (5.47)
[ drPe-8UG")
a probabilidade de densidades, visto Equacao 5.46 entao é
—BIF(Y 0)+AF(Y V)]
oY, V) = - (5.48)

e BIEX0+AFR V)] 4 o—BF(Y 0)+AF(Y V)

em termos da energia energia livre quimica dependente de estado F' (Y, 0)eF (7, 0)eo
excesso de energia livre conforme os estados AF (Y, V)eAF (?, V). Os termos indepen-
dentes de voltagem, F (?, 0) e F (7, 0), correspondem a energia potencial microscépica
da proteina e suas energias de solvatacao, tanto polar quanto apolar, enquanto as contri-
buicoes dependentes de voltagem, AF (Y, V)eAF (7, V'), sdo proporcionais a voltagem
e a carga efetiva da proteina em seu respectivo estado conformacional. Para simplifi-
car a Equacgao 5.48 é possivel verificar que a razao entre as probabilidades dos estados

conformacionais é

_or(?,
p(Y,V) _erdv) e BET0-FR 0] -BV@QE)-Q(V) (5.49)
p(X, V) eV
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em que Q()?) - Q(?) = AQ ¢ a diferenca de gating charge resultante da mudanca na

carga efetiva da proteina em cada estado conformacional, assim
AF(Y,V) = AF(X,V) = VAQ (5.50)

Para um potencial especifico, denominado V} 2, metade das proteinas estao na conforma-

¢ao ? e a outra metade no estado Y, de modo que

P(Ya Vl/2)

P( i ) ‘/1/2)
portanto
F(Y,0) = F(X,0) = —VipAQ (5.52)
assim, a constante de equilibrio, independente da voltagem, entre os estados conformaci-
onais é
K(V =0) = 280 (5.53)
Logo, dividindo todos os fatores da direita da Equacéo 5.48 por e #IF (V. 0)+ar (?’V”, obtém-
se a conhecida equacao de Boltzmann de dois estados
7 1
(¥, V) = (5.54)

1 4+ ePV—V1/2lAQ
A constante do equilibrio entre os estados Y e 7 de acordo com o potencial elétrico é

K(V) = ?Z E7 ;3 = e~FlV-VilaQ (5.55)

Agora, ao considerar o canal i6nico em um ambiente com ligantes, pode ocorrer alteragao
nas probabilidades entre os estados. Entao, o efeito do ligante é analisado por meio
da analise de um ciclo termodinamico com todos os estados de ligacao da molécula na
proteina de membrana incluindo o estado nao ligado. Nessa situagao, as densidades de

probabilidades das conformacoes da proteina sao

p(X,V) = Yo p(na,ng, .y, X, V) (5.56)

p(?, Vi= > p(ning,.ons, 7, V) (5.57)

em que as probabilidades de cada estado podem ser reescritas as probabilidades de acordo

com a probabilidade do estado de referéncia p(0q,0s, ..., O, ?, V), lembrando da Equa-
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¢ao 5.2 em que p(nq,na, ..., ns,y V) = Ky(nq,na, ..., ns,? V)- pllg p(01, 09, ..., Os,? V),

por exemplo

(01,05, ...,0,, Y, V) (01,05, ..., 05, X, V)
p(11,09,...,0,, Y, V) 11,02,...,03,7,V ) prig - K(V)p(01, 0, 0, 05, X, V)
11,12,.. 03,7 V 11’12’”.7387273) 'K<117027"'705777v)pl2ig'K(V)p(017027"'7

K(11,02,...,

(5.58)
As fungoes de particao que se estendem por todo o conjunto de estados ligados para

as conformagoes ? e sao

lig s

Z(nljnz,---,”w)_(}): Z Pn1+n2+ +nsK( 1o My ey T ?) (5.59)

lig s

Znn,n, V)= Y i K (g g, V) (5.60)

* K *
7L1,TL2 ..... Ng

de tal forma que

p(? %) 7 V) K(V) - Z(ny,ns, ...,n8,7)

7 V) + p( } V) nl,ng,...,ns,}) —i—K(V)Z(nl,ng,...,ns,?)
(5.61)

simplifica a

1
Y.V
p( ) = 1 4 Zmna,.ns, )_f)eﬁAQ[v Vi o] (5.62)

a equacgao de Boltzmann de dois estados, com a contribuigéo adicional da energia livre de
ligacao
PAAGyina _ Z(n1,ng, ..., N, Y)

Z(n17n2,...,n8’7) (5.63)

5.2.1 Efeito de Multiplos Sitios no Gating do canal Kv1.2 Sel-
vagem

Como forma de desenvolver uma primeira ilustracdo para o esquema anteriormente des-

crito, sao aqui apresentados resultados preliminares de modulacao do canal Kv1.2 por

sevoflurano. A partir dos resultados, como as liberdades rotacional e translacional, além

das energias encontrados pelo método do LIE, foi possivel estimar as constantes de ligacao
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para diferentes estados ocupados do canal pela Equagao 3.19 assumindo independéncia
dos sitios, semelhante a Equacao 5.23, e com base no somatério das energias livres de

ligacao (Equagao 5.21), de modo que

L (V)" OV (80)™ . (00.)"™

[W(nl,...,ns)—nﬂ] (564)
nyl..ng! (8m2)n

K(ny,ng,...,ng) ~

e assim

0U)™ _gwe (@)

Kb(nl, 02, ceny OS) = —

—
R"2)—nap]

T
Kb<01,n27...,08) = 7( ) " 2) eiﬂ[W ( (5 65)
2 .

(V)™ - (09)™ sty ()
Kb(Ol,OQ, ...,TLS) = /n/'( )(871—571 ) e BIW* (R™®)—nspl

e, consequentemente, aplicando a Equagao 5.9. A distribuigao dos ligantes no canal i6nico
foi computada levando em conta os resultados obtidos por docking molecular. Além disso,
a densidade considerada foi como aquela calculada para as interagoes do ligante livre em
solucéo, ou seja, de uma molécula em uma caixa de dgua de aproximadamente 70A de
lado.

Diante desse arcabougo tedrico, foram estimadas as densidades de probabilidades dos
estados ligados para a molécula de sevoflurano no canal Kv1.2 selvagem. Nessa analise,
foram considerados apenas os sitios 3, 5, 9 e 12, pela disponibilidade das informacoes.
Por conseguinte, como formulado em Equagao 5.24, a probabilidade de um determinado
numero de ligantes estar interagindo com o canal difere de acordo com a conformacao
(Figura 5.1 e Figura 5.2).

A distribuicdo de ligantes nas conformagoes se distinguem essencialmente na quan-
tidade de anestésicos nas cavidades. Os estados mais provaveis na conformacao aberta
apresentam um total de trés ligantes com interacao com o canal, enquanto para a con-
formacgao fechada esse niimero sobe para quatro ligantes. H& maior espalhamento das
probabilidades no canal fechado. O maior nimero de ligantes na conformagao fechada
pode pesar mais para essa conformacao, no entanto a maior probabilidade de ligacao dos
trés sevofluranos na conformacao aberta contribuiu mais para a particio de energia de
cada estado. Ao considerar as particoes, foi estimado uma reagdo macroscopica consoante
as afinidades encontradas por aplicagao da Equacao 5.63 (Figura 5.3).

A tendéncia obtida para a curva calculada (azul em Figura 5.3) vai ao encontro do
resultado experimental com sevoflurano, de forma que em menores voltagens a condu-
¢do é maior que na auséncia de sevoflurano. Contudo, ¢é facil notar que a curva nao é

tao deslocada para voltagens negativas quanto o resultado experimental na presenca do
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Figura 5.1: Probabilidades de diferentes estados ligados do complexo Kv1.2/Sevoflurano,
na conformacao aberta, de acordo com o nimero de anestésicos ancorados.
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Figura 5.2: Probabilidades de diferentes estados ligados do complexo Kv1.2/Sevoflurano,
na conformacao fechada, de acordo com o niimero de anestésicos ancorados.

anestésico. Ademais, ndo houve aumento da condutancia maxima. Esse comportamento
ocorre principalmente por considerar apenas duas conformagoes, a aberta e a fechada. Ao
considerar, também, as conformacoes pré-aberta e os estados inativos poderia ser possivel
reproduzir de forma mais exata a curva experimental. Além disso, nao foram investigadas
as ocupancias multiplas de cada sitio, sendo estes encontrados em simulacoes de flooding
com energias aprecidveis. [81] Incluir as afinidades de ligagdo de uma segunda molécula

em um mesmo sitio poderia modificar a probabilidade para conformacoes que propiciam
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1.4

— Computado
— Experimental sem Sevoflurano
— Experimental com Sevoflurano

1.2
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Figura 5.3: Relagao entre condutancia e voltagem para o canal idnico Kv1.2 selvagem na
presenca e na auséncia de sevoflurano. As curvas vermelha e verde sao resultado de dados
de eletrofisiologia [61], j& a curva azul é o resultado de célculo do canal com interagao com
moléculas de sevoflurano. Valores de V5 e gating charge para a curva calculada sao dados
pelos pardmetros encontrados experimentalmente do canal na auséncia de anestésico..

um maior volume de sitios efetivos.

Com as distribui¢oes espaciais, juntamente com as probabilidades dos estados, foi
calculado o perfil de densidade dos ligantes em um eixo paralelo eixo de simetria do canal
i6nico, o eixo Z (Equagao 5.38, Figura 5.4). O perfil de probabilidades voltada para o meio
extracelular é consideravelmente mais conspicuo na conformagao aberta, contrariamente
a conformacao fechada é pautada por maior distribui¢cao na regiao no linker S4-S5. Esse
comportamento é resposta aos resultados de distribuicao obtidos pelo docking molecular.
O pico mais agudo de probabilidades na regiao do filtro de seletividade é acentuado pela
boa afinidade encontrada para o sitio atras do filtro de seletividade. Esse resultado além
de ilustrar como seriam as interagoes do sevoflurano com o canal de forma tridimensional,
podem indicar uma comparacao com resultados de interferometria quando projetados no
eixo 7Z ([42]).
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Figura 5.4: A esquerda, canal i6nico Kv1.2 selvagem, nas conformacoes aberta e fechada,
em destaque as ocupancias obtidas pelas solugoes gerados pelo docking. Em azul estao as
solugoes dos sitios do linker S4-S5, em preto os sitios de interface entre subunidades em
S5-S6 e em lilas a cavidade atras do filtro de seletividade. A direita, perfil de densidades
no eixo 7 de acordo com as ocupancias encontradas por docking molecular e afinidades
dadas pelo método LIE.
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Capitulo 6
Conclusao

Neste trabalho foi avaliado o padrao de ligacao do anestésico geral, sevoflurano, no canal
dependente de voltagem Kv1.2. Com base em resultados encontrados por eletrofisiologia,
foi também estudada uma isoforma do canal Kv1.2, a qual apresentava uma mutacao
pontual no residuo 329 de glicina para treonina, que confere maior sensibilidade ao anes-
tésico. Para estas finalidades, foram empregadas técnicas de dindmica molecular, em
conjunto com docking molecular para exploracao dos modos de ligacdo do sevoflurano e
a metodologia do LIE para calculo das energias livres de ligagao.

Pode-se perceber que tanto o canal Kv1.2 quanto o Kv1.2 G329T possuem menor flu-
tuacgao estrutural na conformagao fechada, visto a maior estabilidade dessa conformagao.
Ademais, no canal mutante, a regido entre a porc¢ao final do linker, a qual esta relacionada
ao acoplamento da movimentacao do dominio sensor de voltagem com o poro, e a do ini-
cio da hélice S5 foi ligeiramente mais estavel. Esse comportamento modifica o equilibrio
conformacional do estado pré-aberto, de modo que sitios de ligacao podem estar mais
disponiveis com essa mutagao. Estudos da cinética do gating do canal mutado poderiam
evidenciar de forma mais clara o impacto da mutagao na estrutura.

Foram identificados doze sitios de ligacao, espalhados em quatro regioes da proteina,
a extracelular, a do linker S4-S5, do dominio sensor de voltagem e da cavidade central.
Célculos de docking molecular indicaram ligacao conformagao dependente dos conjuntos
de sitios do linker e da regiao extracelular. Na conformacao aberta, foram encontrados
maior nimero de modos de ligagao nos sitios proximos ao filtro de seletividade, enquanto
na conformacao fechada as solugoes ficaram dispersas na regiao do linker, tanto no canal
selvagem quanto no mutado.

Foi possivel verificar que o docking molecular da forma como utilizado nesse trabalho
pode prover boas estruturas do anestésico ligado ao canal idnico, no entanto as energias de
ligacao fornecidas nao estao entre as mais acuradas. Assim, os resultados do docking foram

importantes pela auséncia de estruturas cristalograficas do complexos, proporcionando as
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estruturas iniciais para metodologias mais rigorosas de afinidade.

As estimativas da energia livre de ligacdo para os quatro sitios, dois no regiao linker
e dois na regiao extracelular, indicam que a modulacao positiva do canal por sevoflurano
ocorre por dois processos distintos e envolve multiplos sitios. O aumento da condutancia
em menores voltagens possivelmente ocorre por interagoes alostéricas em muiltiplos sitios,
alterando a estabilidade de um estado pré-aberto nao condutivo, o qual é mais conspicuo
no canal mutado. J4 o aumento da condutancia maxima pode ocorrer por ligagao ao sitio
atras do filtro de seletividade, estabilizando conformagoes condutoras.

A associacao entre as afinidades encontradas e resultados macroscépicos de alteragao
da relacao condutéancia/voltagem nao é direta. Por conseguinte, foi utilizado um esquema,
tedrico que considera a relagdo de multiplas interacoes de varias moléculas do anestésico
com o equilibrio de diferentes estados do canal i6nico. Por aplicagao desse esquema com
as constantes de ligacao encontradas para o canal Kv1.2 selvagem pela metodologia doc-
king/LIE, foi obtida a mesma tendéncia de modulagao de dados experimentais. Contudo,
h& necessidade de refinar os calculos, de modo a considerar outros estados conformacionais
relevantes e multiplas ocupancias para um mesmo sitio, a fim de conseguir reproduzir com

sucesso a relagdo entre condutancia e voltagem na presenca do anestésico sevoflurano.
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Capitulo 7

Perspectivas e Trabalhos em

Andamento

7.1 Estados Conformacionais de Canais de Potassio

Dependentes de Voltagem

Diversos estudos tém se concentrado na elucidagao das estruturas inativas de canais i6ni-
cos. [93, 76, 23] A cristalizagdo ou boa definicdo de modelos dos estados inativos podem
ser essenciais para a investigacao a nivel molecular do mecanismo de acao de anestési-
cos gerais. Explorar os diferentes sitios e afinidades nessas conformacoes pode ajudar a
esclarecer o efeito experimental de aumento de condutancia méaximo do canal Kv1.2 por
sevoflurano. O sitio na cavidade na regiao atras do filtro de seletividade parece estar
intimamente associado a estabilidade de estados condutores do canal iénico (Figura 7.1).
Para confirmar a hipétese, estudos futuros de energia livre entre os estados condutores e
nao condutores do filtro de seletividade, assim como descri¢ao da hidratacao se mostram
indispensaveis. Além disso, melhor descricao dos estados intermediarios entre as confor-
macao de repouso (dominio sensor de voltagem inativo e poro fechado) e aberta (dominio
sensor de voltagem ativo e poro aberto) sdo cruciais para analisar com mais detalhes a
forma como a mutacao G329T modifica a sensibilidade do canal Kv1.2.

Nesse intuito, uma simulagao do canal Kv1.2 selvagem na auséncia de qualquer viés,
em que a cavidade atras do filtro de seletividade em cada subunidade é ocupada por
uma molécula de sevoflurano, esta sendo estendida e analisada. De forma preliminar, sdo
averiguados dois padroes de ligacao principais, nos quais o anestésico permanece ligado
por toda a simulacdo. Em um deles a molécula de sevoflurano impede a presenca de
moléculas de agua, de forma que na maior parte da simulacao o sitio fica protegido. No

outro padrao, ha entrada de moléculas de dgua que ocupam concomitantemente o sitio
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Figura 7.1: Detalhes de uma molécula de sevoflurano no sitio do filtro de seletividade de
uma subunidade do canal i6nico Kv1.2. E possivel perceber a cavidade correspondente a
esse sitio em outra subunidade sendo ocupada por duas moléculas de dgua. Ions ocupam
as posigoes S0-S2-S4 do filtro de seletividade.

(Figura 7.2).

E possivel observar que mesmo quando o sitio permanece com a cavidade seca e ocu-
pada por sevoflurano, ha movimentacao das carbonilas da valina, um dos importantes
constituintes do filtro de seletividade. Alids, ndo foram encontradas ligagdes de hidro-
génio entre as carbonilas da cadeia principal do filtro de seletividade. O anestésico nao
apresenta muita rotacio e permanece com uma distincia média de 2A do centro do si-
tio. Um dos indicadores que o filtro de seletividade permanece em uma conformacao nao
constrita, é a distdncia entre o carbono alfa estar acima de 7A. S&o necessérios outros
estudos para determinar se e, entdo, como a interacao nesse sitio altera probabilidade de

abertura do canal.

7.2 Modos de Interacao de Anestésicos (Gerais e suas
Afinidades

Como desenvolvido na Se¢do 5.1.5, a metodologia FEP (Secao 3.3.2) é adequada ao es-
quema tedrico, além de possuir maior acuracia de calculo. Em continuidade a este tra-
balho, extensivos calculos de energia livre estao sendo realizados para cada um dos sitios
encontrados, de forma a obter as melhores estimativas para a interacdo com essas cavi-

dades. Para esses novos céalculos, os sitios correspondentes em cada uma das subunidades
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Figura 7.2: Medidas de caracterizacao da ligacao do anestésico geral sevoflurano no sitio
atras do filtro de seletividade do canal Kv1.2. Em azul estao medidas de distdncia dentre
os Cav da glicina do filtro de seletividade (SF), a posigdo de um dos fons no caminho de
permeacao do canal em relagdo ao centro de massa das glicinas do SF, niimero de ligacoes
de hidrogénio com o grupo carbonil dos residuos do SF, glicina e carbonila, e rotacao do
grupo carbonil desses mesmos aminoacido. Em preto estao a distancia da molécula de
sevoflurano em relagao ao centro do sitio de ligacao, nimero de moléculas de dgua na
cavidade atras do SF, angulos de Euler ®, ¥ e © do sevoflurano e o RMSD do sevoflurano
ligado em relagao a sua otimizagao estrutural no gas.

estao sendo considerados independentemente. Ainda, calculos de docking molecular foram
realizadas para investigar multiplas ocupancias para cada sitio de ligagdo. Foram encon-
tradas maior ocorréncia de dupla ocupancia na regiao do linker S4-S5, assim como no
sitio entre as subunidades adjacentes. Analises dos resultados encontrados e calculos de
energia livre de multiplas ocupancias ainda estdo sendo realizadas. Além desses calculos,
para medidas mais precisas, pode ser necessaria a comparagao da energia livre de ligacao
da saida do anestésico da membrana para a cavidade para sitios em contato direto com

fosfolipidios.
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Abstract

Inhalational general anesthesia results from the poorly understood interactions of
haloethers with multiple protein targets, which prominently includes ion channels in the
nervous system. Previously, we reported that the commonly used inhaled anesthetic sevo-
flurane potentiates the activity of voltage-gated K* (Kv) channels, specifically, several
mammalian Kv1 channels and the Drosophila K-Shaw2 channel. Also, previous work sug-
gested that the S4-S5 linker of K-Shaw2 plays a role in the inhibition of this Kv channel by
n-alcohols and inhaled anesthetics. Here, we hypothesized that the S4-S5 linker is also a
determinant of the potentiation of Kv1.2 and K-Shaw2 by sevoflurane. Following functional
expression of these Kv channels in Xenopus oocytes, we found that converse mutations in
Kv1.2 (G329T) and K-Shaw2 (T330G) dramatically enhance and inhibit the potentiation of
the corresponding conductances by sevoflurane, respectively. Additionally, Kv1.2-G329T
impairs voltage-dependent gating, which suggests that Kv1.2 modulation by sevoflurane is
tied to gating in a state-dependent manner. Toward creating a minimal Kv1.2 structural
model displaying the putative sevoflurane binding sites, we also found that the positive
modulations of Kv1.2 and Kv1.2-G329T by sevoflurane and other general anesthetics are
T1-independent. In contrast, the positive sevoflurane modulation of K-Shaw2 is T1-depen-
dent. In silico docking and molecular dynamics-based free-energy calculations suggest
that sevoflurane occupies distinct sites near the S4-S5 linker, the pore domain and around
the external selectivity filter. We conclude that the positive allosteric modulation of the Kv
channels by sevoflurane involves separable processes and multiple sites within regions
intimately involved in channel gating.
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Introduction

Every year, millions of patients around the world undergo general anesthesia to perform
major surgeries. However, the mechanisms of general anesthesia, which involve multiple
targets, are poorly understood. Also, although general anesthesia is considered generally
safe, the drugs currently used lack specificity and have narrow therapeutic indices. Thus, it is
necessary to understand anesthesia at all levels to help develop specific, effective and less
toxic general anesthetics. Diverse ion channels in the nervous system are likely to be major
targets of general anesthetics [1]. Among them, neurotransmitter-gated ion channels and
non-gated K™ channels have received most of the attention [1, 2]; however, recent work con-
tinues to suggest that voltage-gated ion channels are also important players in general anes-
thesia [3-7].

In particular, recent discoveries have reassessed the likely role of certain Kv1 channels in
general anesthesia [7-9]. Kv1.2 channels encoded by Kcna2 gene are widely expressed in the
brain and mainly localize in the axon initial segment, the juxtaparanodal region of myelin-
ated axons and axon terminals [10-12]. In these locations, heteromultimeric Kv channels
including Kv1.1 and Kv1.2 subunits help regulate action potential threshold, repolarization,
propagation and firing patterns [12]. Kcna2-null mice exhibit a severe brainstem seizure phe-
notype, which is often lethal [12]. The findings of Alkire et al. [8] and Lioudyno et al. [9] are
especially significant. Whereas the first study found that infusion of an anti-Kv1.2 antibody
into the CMT of the rat reverses anesthesia, the second reported a similar result upon infu-
sion of a specific neurotoxin to block Kv1.1, Kv1.3 and Kv1.6 channels. Moreover, tonic firing
of action potentials in neurons of the CMT is inhibited by sevoflurane, which lengthens the
interspike interval, and this inhibition is prevented by the aforementioned Kv1-specific
neurotoxin.

Sevoflurane is commonly used in human general anesthesia and is a unique positive mod-
ulator of several Kvl channels and the Drosophila K-Shaw2 channel in heterologous expres-
sion systems [7, 9]. At relevant concentrations, it induces a negative shift in the conductance-
voltage relation and increases the maximum conductance. By contrast, most other common
general anesthetics either interact weakly or inhibit Kv channels (namely, K-Shaw2). Since
K" channel activity opposes excitation, the unique potentiation of Kv channels by sevoflurane
could contribute to anesthesia. Here, we investigated the structural basis of this positive mod-
ulation in the mammalian Kv1.2 channel. Previous work strongly implicated the S4-S5 linker
as a determinant of the inhibition of K-Shaw2 by general anesthetics [6, 13]. The S4-S5 linker
connects the voltage-sensing domain to the pore domain of the Kv channels and is responsi-
ble for the electromechanical coupling that controls voltage-dependent gating [14, 15]. In
this study, we investigated the contributions of the S4-S5 linker to the positive modulation of
the Kv1.2 and K-Shaw2 channels by sevoflurane. The results revealed that discrete structural
changes in this linker drastically affect the response of these Kv channels to the anesthetic by
altering electromechanical coupling. Other results strongly suggest additional novel sites,
which are necessary to fully explain the modulation of Kv channels by sevoflurane. Support-
ing a multisite model of general anesthetic action, molecular dynamics, docking simulations
and free energy estimations demonstrate two significant classes of sevoflurane binding sites.
One set in the pore domain (including the C-terminal side of the S4-S5 linker) and another
near the external selectivity filter of the Kv1.2 channel. We propose that positive multisite
allosteric modulation of Kv channel gating by sevoflurane plays a significant role in general
anesthesia.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0143363 November 24, 2015 2/20
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Materials and Methods
Molecular biology and heterologous expression

Plasmid maintenance, mutagenesis, sequence, RNA synthesis and oocyte microinjection were
carried out as previously described [6, 7].

Ethics Statement

Xenopus laevis surgeries were performed according to a protocol approved by the Thomas Jef-
ferson University IACUC.

Electrophysiology

Whole-oocyte currents were recorded at room temperature (21-23°C) under two-electrode
voltage-clamp conditions (OC-725C, Warner Instrument, Hamden, CT) according to estab-
lished procedures [6, 7]. Data acquisition, leak subtraction and initial analysis were performed
using pClamp 9.2 and 10.3 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). The pipette was filled with 3
M KCL. The extracellular solution was ND96 (in mM): 96 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCl,, 1 MgCl,, 5
HEPES, 2.5 sodium pyruvate, adjusted to pH 7.4 with NaOH. ND96 and n-butanol were deliv-
ered using a gravity-driven perfusion system. Volatile anesthetics were delivered manually
using a Hamilton gastight syringe (Hamilton, Reno, NV). The preparation and dilution of all
drugs were done as previously described [6, 7].

Data analysis

Data analysis, plotting and curve-fitting were performed in Origin 9.1 (OriginLab, Northamp-
ton, MA).

G-V relations. Peak chord conductance (G = I/[V.—V,]) was determined assuming -95 mV
as the reversal potentials (V). I is the peak current and V. is the command voltage. G-V rela-
tions were then described by assuming this form of the Boltzmann equation:

G

G — max
(Vc - V1/2)
l+e Kk
or the double Boltzmann equation:
G = Gmaxl + Gmax2

Ve—Via1 Ve=Vi/a2

l+e R l1+e *

where G,y is the maximum conductance; V7, is the voltage at which the conductance is at
50% of its maximal amplitude; and k is the slope factor. The following equation was used to
calculate the equivalent gating charge: z = RT/Fk = 25.5/k, where R, T and F are the gas con-
stant, absolute temperature and Faraday constant, respectively. The V,,.q was also determined
to evaluate multiphasic G-V relations in a curve fitting-independent manner. V.4 is the volt-
age at which the total conductance (Gpax1 + Gmaxz) 1S at its midpoint (median). This determi-
nation allowed semiquantitative assessment of multiphasic G-V relation shifts without the
ambiguity typically associated with curve-fitting involving a large number of correlated
adjustable parameters.

All G-V data were obtained from paired sets (same oocyte in the absence and presence of
sevoflurane). Measurement of the control G-V relation was followed by determination of a sta-
ble response to sevoflurane (current evoked by a depolarizing step to +60 mV, before and after
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exposure to sevoflurane) and subsequent measurement of the experimental G-V relation. All
parameters extracted from the analysis of these relations were compared in a pairwise manner.

To display the results from different oocytes and estimate the magnitude of relative changes
(before and after exposure to sevoflurane), individual G-V relations were normalized to the
control Gy, before exposure to sevoflurane (G/Gy,,). Accordingly, a relative G/Gp,, = 1, <1
and >1 indicates no change, inhibition and potentiation, respectively (Table A in S1 File). Con-
ductance ratio (Gseyo/ Go, conductance in the presence of sevoflurane over control conduc-
tance) vs. voltage plots were additionally generated to directly visualize the G-V relation
change (e.g., Fig 1C). All results were reported as mean + SEM, and the paired Student ¢-test
was used to evaluate the statistical significance of apparent differences, unless stated otherwise.

Concentration-response relations. Normalized dose-inhibition relations were described by
assuming this form of the Hill equation:

I an

— = A A—
IO 1+KnH+an

or a double Hill equation:

I_, 1+A, 1+ A,
L @ O

x

where, I/ is the normalized current and x is the drug concentration, K (apparent dissociation
equilibrium constant) is the drug concentration that induces 50% inhibition/potentiation, and
ny is the index of cooperativity or Hill coefficient (Table 1). We do not report SEM for the esti-
mated best-fit Hill equation parameters because complete concentration-response relations
and the corresponding best-fit function cannot be constructed from an individual oocyte.
Although the action of all anesthetics tested is generally reversible [7], it is often difficult to
obtain complete washout of inhaled anesthetics when testing multiple concentrations on the
same oocyte. This complication would produce a cumulative effect, which distorts the concen-
tration-response relation. To avoid this problem, each data point on the concentration-
response relation represents the mean + SEM from several independent determinations on dif-
ferent oocytes at the indicated concentrations. For each anesthetic, therefore, there is only one
best-fit estimate that collectively describes the combined results from several oocytes individu-
ally tested at different concentrations. This approach has produced reproducible results as
reported previously [6, 7].

Computational Methods

Kv1.2 models in the closed/resting and open/activated states were obtained from Delemotte
etal. [16] and Treptow & Tarek [17]. Each model was previously acquired via molecular
dynamics (MD) simulations of the published x-ray crystal structure [18]. Details and validation
of the models are as reported in the original papers mentioned above. Structural models of the
Kv1.2-G329T mutant were built on the basis of the mentioned Kv1.2 constructs using the
psfgen package implemented in VMD [19]. After insertion in a lipid bilayer, each of the
structures was equilibrated by MD runs using the program NAMD 2.9 [20] and applying
CHARMM 36 force field [21]. Specifically, sevoflurane molecules were then docked against the
generated ensemble of membrane-equilibrated channel structures in order to explore putative
binding sites using AutoDock Vina [22]. The Linear Interaction Energy (LIE) method [23] was
adopted for calculation of the binding free energies and, thus, the corresponding binding con-
stants. Assuming that the predicted binding sites act independently, these binding constants
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Fig 1. Positive modulation of the Kv1.2 conductance by sevoflurane. (A) Families of whole-oocyte Kv1.2 currents before (left) and after exposure to 1
mM sevoflurane (center). Currents were evoked by step depolarizations from a holding voltage of -100 mV. The steps were delivered in increments of 10 mV
from -50 to +50 mV. The overlay (right) directly compares selected currents in the absence (black) and presence (red) of sevoflurane (currents evoked by
steps to the indicated voltages). (B) Normalized G-V relations of Kv1.2 in the absence (black) and presence of 1 mM sevoflurane (red) (N = 6). The solid lines
are the best-fit Boltzmann functions. Gnax is the control maximum conductance before exposure to sevoflurane (Materials and Methods). The mean best-fit
parameters are summarized in Table A in S1 File. (C) The voltage dependence of the Kv1.2 conductance ratio (Gsevo/Go)- This ratio was calculated from
paired measurements of the G-V relations before (Gy) and after exposure to sevolfurane (Ggevo)-

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9001

were computed for individual sites in different functional conformations. Additional details
are provided under S1 File.

Results
Screening the effects of general anesthetics on the Kv1.2 current

Previous studies showed that several heterologously expressed Kv1 channels are potentiated by
anesthetic concentrations of sevoflurane [7, 9]. This modulation results primarily from shifting
the G-V relation to the left and increasing the G, (e.g., Kv1.2; Fig 1). Sevoflurane shifts the
Kv1.2 V), by -4 mV and increases the G,,.x by 13% (Figs 1A, 1B and 2A; Table A in S1 File). A
close examination of the Kv1.2 Ggeyo/ Gy —voltage relation also shows a substantial sevoflurane-
induced potentiation of the conductance at -30 mV (~180%) and a sustained potentiation at
positive membrane potentials, which corresponds to the increase in G,y (Fig 1C). The poten-
tiation at -30 mV is particularly significant because it is within the range where sevoflurane
could affect action potential firing.

To additionally screen isoflurane, halothane, chloroform, propofol and n-butanol, we tested
their effects on the Kv1.2 current at +60 mV (Fig 3). Sevoflurane and isoflurane (1 mM) mod-
estly potentiate the Kv1.2 conductance by 12.4 + 1.7% and 11.5 + 3.1%, respectively (Fig 3B).
For sevoflurane, K and ny are 360 uM and 3.3, respectively, which demonstrates relevant
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Table 1. Concentration-response parameters of the modulation of selected Kv channels by sevoflurane and other general anesthetics.

Ky (mM) Nyq A4 K3 (mM) Ny2 Az
Kv1.2
Sevofurane 0.36 3.3 1.13
n-butanol 78.4 1.3
Kv1.2 FRAKT
Sevofurane 0.33 2.0 1 1.45 4.0 2.50
Isoflurane 0.23 2.2 1 0.47 9.4 1.24
Halothane 0.16 1.6 1 0.63 7.9 1.24
Propofol 0.02 2.2 2.89
n-butanol 100.5 1.5
AT1-Kv1.2 FRAKT
Sevofurane 0.32 2.9 1 1.84 3.8 3.17
Isoflurane 0.22 1.2 1 0.40 3.4 1.96
Halothane 0.23 1.0 1 0.77 3.4 0.93
Propofol 0.02 1.7 2.66
n-butanol 91.9 1.6
Kv1.2 G329T
Sevofurane 0.40 1.6 1 2.2 2.8 2.20
K-Shaw2*
Sevofurane 0.06 1 0.59 4 1 1.23
Isoflurane 1.69 2.1
Halothane 0.26 1.3
Chloroform 0.70 1.4
Propofol 0.06 1.6
n-butanol 10.1 1.8
AT1-K-Shaw2
Halothane 0.38 1.4
n-butanol 16.4 1.5

* Sevoflurane tested at -20 mV, from Barber et al. [7].

doi:10.1371/journal.pone.0143363.t001

pharmacological potency and apparent cooperativity (Fig 3B and Table 1). Potentiation by iso-
flurane was already maximal at 100 uM and apparent binding parameters were not estimated.
By contrast to sevoflurane and isoflurane, halothane, chloroform and propofol displayed only
modest inhibitory effects, while high concentrations of n-butanol produced a more robust inhi-
bition (Fig 3B). Focusing on sevoflurane, we noticed that the previously reported potentiation
of K-Shaw2 at +60 mV is ~3-fold greater than that of Kv1.2 [7]. Based on earlier work [6], we
hypothesized that differences in the linker connecting the voltage-sensing domain to the pore
domain (S4-S5 linker) might explain the differential responses to sevoflurane.

A single amino acid substitution in the Kv1.2 S4-S5 linker (G329T)
confers dramatic potentiation by general anesthetics

To investigate the role of the S4-S5 linker in the modulation of Kv1.2 by general anesthetics, we
focused on fourteen residues between positions 317 and 330 in K-Shaw2. Within the equivalent
region in Kv1.2, there are six substitutions (Fig 4A). The Kv1.2-G3191 mutation is, however,
lethal (not shown). Therefore, to test the impact of the remaining differences, we converted

the S4-S5 linker of Kv1.2 into that of K-Shaw2 between the corresponding Kv1.2 positions
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Fig 2. Analysis of G-V relations from Kv1.2, AT1-Kv1.2, K-Shaw2, K-Shaw2 T330G and AT1-K-Shaw2.
(A) Best-fit Boltzmann parameters (V4,2, z and Gax) from individual paired measurements before (Ctr) and
after exposure to 1 mM sevoflurane (Sevo). Each pair of symbols connected by a solid line represents an
individual paired experiment (Materials and Methods). The Gnax graphs depict raw values before
normalization (in mS). The P value resulting from a paired Student-t test is shown above each graph, and the
red marks indicate the mean values of the sample. (B)—(E) are as described for panel A. The number oocytes
examined for each Kv channel was 6, 6, 4, 6 and 6, respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9002
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Fig 3. Modulation of the Kv1.2 channel by general anesthetics. (A) Effects of general anesthetics on the
whole-oocyte Kv1.2 currents evoked by a voltage step to +60 mV from a holding voltage of -100 mV. Black,
red and grey current traces correspond to control, anesthetic-exposed, and washout, respectively. The scale
bars indicate 50 ms and 0.5 pA. (B) Concentration-response relations of various general anesthetics acting
on the Kv1.2 channel. Solid lines are the best fits assuming the Hill equation for sevoflurane and n-butanol
(Materials and Methods). Considering the magnitude of the change and the concentrations tested, only
sevoflurane and n-butanol produced reliable Hill equation fits. N = 5-7 oocytes for each concentration. Best-
fit parameters are summarized in Table 1.

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9003

(residues 319-329) to create the Kv1.2-FRAKT chimera. Kv1.2-FRAKT currents evoked by a
depolarizing step to +60 mV exhibit a dramatically different pattern of responses to various
general anesthetics (Fig 4B and 4C). Sevoflurane, isoflurane, halothane, chloroform and propo-
fol all potentiate the conductance to various degrees, while the inhibitory response to n-butanol
remained unaffected. Also, the concentration-potentiation relations for sevoflurane, isoflurane
and halothane exhibit complex profiles, which are reminiscent of the previously described
potentiation of the K-Shaw2 channel by sevoflurane [7]. The concentration dependence of the
potentiation is a biphasic phenomenon, occurring gradually at low concentrations and sharply
at higher concentrations (Fig 4C). To empirically characterize this behavior, we assumed two
classes of independent binding sites exhibiting (Materials and Methods; Fig 4C): 1) apparent
high affinity and no cooperativity (ny ~ 1); and 2) apparent low affinity and highly cooperative
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Fig 4. Modulation of Kv1.2 FRAKT by general anesthetics. (A) Sequence alignment of the S4-S5 linker
from K-Shaw2 (314-332) and Kv1.2 (313-331) channels. Starting and ending residue numbers of the shown
segments are indicated. In Kv1.2, the blue colored residues were swapped for the red colored residues in
K-Shaw2 to create the Kv1.2 FRAKT mutant channel. (B) Effects of general anesthetics on whole-oocyte
Kv1.2-FRAKT currents evoked by a voltage step to +60 mV from a holding voltage of -100 mV. Black, red and
grey current traces correspond to control, anesthetic-exposed, and washout, respectively. The scale bars
indicate 50 ms and 0.5 pA. (C) Concentration-response relations of various general anesthetics acting on the
Kv1.2 FRAKT channel. Solid lines are the best fits assuming the Hill equation (propofol and n-butanol) or a
double Hill equation (sevoflurane, isoflurane, and halothane) (Materials and Methods). Due to the small
magnitude of the chloroform results, no reliable Hill equation fit could be obtained. N = 5-8 oocytes for each
concentration. Best-fit parameters are summarized in Table 1.

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9004

interactions (1 >>1). Although propofol is the most potent, sevoflurane exhibits the highest
efficacy followed by isoflurane, halothane and chloroform (Fig 4C and Table 1). Maximum
potentiation by propofol, isoflurane and halothane is, however, similar (2.7 to 3.3-fold above
control; Table 1). Although the S4-S5 mutations conferred enhanced potentiation of Kv1.2 by
sevoflurane that is similar to that previously observed with K-Shaw2, they also introduced
novel potentiation by other general anesthetics. Thus, discrete structural changes in the S4-S5
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linker can dramatically influence the ways in which general anesthetics interact with Kv chan-
nels. Since sevoflurane is clinically relevant and is the most efficacious positive modulator on
Kv1.2-FRAKT and K-Shaw2, we focused on this anesthetic to dissect the structural basis of the
potentiation.

To determine the specific amino acid(s) responsible for the dramatic sevoflurane potentia-
tion of Kv1.2-FRAKT, we tested each substitution individually by creating the following Kv1.2
mutants: L321F, K322R, M325A, R326K and G329T. Whereas the potentiation of L321F,
K322R, M325A, R326K is similar to that of wild type Kv1.2, G329T exhibited dramatic potenti-
ation not significantly different from that of Kv1.2-FRAKT (two-way ANOVA, P>0.05; Fig 5
and Table 1). These results suggest that a single residue in the S4-S5 linker is a critical determi-
nant of the potentiation of the Kv1.2 current by sevoflurane.

Kv1.2-FRAKT and Kv1.2-G329T exhibit novel voltage dependent gating

The G329T mutation could have affected voltage-dependent gating and thereby allosterically
(depending on conformation) influence the interaction of sevoflurane with the channel.
Although the mutations do not appear to have gross effects on the overall current kinetics,
Kv1.2-FRAKT and G329T dramatically remodel the G-V relation (Materials and Methods).
Within a narrow range of membrane potentials (10-20 mV), the wild type Kv1.2 G-V relation
sharply rises to the maximum conductance (Giy,.x) between +20 and +40 mV (Fig 1B). By con-
trast, the G-V relations of Kv1.2-FRAKT and Kv1.2-G329T rise to the G,y in @ more gradual
manner and exhibit two distinct components (Fig 6A). These G-V relations approach G, at
voltages > +100 mV and require the sum of at least two Boltzmann terms to adequately
describe them (Fig 6B). Moreover, the G-V relations of Kv1.2-FRAKT and Kv1.2-G329T have
similar profiles, albeit there are some quantitative differences (Fig 6; Table A in S1 File). For
Kv1.2-FRAKT and Kv1.2-G329T: the median voltages (V y,cq) are 2242 and 2842 mV, respec-
tively (Fig 6). Relative to Kv1.2-FRAKT, Kv1.2-G329T modestly depolarizes V;,,; by ~13 mV
and induces a 16 mV negative shift of V7, , (Fig 6; Table A in S1 File). The corresponding
equivalent gating charges (z; and z,) increase from 2.7+0.1 to 4.8+0.1 e, and from 0.9£0.1 to
1.5+0.1 e, (Fig 6; Table A in S1 File). Nevertheless, among all individual FRAKT mutations,
G329T is the only one that closely recapitulates the behavior of the Kv1.2-FRAKT indicating
that it plays the most critical role in determining the novel gating phenotype of the chimera.
Individual mutations of other residues (L321F, K322R, M325A, R326K) had little to no effect
on Kv1.2 G-V relation (Fig A in S1 File).

Upon exposure to 1 mM sevoflurane, the G-V relations of Kv1.2-FRAKT and Kv1.2-G329T
display changes that are qualitatively similar to those observed with Kv1.2 wild type; however,
the net magnitudes are substantially larger (Fig 7A and 7B; Table A in S1 File). AV,,eq shifts to
the left by ~15 and ~20 mV, respectively. On Kv1.2-FRAKT, sevoflurane induced small-modest
changes in V7, 1, z; and z,; however, sevoflurane most noticeably doubles the total conduc-
tance (Grorar = Gmaxi+Gmaxz = 2.07) as a result of increasing Gy (0.37 to 0.99) and Gyax0
(0.63 to 1.07) (Fig 7A; Table A in S1 File). Kv1.2-G329T, in contrast, displayed more selective
effects on the bimodal G-V relation. The V;,, ; and z; are not affected, whereas the sevoflur-
ane-induced negative AV, , is substantial (-11 mV, with no change in z,). Additionally, as
found with Kv1.2-FRAKT, sevoflurane nearly doubles the total Kv1.2-G329T conductance
(GroraL = 1.89) (Fig 7B; Table A in S1 File). These results demonstrate that G329T alone
markedly alters gating and concomitantly enhances the potentiation by sevoflurane, suggesting
a strong link between voltage-dependent gating and anesthetic action.
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Fig 5. Kv1.2 G329T recapitulates the magnified positive modulation of Kv1.2 FRAKT by sevoflurane.
(A) Effects of 1 mM sevoflurane on mutant whole-oocyte Kv1.2 currents evoked by a voltage step to +60 mV
from a holding voltage of -100 mV. Black, red and grey current traces correspond to control, anesthetic-
exposed, and washout, respectively. The scale bars indicate 50 ms and 1 pA. (B) Concentration-response
relations of various general anesthetics acting on wild type and mutant Kv1.2 currents. Solid lines are the
best fits assuming the double Hill equation (Materials and Methods). N = 4-8 oocytes for each dose. Best-fit
parameters are summarized in Table 1.

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9005

K-Shaw2-T330G eliminates the sevoflurane-induced voltage-dependent
shift without affecting the sevoflurane-induced increase in Gy,ax

Since G329 in Kv1.2 critically controls voltage-dependent activation and keeps positive modu-
lation by sevoflurane in check, we asked whether the reverse mutation in K-Shaw2 (T330G)
would inhibit the naturally robust potentiation of this Kv channel by sevoflurane. In contrast
to Kv1.2-G329T, K-Shaw2-T330G does not significantly affect the G-V relation (Fig 2; Table A
in S1 File); however, it abolishes the sevoflurane-induced leftward shift of the G-V relation
(Figs 2, 8A and 8B; Table 1; Table A in S1 File). Accordingly, T330G dramatically inhibits the
potentiated conductance ratio (Gseyo/ Go) from ~10 to ~1.3 at -40 mV (Fig 8C). However, the
sevoflurane-induced increase in the Gy, of K-Shaw2-T330G and wild type K-Shaw?2 are very
similar (1.4- and 1.6-fold, respectively; Table A in S1 File). Accordingly, the Gseyo/ Go of wild
type and mutant channels converge toward a similar value at +100 mV (~1.5; Fig 8C). This
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Fig 6. Novel G-V relations of Kv1.2 FRAKT and Kv1.2 G329T in the absence and presence of sevoflurane. (A) Families of whole-oocyte Kv1.2 FRAKT
currents in the absence (left) and presence of 1 mM sevoflurane (right). Currents were evoked by step depolarizations from a holding voltage of -100 mV. The
steps were delivered in increments of 10 mV from -90 to 130 mV. The scale bars indicate 100 ms and 2 pA. (B) Families of whole-oocyte Kv1.2 G329T
currents in the absence (left) and presence of 1 mM sevoflurane (right). Currents were evoked by step depolarizations from a holding voltage of -100 mV. The
steps were delivered in increments of 10 mV from -90 to 70 mV. The scale bars indicate 100 ms and 1 pA. (C) G-V relations of Kv1.2 FRAKT (red) and Kv1.2
G329T (blue) under control (open) or with 1 mM Sevoflurane (filled) (N = 6, 4, respectively). Solid lines are the best fits assuming a double Boltzmann
equation (Materials and Methods). The best-fit parameters are summarized in Table A in S1 File.

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9006

result suggests that the positive modulation induced by sevoflurane has two separable compo-
nents. One depends on the role of a specific residue in the S4-S5 linker that controls voltage-
dependent gating, whereas the other is independent of that residue and namely affects the
Gmax'

The role of the T1 domain on the modulations of Kv1.2, Kv1.2-FRAKT
and K-Shaw?2 by sevoflurane

Previous studies strongly suggest that the intracellular regulatory T1 domain of Kv channels
plays a significant role in gating [24-28]. Thus, we asked whether the T1 domain might also
contribute to the positive modulation of Kv1.2, Kv1.2-FRAKT and K-Shaw2, by sevoflurane.
In AT1-Kv1.2 and AT1-Kv1.2-FRAKT, residues 2-122 are missing; and AT1-K-Shaw2 lacks
residues 2-155. AT1-Kv1.2 and AT1-Kv1.2-FRAKT exhibited G-V relations and responses to
general anesthetics that are similar to those from their full-length counterparts (Figs 2B, 7C,
9A and 9B; Fig B and Table A in S1 File). Sevoflurane shifted the AT1-Kv1.2 Vi, by -4 mV,
and increased the Gy, by 10%. It also shifted the AT1-Kv1.2-FRAKT V ,.q by -19 mV and
nearly doubled the Grorar (1.9-fold). By contrast, AT1-K-Shaw2 exhibited a substantially left-
ward shifted G-V relation (-48 mV; data not shown) and no positive effect of sevoflurane on
V12 and G,y (Fig 2; Table A in S1 File). These results suggest that voltage-dependent gating
of Kv1.2 and Kv1.2-FRAKT and their modulation by general anesthetics are independent of
the T1 domain. K-Shaw2 gating and its positive modulation by sevoflurane are, however,
completely dependent on the presence of the T1 domain, suggesting specialized interactions
between the T1 domain and the gating apparatus of the K-Shaw2 channel. Thus, we can infer
that the dual positive modulation of the Kv1.2 channel by sevoflurane (leftward shifted G-V
relation and increased G,y,,y) only implicates regions directly involved in gating (the voltage-
sensing and pore domains). Based on this outcome, we created minimal atomic models of
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Fig 7. Analysis of bimodal G-V relations from Kv1.2 FRAKT, Kv1.2 G329T and AT1-Kv1.2 FRAKT. (A)
Best-fit double Boltzmann parameters (V1/2,1, Z1, Gmax,1, V1/2,2, Z2, Gmax,2) @nd Vimeq from individual paired
measurements before (Ctr) and after exposure to 1 mM sevoflurane (Sevo). Each pair of symbols connected
by a solid line represents an individual paired experiment (Materials and Methods). The Gmax graphs depict
raw values before normalization (in mS). The P value resulting from a paired Student-t test is shown above
each graph, and the red marks indicate the mean values of the sample. (B)—(C) are as described for panel A.
The number oocytes examined for each Kv channel was 6, 4, 5, respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9007
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Fig 8. The T330G mutation eliminates the voltage-dependent potentiation of the K-Shaw2 conductance by sevoflurane. (A) Families of whole-oocyte
K-Shaw2 (N = 4) and K-Shaw2 T330G (N = 6) currents in the absence (left) and presence of 1 mM sevoflurane (right). Currents were evoked by step
depolarizations from a holding voltage of -100 mV. The steps were delivered in increments of 10 mV from -90 to +100 mV. The scale bars indicate 100 ms
and 1 pA. (B) G-V relations of K-Shaw2 (black) and K-Shaw2 T330G (red) in the absence (open) and presence of 1 mM sevoflurane (filled). Solid lines are
the best-fits to the Boltzmann equation. Best-fit parameters are summarized in Fig 2 and Table A in S1 File. (C) The voltage dependence of the conductance
ratio (Gsevo/Go) K-Shaw2 (black) and K-Shaw2 T330G (red).

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9008
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AT1-Kv1.2 and AT1-Kv1.2 G329T to explore putative in-silico interaction sites in the trans-
membrane regions of the channel.

Putative sevoflurane binding sites in AT1-Kv1.2 and AT1-Kv1.2-G329T

The results so far demonstrate that 1) sevoflurane potentiates the Kv1.2 current with relevant
apparent affinity and cooperativity and is independent of the T1 domain; 2) sevoflurane inter-
acts with two independent classes of sites in K-Shaw2, Kv1.2-FRAKT and Kv1.2-G329T (with
apparent high and low affinities); 2) G329T is sufficient to confer dramatic positive modulation
by sevoflurane and other general anesthetics; 3) the potentiation of Kv1.2-G329T by sevoflur-
ane resembles the action of this anesthetic on K-Shaw2; 4) G329T fully recapitulates the
electrophysiological and pharmacological phenotype of the Kv1.2-FRAKT chimera, which is
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Fig 9. Positive modulation by sevoflurane is T1 domain-independent in Kv1.2 and Kv1.2-FRAKT, and T1 domain-dependent in K-Shaw2. (A)
Concentration-response relations of various general anesthetics acting on AT1-Kv1.2. Solid line is the best fit to the Hill equation for n-butanol. (B)

Concentration-response relations of various general anesthetics acting on AT1-Kv1.2 FRAKT. Solid lines are the best fits to the Hill equation (propofol and n-
butanol) or double Hill equation (sevoflurane, isoflurane, and halothane). Best-fit parameters for results in panels A and B are summarized in Table 1. (C)
Concentration-response relations of sevoflurane acting on K-Shaw2 and AT1-K-Shaw2. Solid line is the best-fit double Hill equation to the K-Shaw?2 data with
the following parameters: K; = 0.08 MM, A; =0.18, ny; =1, Ko =4 mM, A, = 1.4, ny» = 1. These parameters are similar to those previously published for wild
type K-Shaw2 (Table 1) [7]. K-Shaw2 and AT1-K-Shaw?2 were tested at +60 mV. N = 2-8 oocytes for each dose.

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9g009
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also independent of the T1 domain; 5) the reverse K-Shaw2-T330G mutation at a position
equivalent to that of G329 in Kv1.2 nearly eliminates the sevoflurane-induced leftward shift of
the K-Shaw2 G-V relation. These results suggest that G329 in the S4-S5 linker plays a key role
controlling the potentiation of the Kv1.2 current by sevoflurane. In the light of these observa-
tions, we explored putative sites of sevoflurane action in the Kv1.2 channel to help elucidate a
working mechanism of anesthetic action. To identify putative sevoflurane binding sites with
atomic resolution, we applied docking and MD-based free-energy calculations. Specifically,
we docked sevoflurane against an ensemble of 120 membrane-equilibrated structures of
AT1-Kv1.2 and AT1-Kv1.2-G329T in the activated-open and resting-closed conformations
(Materials and Methods and S1 File). The sampling of an ensemble accounts for the molecular
flexibility of the protein. Then, starting from sevoflurane-bound channel structures, we carried
out free-energy calculations using the LIE method to resolve site-specific affinities of sevoflur-
ane (S1 File). This calculation assumes that individual sites are independent. Also, because
electrophysiological experiments do not measure actual binding of the anesthetics to the Kv
channels, we made no attempt to quantitatively compare an “apparent” affinity (electrophysio-
logical estimate) against the calculated affinities of multiple putative sites (LIE estimates). To
learn about relative properties of putative sites, we only compared calculated affinities between
different classes of sites in putative resting-closed and activated-open conformations.
Sevoflurane is found at four distinct locations on the Kv channel structures, hereafter called
sites 1-4 (Fig 10A). Sites 1 and 2 are located near the S4-S5 linker at the internal face of the
channel; site 3 is formed in the S5-S6 interface of adjacent subunits; and site 4 involves discrete
pockets around the selectivity filter at the extracellular face of the channel. Sites 1 and 2 are
near G329T in the mutant channel (Fig 10B). Despite a similar pattern of binding sites in
Kv1.2 and Kv1.2-G329T, the LIE analysis of interaction energies revealed subsets of non-over-
lapping sites with relatively low and high affinities (Fig 10C; Table B in S1 File). Sites 1-3
involving the S4-S5 linker and pore domain exhibit relatively low-affinities with binding con-
stants ranging between 0.01-0.2 mM'; and site 4 around the selectivity filter exhibits relatively
high-affinity ranging between 0.3-0.4 mM " In addition, the binding constants of sites 1 and 3

4
Kv1.2G329TO Kv1.2G329T C Kv1.20 Kvi.2C

Fig 10. Putative sevoflurane binding sites in the Kv1.2 channel. (A) Representation of four distinct
sevoflurane binding locations on Kv1.2: site 1 (light blue), 2 (blue), 3 (black) and 4 (purple). Each pair of
subunits is represented in green and orange. Mutation G329T is highlighted yellow. (B) Close-up view of
ligand binding sites and mutation. Note that site 2 is in close proximity to the mutated residue G329T. (C)
Binding constants of individual sevoflurane sites. These estimates were obtained using the LIE method as
described under S1 File. O and C stand for activation-open and resting-closed conformations of the channel.

doi:10.1371/journal.pone.0143363.9010
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display modest conformation dependence, with a slight preference for the open state in
Kv1.2-G329T. In contrast, the site 2 binding constants in the resting-closed conformation

are ~7-fold greater than in the fully open conformation, for both wild type Kv1.2 and
Kv1.2-G329T. Site 4 exhibits the largest binding constants, but no conformation dependence
(Fig 10C; Table B in S1 File). These results are consistent with a scenario in which the modula-
tion of Kv1.2 channels by sevoflurane results from multiple interactions with distinct classes of
sites. A subset of these sites is possibly responsible for leftward shifting the G-V relation and
another potentially contributing to the net increase in G,.x. However, since the calculated
binding constants of wild type Kv1.2 and Kv1.2-G329T are generally similar (ranging between
0.02-0.4 mM"), additional factors probably determine the larger efficacy of sevoflurane acting
on the mutant channel.

Discussion
Distinct gating processes in Kv channels

Shaker-related Kv1 channels undergo complex and strongly voltage-dependent activation gat-
ing involving sequential transitions between multiple closed states and a final cooperative
opening step [29-31]. This mechanism has two major steps. The first corresponds to a major
conformational change of the voltage sensors, which unlocks the gating machinery; and the
second corresponds to a final cooperative rearrangement of the voltage sensors, which ulti-
mately opens the intracellular activation gate [32, 33]. Whereas the first step is associated with
movement of a large gating charge (14-16 e,), the second only involves movement of a small
gating charge (~1 e,). Therefore, tightly coupled voltage-dependent gating is typically domi-
nated by the first component. The previously investigated Shaker-ILT voltage sensor mutant
clearly unveiled the second step by greatly shifting its voltage dependence toward depolarized
voltages [32, 33]. The K-Shaw2 channel is a special case where the weakly voltage-dependent
component is sufficient to control activation gating and can be described as a simple first-order
equilibrium [34, 35]. Here, we showed that mutations that converted the S4-S5 linker of Kv1.2
into that of K-Shaw2 exhibit a Shaker-ILT-like gating phenotype, albeit the separation of the
two activation components is further exaggerated. These mutations do not have much effect on
the first sharp component of the G-V relation (Table A in S1 File). In contrast, the second gat-
ing component of the mutant G-V relations becomes clearly evident as a result of a robust
depolarizing shift of its voltage dependence. Remarkably, the profile and voltage dependence of
this depolarized component resembles the K-Shaw2 G-V relation. We propose that the G329T
mutation at the C-terminal end of the S4-S5 linker induces these changes by greatly reducing
the weakly voltage-dependent equilibrium constant of the cooperative opening transition. Such
a reduction could directly result from hampering protein backbone flexibility caused by the
glycine to threonine substitution at a critical position. The flexibility conferred by glycine at
this position might create a critical pivot point generally conserved in a majority of Kv channels
(Fig Cin S1 File). The rare natural substitution of glycine for threonine at the equivalent posi-
tion in wild type K-Shaw2 might help determine the unusual gating properties of K-Shaw2 and
its distinctive strong positive modulation by sevoflurane [7].

Putative mechanism of sevoflurane action on Kv channels

The positive modulation of Kv channels by sevoflurane is associated with two separable effects.
One shifts the G-V relation leftward and the other increases the G,,y. Sevoflurane might thus
simultaneously influence two separable processes by acting at two distinct sites. We propose
that sevoflurane shifts the G-V relation leftward by having a positive influence on the final
weakly voltage-dependent component of gating that ultimately controls the opening of the Kv
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channel. The anesthetic might achieve this by interacting with the S4-S5 linker and the pore
domain. The Kv channel’s $4 voltage sensor transmits its final concerted conformational
change to the S4-S5 linker, which in turn acts on the intracellular activation gate to open it [14,
15, 18]. This idea helps explain quantitatively distinct sevoflurane modulations of Kv1.2 and
K-Shaw2 channels and how S4-S5 linker mutations have profound effects on the final gating
component and the positive modulation by sevoflurane and other general anesthetics.
K-Shaw2 gating is dominated by the concerted conformational change transmitted by the
S4-S5 linker, (in contrast to more conventional gating in Kv1 channels; see section above), and
sevoflurane might selectively influence this process. Therefore, sevoflurane appears to have a
greater effect on the voltage dependence of K-Shaw2 than on that of Kv1.2. However, upon
introducing the G329T mutation at the C-terminal end of the Kv1.2 S4-S5 linker, the final gat-
ing component appears rightward shifted and magnified. Consequently, the potentiation of the
Kv1.2-G329T by sevoflurane is also magnified, which seems to namely result from selectively
leftward shifting the final gating component. To cause this shift, sevoflurane might increase the
equilibrium constant of the opening step by destabilizing the pre-open closed state, as previ-
ously proposed for the wild-type K-Shaw2 [6] (see below). Supporting these ideas further, the
reverse K-Shaw2 T330G mutation conversely eliminates the sevoflurane-induced leftward shift
of the G-V relation, albeit has no significant effect on voltage-dependent gating (Fig 8). Addi-
tionally, this experiment surprisingly revealed that T330 is only a critical determinant of the
sevoflurane effect on voltage dependence because the T330G mutation did not significantly
affect the sevoflurane-induced increase in G,,,y. This selectivity strongly suggests that another
site is independently responsible for the sevoflurane-induced increase in the Gy,.x. Given the
quick onset and reversibility of the positive modulation [7], we propose that, rather that
increasing the number of functional channels, sevoflurane probably increases the maximum
open probability and/or the unitary conductance. The potentiation of the ShakerB Kv channel
by isoflurane results from the combination of both effects [36]. Further work is needed to
investigate the biophysical and molecular underpinnings of the sevoflurane-induced increase
in Gax

Exploring putative sevoflurane binding sites and mechanisms of action
in the Kv1.2 channel

We gained more specific insights into sites and mechanisms of sevoflurane action from atomic
level simulations of a membrane-equilibrated Kv1.2 model in the resting closed and open
states. In silico docking of sevoflurane to these conformations, along with free-energy calcula-
tions, revealed putative sites with distinct binding affinities in regions experimentally impli-
cated in anesthetic action by the comparative study of the Kv1.2 and K-Shaw2 channels. Sites 1
and 2 are in close proximity to the S4-S5 linker. Sevoflurane binding to site 2 in Kv1.2 and
Kv1.2-G329T is, however, significantly weaker in the open state than in the resting closed state
(~7-fold). Thus, a simple stabilization of the open state alone does not explain the sevoflurane-
induced leftward shift in the G-V relation. Rather, this shift might result from the crosstalk
among various interacting sites, which globally destabilizes the pre-open closed state. Further
modeling of sevoflurane binding sites in the pre-open closed state will be necessary to examine
this possibility.

Why does Kv1.2-G329T exhibit greater sevoflurane-induced potentiation than the wild type
counterpart? The G329T mutation alone might stabilize the pre-open closed state and conse-
quently the voltage dependence of the opening step is better resolved as a separate depolarized
gating component of the G-V relation (see above). That is, actual opening of the channel
becomes harder. If sevoflurane binds to a pre-open closed state displaying an increased
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presence in the G329T mutant, it might have greater influence on its stability. Presumably,
binding of sevoflurane to interacting sites in the tetrameric Kv1.2-G329T opposes the negative
effect of the mutation by destabilizing the pre-open closed state, which results in the observed
sevoflurane-induced leftward shift of the G-V relation’s second gating component. Essentially,
sevoflurane might act similarly on wild type Kv1.2. In this case, however, the tight coupling
between voltage-dependent activation and channel opening blurs the separation of the gating
components in the G-V relation. This implies that, relative to the G329T, the relative availabil-
ity of binding sites in the pre-open closed state of wild type Kv1.2 is more limited. Therefore,
the dynamic range for positive modulation of wild type Kv1.2 by sevoflurane is more restricted
and the potentiation less efficacious.

Sharply in contrast to sites 1-3, site 4 located externally around the selectivity filter displays
the strongest binding constants (on average, ~5-fold stronger than the highest affinity of site
2), but little state dependence. Binding of sevoflurane to this site is particularly interesting
because it might affect the stability of the selectivity filter, which plays a role in a mechanism of
Kv channel inactivation [37]. Stabilization of the open conducting conformation of the selectiv-
ity filter following sevoflurane binding to site 4 could help explain the sevoflurane-induced
increase in the G,,,,. Further experimental validation would, however, be necessary to test
this hypothesis. Multiple binding sites with distinct binding constants is consistent with the
presence of low- and high-affinity components of the Kv1.2-FRAKT and Kv1.2-G329T con-
centration-potentiation relations for various inhaled anesthetics (Figs 4 and 5). However, no
quantitative relationships could be made at this time.

Surprisingly, the positive modulation of K-Shaw2 by sevoflurane is T1 domain-dependent,
whereas that of Kv1.2-FRAKT is not. This observation suggests that other interactions contrib-
ute to the ability of sevoflurane to influence the final opening step. Supporting this idea, the T1
domain scaffolding of Kv1.2 and K-Shaw2 channels exhibit significant differences in regions
that have been implicated in gating [28, 38].

Concluding remarks

Three major mechanistic conclusions emerge from this study. First, the positive modulation of
Kv1.2 channels by general anesthetics depends on a single S4-S5 linker residue (G329). G329T
confers dramatic positive modulation by sevoflurane Threonine is the residue naturally found
at the equivalent position in the K-Shaw2 (T330), a Kv channel that normally exhibits strong
positive modulation by sevoflurane. Underscoring the critical role of T330, the converse muta-
tion T330G abolished voltage-dependent potentiation of K-Shaw2 by sevoflurane without
affecting the sevoflurane-induced increase in G,,,y. Such a differential effect suggests separable
sites of sevoflurane action, which is consistent with modeling results. The location of G329 and
T330 in the S4-S5 linker of these Kv channels suggests that this position is a critical pivot point
of voltage-dependent gating. Second, depending on Kv channel specific interactions, the cyto-
plasmic T1 domain may additionally contribute to the positive modulation of K-Shaw2 by
sevoflurane. Third, molecular modeling suggests that positive modulation results from alloste-
ric interactions between sites 1-3, the pore domain and the S4-S5 linker -a critical moving part
involved in activation gating. These interactions might favorably influence pore opening. Addi-
tionally, binding to site 4 might stabilize the open state. These mechanisms serve as framework
to explain how Kv1 channels might play a role in general anesthetic action.
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Anexo 11

Arquivo de Configuracao para

Dinamica Molecular

Apresentacao de um dos arquivos de configuracao padrao para as simulagoes de dindmica

molecular utilizando o NAMD em conjunto com os parametros do CHARMM.

1

3 # Structures

. coordinates kv1.10.0.pdb

5 structure kv1.10.0.psf

6

s # Restart files (Only for restart!!)
9 bincoordinates kv1.10.13r.coor
10 extendedsystem kv1.10.13r.xsc

11 binvelocities kv1.10.13r.vel

14 # Initial parameters

15 set temp 300

16 #temperature $temp ;# Only for initial
17 seed 12345

20 # Periodic Boundary Conditions

21 #cellBasisVectorl 138 0.0 0.0
22 #cellBasisVector?2 0.0 144 0.0
23 #cellBasisVector3 0.0 0.0 95
24 #cellOrigin 1.51 0.12 10.18

122



27 # Harmonic constraints
2s constraints off

20 consexp 2

30 consref kv1.10.1.hrm
31 conskfile kv1.10.1.hrm
32 conskcol B

33 constraintScaling 1.0

36 # Output params

37 binaryoutput no

3s outputname kv1.10.14
30 outputenergies 10000
10 outputtiming 10000

41 outputpressure 10000
12 binaryrestart yes

13 dedfile kv1.10.14.dcd
14 dedfreq 5000

15 XSTFreq 5000

16 restartname kv1.10.14r
7 restartfreq 5000

50 # PME parameters

51 PME on

52 PMETolerance 10e—6
55 PMEInterpOrder 4
52 PMEGridSpacing 1.2

57 # Temperature control and equilibration
55 langevin on
50 langevintemp $temp

60 langevindamping 0.1

61 #reassignfreq 100 ;# Only for initial
62 #reassigntemp 273 ;# Only for initial
63 #reassignincr 0.06775 ;# Only for initial

61 #reassignhold $temp :# Only for initial

67 # Pressure control
6s usegrouppressure yes
60 useflexiblecell yes
70 langevinpiston on

71 langevinpistontarget 1

123



90

95

96

108

109

110

111

116

langevinpistonperiod 200
langevinpistondecay 100

langevinpistontemp $temp
surfacetensiontarget 0.0

strainrate 0. 0. O.

# External eletric field
efieldon no
efield 0.0 0.0 0.1

# brnch_root_list_opt

5 splitpatch hydrogen

hgroupcutoff 2.8

# Integrator params
timestep 2.0
fullElectFrequency 2
nonbondedfreq 1

# COLVARS SECTION
#colvars on

#colvarsConfig colvar.conf

# Force field params

paratypecharmm on

parameters /home/wtreptow/jhosoume/repository/charmm/toppar_water ions.str
parameters /home/wtreptow/jhosoume/repository /charmm/par_ all36_ prot.prm
parameters /home/wtreptow/jhosoume/repository /charmm/par_all36_lipid.prm

exclude scaledl—4

5 1—4scaling 1.0
; rigidbonds all

rigidtolerance 0.00001
rigiditerations 400
cutoff 11.0
pairlistdist 13.0
stepspercycle 16

> switching on
s switchdist 8.0

# Run

124



117 #minimize 800 ;# Only for initial
118

119 run 500000
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