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RESUMO

Os anestésicos gerais sdo uma classe de drogas fundamentais para a
medicina, mas apesar de serem utilizados ha mais de dois séculos, 0 mecanismo
molecular da anestesia geral permanece desconhecido. A dificuldade de
esclarecer essa questao se deve ao fato de eles produzirem efeitos sistémicos
semelhantes, mas ndo apresentarem uma estrutura molecular parecida.

Uma das teorias que surgiram para explicar esse fendbmeno é a
perturbacdo do equilibrio entre os estados das proteinas devido a ligacdo do
anestésico, em que a probabilidade de ocorréncia de cada conformacédo
depende da energia de ligacdo do anestésico com cada estado. Para investigar
essa perturbacgéo do equilibrio conformacional, o canal dependente de voltagem
Kv1l.2 foi escolhido por possuir as conformacbes abertas e fechadas
caracterizadas, e por dados de eletrofisiologia mostrarem respostas diferentes
ao sevoflurano, que ativa o canal, e ao propofol, que ndo aparenta alterar sua
atividade, oferecendo assim um controle negativo para as analises.

Simulacbes de flooding em altas concentracbes, um método
computacional em que o canal é equilibrado na presenca de um meio saturado
com ligantes que interagem com a proteina em multiplas regiées degeneradas a
taxas reversiveis e finitas, foram realizadas para obter a densidade de
probabilidade espacial p(R) de sevoflurano e propofol com o canal Kv1.2 nos
estados aberto e fechado. As probabilidades de ocupéancia foram, entéo,
comparadas com curvas obtidas por meio de um toy model baseado em um
arcabouco tedrico. As funcbes de particdo para os estados aberto e fechado
foram, ent&o, calculadas a partir dos histogramas do modelo e usadas para
estimar a probabilidade de abertura dependente de voltagem po(V) do Kv1.2 na
presenca desses anestésicos.

A metodologia foi capaz de mostrar que o sevoflurano tem maior afinidade
pela conformacao aberta, enquanto o propofol tem afinidade muito semelhante
pelos dois estados. Esse resultado estd em concordancia com os dados
experimentais e favorece a hipbétese da interferéncia direta no equilibrio
conformacional dos canais pelos anestésicos. Por fim, o estudo visou examinar
o estado de ligacdo canal-anestésico usando uma metodologia que fosse capaz

de descrevé-lo e que possuisse uma analise simples e eficiente.



ABSTRACT

General anesthetics are a class of drugs that are fundamental to medicine,
but despite their use for over two centuries, the molecular mechanism of general
anesthesia remains unknown. The difficulty to clarify this issue is due to the fact
that they produce similar systemic effects, but do not have a similar molecular
structure.

One of the theories that have emerged to explain this phenomenon is the
disturbance of the balance between protein states due to anesthetic binding,
where the probability of occurrence of each conformation depends on the
anesthetic binding energy with each state. To investigate this disturbance of
conformational equilibrium, the voltage-dependent Kv1.2 channel was chosen
because its open and close conformations are characterized, and
electrophysiology data have shown different responses to sevoflurane, which
activates the channel, and propofol, which does not alter its activity, thus offering
a negative control for analysis.

Flooding simulations at high concentrations, a computational method
where the channel is equilibrated in the presence of an environment saturated
with ligands which bind to the protein over multiple degenerate regions at
reversibly and finite rates, were performed to obtain the spatial probability density
p(R) of sevoflurane and propofol for the Kv1.2 channel in open and close states.
The binding probabilities were then compared with curves obtained through a toy
model based on the theoretical framework. The partition functions for the open
and close states were then calculated from the model histograms and used to
estimate the voltage-dependent open probability po(V) of Kv1.2 in the presence
of these anesthetics.

The simulations were able to show that sevoflurane has a higher affinity
for the open conformation whereas propofol has very similar affinity for both
states. This result is in agreement with experimental data and favors the
hypothesis of direct interference in the conformational equilibrium of channels by
anesthetics. Finally, the study aimed to examine the channel-anesthetic binding
state using a methodology that was capable of describing it and that had a simple

and efficient analysis.
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1. Introducéo

O sistema nervoso € uma das maquinarias mais complexas da biologia. Sua
unidade fundamental de organizacdo séo as células neuronais que formam uma rede
que transmite sinais gerados a partir da percepc¢ao de estimulos fisico-quimicos que,
posteriormente, serdo processados e interpretados no cérebro.

O que garante a fidelidade da propagacao do sinal por todo o trajeto, desde a
posicéo inicial do estimulo, até a regido onde ele sera interpretado, € o transporte de
ions mediado por canais i0Gnicos, assim como as caracteristicas elétricas da
membrana celular e a fisionomia diferenciada dos neurdnios. Dessa forma, qualquer
interferéncia em um desses aspectos pode alterar ou comprometer o funcionamento
normal do sistema nervoso central (SNC). Nos casos mais sérios observamos
degeneracdes que causam doencgas, como Parkinson!. J& alteracdes mais brandas

podem induzir estados transitérios de, por exemplo, anestesiaZ.
1.1 Transporte na membrana

1.1.1 Membrana celular

A membrana celular € uma estrutura de bicamada que tem como func¢éo basica
definir os limites espaciais da célula e manter as diferencas entre o contetdo
extracelular e do citosol. Esse papel de barreira seletiva ocorre gracas a sua
composi¢cdo. Nos eucariotos, a composi¢cdo das monocamadas é assimétrica, mas
ambas sdo formadas, basicamente, de esterdis (conferem rigidez), glicolipidios,
proteinas transmembranicas ou periféricas, e 0 componente mais abundante sao os
fosfolipidios.

Como os fosfolipidios possuem carater anfipatico (grupo polar fosfato e cauda
apolar de hidrocarbonos) e tém forma cilindrica, eles acabam formando bicamadas
espontaneamente em ambientes aquosos e, para reduzir ao maximo a energia livre
nesse tipo de solucdo, essa estrutura forma um compartimento esférico fechado para
evitar que os lipidios das bordas entrem em contato com a agua. A interacao entre 0os
componentes da membrana € dada, principalmente, por forcas nao covalentes e eles
formam uma estrutura dindmica que varia de fluidez dependendo da composi¢ao dos

lipidios3.
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Figura 1 Esquema e formula quimica de uma fosfatidilcolina, um exemplo de fosfolipidio
presente na membrana. (Figura adaptada de Alberts et al. 2009 3).

A taxa de difusdo de um soluto através da membrana varia, principalmente, de
acordo com a solubilidade relativa em lipidios da molécula. O carater lipofilico da
membrana favorece o transporte de compostos hidrofobicos por difusdo simples. No
caso de ions e moléculas carregadas, a barreira energética € tdo alta para difuséo que

elas séo consideradas impermeaveis (Figura 2).

CONTRA O CONTRA E A FAVOR

A FAVOR DO GRADIENTE GRADIENTE DO GRADIENTE

A B C D E

iororaicss RN "pomres
\J

—

ATP
ADP + Pi

DIFUSAO SIMPLES CANAL IONICO TRANSPORTE ATIVO

Figura 2 Resumo dos tipos de transporte de solutos pela membrana®* Em (A-B) observamos a
difusdo simples, movimentacdo da regido de maior para de menor concentragcdo, sendo possivel
apenas para solutos que séo permeaveis na membrana. No caso de espécies idnicas (C), o canal ibnico
€ capaz de emular um ambiente favoravel para transporte a favor do gradiente eletroquimico do ion.
As proteinas também sdo capazes de transportar ions contra seu gradiente (D-E), mas isso requer
gasto de energia para ultrapassar a barreira energética desfavoravel. A energia para o transporte pode
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ser obtida da hidrélise de ATP (D), realizado pelas bombas de s6dio e potassio, por exemplo. Outra
opcao (E) é usar a energia do fluxo de um soluto secundario a favor de seu gradiente para bombear
um ion contra seu gradiente.

O transporte de um espécime do compartimento A para 0 compartimento B possui
um potencial quimico associado (energia livre associada a diferenca de concentracao

entre os compartimentos), dado por:

= [X5]
AGA—>B = RTlnm 11

onde, R é a constante dos gases (~1.98 cal.mol'1.K'1), T é a temperatura do sistema

(em Kelvin), [Xg] e [X4] sé@o as concentragbes do ion X nos compartimentos B e A,

respectivamente.

No caso de espécies carregadas, a diferenca da concentracdo de moléculas
entre 0s compartimentos também implica uma diferenca liquida de cargas e,
consequentemente, diferenca de potencial elétrico. E, nesse caso, o transporte de
ions entre compartimentos também requer trabalho elétrico W,_, 5 dado pela equacao:

Wyop = zF (Vg — V) 1.2

em que, z é a valéncia do ion X, F é a constante de Faraday (2,3 x 104 cal. V1. mol?),

e AV é a diferenca de voltagem entre os compartimentos (em Volts).

Por fim, o potencial eletroquimico (AEeq) € o resultado da influéncia dos
componentes elétrico e quimico no transporte de espécies idnicas. Essa energia
eletroquimica é armazenada e usada pela membrana para produzir e transmitir sinais
elétricos nas células nervosas e musculares, transportar moléculas através das

proteinas acopladas e produzir ATP. Ela é descrita como:

AGT = AGasp + Wasp 1.3
— X
AT = el 2F (Vg — V) 14
[Xa]

O potencial eletroquimico dita a espontaneidade do transporte: quando
AG;? ., < 0, o transporte é espontaneo no sentido A — B, e o contrario é verdade para
AG/1, > 0. O equilibrio entre os compartimentos ocorre quando o potencial

eletroquimico € igual a zero.



1.1.2 Potencial da membrana

Como explicado anteriormente, devido a impermeabilidade da membrana,
existe uma diferenca de cargas elétricas entre a bicamada, e como essa tem uma
espessura fina (~5nm), os ions das duas camadas acabam interagindo por campos
eletrostaticos, criando um potencial de membrana. Esse potencial esta relacionado
com as duas componentes do potencial eletroquimico e, quando a forca elétrica motriz
do ion contrabalanca seu gradiente de concentragdo, temos um evento em que néo
h& fluxo liquido de um determinado ion entre compartimentos, chamado de potencial

de equilibrio ou reverso, calculado pela equacéo de Nernsts:

E In ( [Cextra]>
zF [Cintra]

onde Vion € 0 potencial de equilibrio (Volts) de um ion, z é a carga desse ion, F é a

ViOTL = 1.5

constante de Faraday, T é a temperatura (Kelvin), R é a constante dos gases e a razéo
representa a diferenca de concentracdo do ion dentro [Cintra] € fora da célula [Cextra).

Dependendo da quantidade de proteinas com funcéo de transporte acopladas
na membrana, a permeabilidade da membrana a ions pode variar, e o potencial de
membrana tende para o potencial de equilibrio do ion mais permeavel (nos neurénios
esse ion é 0 K*). No caso de permeabilidade a mais de uma espécie idnica, o potencial
de equilibrio é calculado pela equacao Gold-Hodgkin-Katz (GHK):

E <21cvat PCat [Cat] extra + Z]cl{[n PAn [An] intra >

V. =
" F Zlcvat PCat [Cat] intra + Zgn PAn [An] extra

1.6
nessa equacéao a permeabilidade (Pcate Pan) de todas as espécies N de céations (Cat)

e M de anions (An) é levada em conta.

Tabela 1 Concentracdes idnicas de uma célula de mamiferos? e respectivos potenciais de
equilibrio/repouso estimados pela equacéo de Nernst (T=300K, R=8.314 J.K2.mol? e F= 96485

C.mol™?).
fon [Cintra] [Cextra] Vion
K* 140 mM 5mM -85 mV
Na* 5-15 mM 145 mM +70 mV
cl- 5-15 mM 110 mM -65 mV

O potencial de membrana é gerado com uma mudancga pequena de cargas, de

forma que ndo ocorrem grandes alteragdes na concentragdo apos o deslocamento de
4



fons. Além disso, o transporte de cargas é rapido, na casa dos milissegundos®. Essa
propriedade € explorada pelos neurdnios que, com sua fisionomia de tubo alongado,
remetem a cabos eletrbnicos vazados, onde a membrana age como capacitor e 0s

canais ibnicos agem como condutores elétricos.

Axdnio

Corpo celular  Dendritos Terminais do axénio

Figura 3 Exemplo de um neurdnio. Os sinais chegam pelos dendritos, passam pelo corpo celular e
seguem pelo ax6nio até a regido terminal da célula que envia o sinal para as células préximas. (Figura
adaptada de Alberts et al. 2009 3).

7

Quando um neurdnio recebe um estimulo nos dendritos, ele é capaz de
transmitir um sinal elétrico por seu axénio até os ramos terminais (Figura 3), onde esse
sinal sera convertido em sinal quimico. Devido a distancia a ser percorrida, o sinal tem
que ser amplificado ao longo da trajetéria e manter-se unidirecional. Esse trajeto €
assegurado pelo potencial de acdo (PA), um evento unitario de carater tudo ou nada.

O PA é originado no segmento inicial do axénio que possui uma alta densidade
de canais de Na*é, mas para que o fendbmeno comece € preciso que um estimulo
ultrapasse o limiar de ativacéo do potencial de acéo (~-55mV), sendo o sinal é perdido
(Figura 4, etapa 2). Quando o limiar é ultrapassado (Figura 4, etapa 3), os canais de
sodio dependentes de voltagem (Nav) de acao rapida sao abertos e o influxo de sodio
leva a despolarizacdo da membrana, assim, o potencial da membrana aumenta até
atingir o potencial de repouso do sodio (Figura 4, etapa 4).

Durante a despolarizagdo os canais de K* dependentes de voltagem (Kv)
também sédo ativados, porém eles tém uma cinética de abertura lenta comparada aos
de sédio. Por consequéncia, quando os Kvs comecam a se abrir, 0s canais Nav ja
estdo na sua fase de inativacao, resultando no periodo de repolarizacdo (Figura 4,
etapa 5), em que o influxo de Na* diminui consideravelmente e o efluxo de K* se torna

abundante. Por fim, com a atuagdo dos canais Kv e de vazamento de K* ocorre a
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hiperpolarizacdo da membrana, em que o potencial tende ao potencial de equilibrio
do K* (Figura 4, etapa 6), até que os canais Kv se fecham e o potencial de repouso
da membrana é reestabelecido (Figura 4, etapa 7).

A propagacao do PA se deve ao fluxo de corrente axial que despolariza regides
do axbnio enquanto as regides anteriores entram em um periodo de refracédo, onde os
canais Nav estdo inativados e, por isso, ndo € possivel disparar outro potencial de
acdo. A amplificacdo dos PAs ocorre nos nddulos de Ranvier, regido com altas
densidades de canais Nav e com limiar de PA reduzido®. Além disso, o axénio conta
com a mielinizacdo, revestimento que serve como isolante elétrico, que aumenta a
resisténcia da membrana e diminui capacitancia do axénio, aumentando, assim, a

velocidade de conducédo do PA no axdnio?.

1. Potencial de Repouso
+40

2. Estimulo
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Figura 4 Exemplificagdo de um potencial de a¢do. Quando um estimulo consegue ativar uma
quantidade suficiente de canais Nav para ultrapassar o limiar de ativagdo do potencial de acéo, a
membrana é despolarizada e o potencial cresce em diregdo ao potencial de equilibrio do sédio. Apés
um tempo, os canais Nav sdo inativados e os Kv de cinética lenta sdo abertos, resultando no
decaimento do potencial da membrana que agora tende para o potencial de equilibrio do potassio. Por
fim, os canais Kv também séo inativados e o potencial da membrana volta para o repouso. (Gréafico
adaptado de DOI: http://doi.org/10.24927/rce2015.253)



1.1.3 Canais idnicos

Os canais ibnicos, anteriormente citados, sdo proteinas transmembranicas que
permitem a travessia de ions sem que eles entrem em contato com o interior
hidrofébico da membrana. Diferente de proteinas transportadoras, os canais possuem
um poro aquoso que possibilita o fluxo passivo de ions a favor de seu gradiente
eletroquimico, e que é capaz de selecionar a passagem de uma espécie idnica por
tamanho e carga por intermédio do filtro de seletividade. A passagem de um ion de
potdssio por um canal seletivo a K*, por exemplo, é possivel devido as carbonilas
presentes no filtro que interagem com o potassio compensando a perda de interacbes
com a agua que o ion sofre ao entrar na regido do poro. Os oxigénios desse grupo
sdo espacados de forma a acomodar o potassio, enquanto outros tipos ibnicos néo
sdo capazes de se posicionar nessa regiao’.

Outra mecanica dos canais idnicos € a transicdo, em taxas variadas, entre
diferentes estados (condutorendo condutor). A abertura do canal é mediada pelo
mecanismo de controle do poro, conhecido como gating, que esta sujeito a influéncia
de outros dominios proteicos modulados por fatores externos como pH?2, voltagem?®,
temperatural® e tensdo na membranall. Essa modulacdo, por sua vez, acarreta
mudancas na probabilidade de abertura do canal (po). Quanto maior 0 po, maior o
namero de canais na conformacéao aberta, e, consequentemente, maior a condutancia
ibnica (G) macroscépica de uma dada populacdo de canais do mesmo tipo. Essa

relagdo é descrita a seqguir:

em que, Gx € a condutancia idnica de x, N € o numero total de canais presentes, e y
€ a corrente unitaria.

Dentre as diversas classes de canais presentes na célula, a subfamilia dos
canais dependentes de voltagem € uma das mais estudadas, levando em conta sua
importancia na propagacdo de um PA pela célula. Nessa subfamilia, os canais séo
classificados conforme o ion seletivo: Cav (seletivos a calcio) Nav (seletivos a sodio),
Kv (seletivos a potassio) e HCN (seletivos a cations). Além disso, para esses canais,
a permeacao de ions € dependente da voltagem da membrana, logo, a equacéo 1.7

pode ser reescrita em fung¢ao da diferenca de voltagem V.



Por outro lado, a condutancia maxima do canal (Gmax) € independente de
voltagem e é obtida quando a probabilidade de abertura do canal € maxima.

A estrutura basica de um canal dependente de voltagem de K* € de um
tetramero com 6 alfa hélices (S1-S6). As hélices S1-S3 formam um interior hidrofilico
para comportar a regido carregada da hélice S4, uma hélice flexivel e sensivel a
voltagem, carregada de argininas e lisinas. Essa hélice se liga a hélice S5 por
intermédio de uma hélice menor chamada de linker. Por fim, a hélice S5, juntamente
com a S6 formam um poro hidrofilico para a passagem de ions (Figura 5).

Em relacdo ao mecanismo de sensibilidade a voltagem, experimentos de patch
clamp'? foram essenciais para detectar movimentagdo de cargas que explicassem
mudancas na conformacdo do canal em resposta a mudangas no campo elétrico. A
precisdo dessa técnica permite medir, praticamente, o equivalente a funcéo individual
de um canal, e consiste no uso de uma pipeta para aderir uma parte da membrana e,
ao se manter um potencial constante, o aparato consegue calcular a corrente i6nica
de um canal®®. Usando esse método foram constatadas pequenas correntes durante
uma despolarizacdo que ndo correspondiam a uma corrente idnica, e sim, a
reorientacdo de aminoacidos carregados de um canal idnico'4. Essas correntes foram
chamadas de gating currents, e a partir da integracdo dessa variavel pelo tempo
encontra-se a quantidade total de cargas que se movimentaram, gating charges (AQ),
na presenca de um campo elétrico.

As gating charges foram previstas por Hodgkin e Huxley e foram detectadas
pela primeira vez em 1973, por Armstrong et al. *. Os estudos subsequentes®®1’
mostram que o segmento S4 € o principal responsavel pelas gating currents e,
conseguentemente, sua movimentacao esta atrelada a probabilidade de abertura do
canal. Por conseguinte, algumas teorias se propuseram a explicar a transferéncia de
cargas pelo campo elétrico e estao descritas brevemente abaixo:

|.  Deslizamento da hélix (helical-screw model)!® : os residuos carregados da

S4 formam pares de ions com os residuos acidos nos segmentos S2 e S3
vizinhos. Apos a ativagao, somente a hélice S4 se movimenta cerca de 10-
15 A (no sentido perpendicular & membrana) de forma similar a um pistao
e cruza um campo elétrico focalizado e imoével, enquanto rotaciona ~180 °

para a esquerda;



Il.  Transportador (transporter model)!® : hidratacdo da S4 focaliza o campo
elétrico no dominio sensor voltagem (VSD) e a ativacdo envolve
remodelamento desse campo ao invés de grandes deslocamentos da S4;

lll.  Remo sensor-voltagem (voltage-sensor paddle model)?*® : Regido C-
terminal da S3 e segmento S4 formam um “‘remo” que, apos a
despolarizacdo, percorre uma grande distancia, cerca de 20 A pela

membrana, até a regido externa.

Com o acumulo de experimentos e evidéncias, os modelos paddle e transporter
perderam forcas, mas suas principais propostas continuam relevantes para o
consenso geral que tem o modelo helical-screw como base. A movimentag&o sugerida
€ que apos a hidratacdo do VSD, o campo elétrico é concentrado na constricao
hidrofébica dessa regido e a S4 se movimenta cerca de 10 a 15 A na direcéo
transmembréanica, impulsionada pela formacdo de pontes salinas com os residuos

negativos vizinhos?..

1.1.3.1 Kvi1.z2

O membro da subfamilia de canais de potassio dependente de voltagem Kv1.2
€ um canal presente em mamiferos, e em humanos é codificada pelo gene KCNAZ2.
Estd presente em maior abundancia nos axoénios de neurbnios do neocortex,
hipocampo e bulbo olfatério?? atuando, principalmente, na etapa de repolarizacdo do
potencial de acdo. A expressdo disfuncional do canal Kvl.2 é associado a
neuropatologias em humanos, como epilepsia® e distirbio de dor?*. Além disso,
estudos mostraram letalidade em camundongos com nocaute desse canal?®.

Os detalhes estruturais do Kv1.2 foram evidenciados a partir de sua estrutura
cristalogréafica®®. Ele compartilha a estrutura geral dos canais de sua familia, e pode
ser separado por trés dominios: dominio do poro (contempla S5-S6 e filtro de
seletividade), dominio sensivel a voltagem (contempla S1-S4, chamado de VSD) e
dominio de tetramerizagao citoplasmatico (T1) (Figura 5).

O filtro de seletividade dos Kv possui uma sequéncia altamente conservada,
TVGYG?’, com permeabilidade praticamente exclusiva aos ions K+. O canal também
conta com a regido conservada PVP na hélice S6, exclusiva dos Kv eucariéticos?® e

que esta envolvida com o gate'’?° do canal. As hélices do VSD se dispdem em
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formato de ampulheta com os residuos carregados voltados para o interior da
estrutura, sendo que a fenilalanina F?3* atua como blogueador hidrofébico, evitando
que a regido interna do VSD também funcione como regido condutora de ions e
agua®. Ademais, a funcdo do dominio T1 ainda nédo estd completamente elucidada,

mas sua remogao parece ndo acarretar prejuizos no funcionamento do canal3-33,

Figura 5 Representacdo do canal Kv1.2. (A) Visdo superior da estrutura tetramérica do canal.
Dominio do poro em laranja e dominio VSD em azul, com hélice S4 evidenciada em amarelo. (B) Vis&o
lateral da estrutura completa de um cristal de Kv1.2 incluindo o dominio T1 (ciano). (C) Mon6mero do
Kv1.2 mostrando hélices S1-S4 do VSD, linker (LK) que une S4-S5, e hélice do poro (PH) com o filtro
de seletividade (SF).

A estrutura cristalografica citada corresponde ao canal no estado aberto, e na
busca de uma estrutura que representasse o estado fechado, varios estudos in silico
surgiram propondo sua caracterizacdo!’3435, A partir do refinamento das estruturas
obtidas computacionalmente e de uma simulacéo de longa duracdo na presenca de
potencial negativo®? constatou-se multiplos estados de repouso, e uma conformacgéo
fechada que satisfazia dados experimentais=®.

Assim foi definido que, na presenca de um campo elétrico focalizado, as cargas
positivas da S4 (principalmente as primeiras 4 argininas, R1-R4) ficam em posi¢coes
favoraveis ao pareamento com os residuos negativos presentes no VSD ou com o
grupo fosfato dos lipidios e o rearranjo das pontes salinas entre esses residuos
movimenta a hélice. Os residuos F?3 (S2), E?36 (S2) e D?>° (S3) atuam como centro
de transferéncia de cargas catalisando a transferéncia de cada residuo da S4 pelo
campo a medida que eles passam por essa regido3*. O movimento é constatado pela
interacéo do residuo R1 com o F233 no estado fechado e interagdo do residuo R5 com

0 F233 no estado aberto3537.
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O mecanismo de ativacdo pode ser explicado pela hélice linker S4S5, que
conecta 0 segmento S4 ao S5, mas que também estd acoplada,
eletromecanicamente, com a regido C-terminal do segmento S6%%3°, assim, a forca
elétrica associada a ascensdo da S4 causada por um campo elétrico € convertida em
forca mecanica, via tenséo do linker , que acaba movimentando a S6 e desobstruindo
0 poro. Cerca de 14 cargas elementares (AQ = 14e’) devem se movimentar para
mudar o estado do Kv1.2 de fechado para aberto!”3®, ou seja, para o canal entrar no
estado aberto todas as 4 subunidades de VSD tém que estar ativadas®.

coo”

NH;*

Repouso - Fechado < ! Ativado - Fechado -« Ativado - Aberto

- ‘ - - + o+ ~ + + + 4+ NS + 4+
Figura 6 Sensibilidade a voltagem de um canal de potdssio dependente de voltagem. (A)
Topologia de uma subunidade do Kv1.2. Residuos envolvidos na sensibilidade a voltagem estédo
evidenciados na estrutura em branco, bem como os residuos que fazem parte do centro catalitico (em
vermelho). (B) Em potenciais elétricos internos negativos, o canal se encontra preferencialmente no
repouso e com o poro fechado (po do canal € muito baixa). J& no caso de potenciais elétricos internos

positivos, a hélice S4 se move para cima e tensiona o linker S4-S5 (rosa) que abre a parte inferior do
poro, permitindo a hidratacéo da regido e subsequente abertura total do poro (po do canal aumenta).

1.2 Anestésicos Gerais

A anestesia geral € um estado associado a perda da consciéncia, amnésia,
analgesia e imobilidade. Esse estado ainda pode ser revertido com facilidade, o que

o tornou extremamente cobicado em procedimentos médicos, principalmente
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cirdrgicos, sendo que os registros de inducdo desse estado datam de meados de
180040,

Os anestésicos gerais sdo os farmacos responséveis por gerar tal estado, e
apesar de produzirem um efeito sistémico similar, variam na sua composi¢ao quimica,
abrangendo fendis, hidrocarbonetos halogenados, barbitaricos, gases inorganicos,
entre outros??. Devido a auséncia de um padrdo estrutural compartilhado entre os
anestésicos, atualmente eles sédo classificados de acordo com a via de administracéo,
intravenosos ou inalatérios, sendo que o primeiro grupo € mais utilizado para inducao
da anestesia enquanto o segundo € para sua manutencao.

Os anestésicos gerais modificam o funcionamento do SNC e acabam alterando
a comunicacdo entre regides diferentes do cérebro. Essas alteracbes, reveladas por
eletroencefalografia (EEG), sao interpretadas como oscilagbes na atividade cerebral
que estdo associadas as caracteristicas comportamentais da anestesia geral>4l. Mas,
apesar do conhecimento a nivel sistémico, do histérico de uso e avancos no campo
da anestesiologia, o mecanismo molecular por tras do estado anestésico ainda é
desconhecido. A dificuldade situa-se no efeito abrangente e no fato de que ndo ha um
padrdo quimico comum entre 0s anestésicos para implicar um mecanismo especifico
para todos.

Inicialmente, acreditava-se que uma propriedade fisico-quimica geral seria
responsavel pela acdo dos anestésicos, e a lipofilicidade pareceu atender essa
suposicdo. A importancia desse fator é evidenciada pela regra de Meyer-Overton, que
correlaciona a poténcia do anestésico de forma diretamente proporcional a sua

solubilidade em 6leo#2.
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Figura 7 Correlagdo de Meyer-Overton para anestésicos inalatorios. Quanto maior a
lipossolubilidade do composto em Gleo, maior é sua poténcia anestésica. A poténcia é referente a dose
necessaria para inducéo da anestesia e a lipossolubilidade esta relacionada ao coeficiente de particao
em Oleo do anestésico. O grafico mostra que o halotano é um dos anestésicos inalatérios mais potentes,
e de fato ele é muito utilizado. (Figura retirada de DOI: https://doi.org/10.1038/s41598-020-64436-z).

Dessa correlacdo surgiu a teoria lipidica, ou indireta, que sugere que a particao
de um anestésico na membrana altera suas propriedades fisico-quimicas e,
consequentemente, modifica o funcionamento de proteinas do neurénio de maneira
inespecifica®®. A principio, esse distirbio na membrana causado pelos anestésicos
estaria relacionado com a expansao de volume**, aumento da fluidez*® e mudancas
no perfil de presséo lateral da membrana**4¢. Contudo, essas mudancas por si s6 néo
sao capazes de explicar casos como:
I.  Seletividade: insensibilidade de canais a certos anestésicos mesmo
sendo sensiveis a outros 448
II. Estereoseletividade: um isbmero mais potente que 0 outro mesmo
tendo a mesma lipossolubilidade??;
lll.  ExcecOes a regra de Meyer-Overton: alcoois de cadeia longa ndo tém
efeito anestésico, ao contrario do esperado®’;
IV. Alteragdes quimicas: derivados de anestésicos com pequenas
alteracdes em grupos quimicos ndo tém a mesma acgéao®..
Por fim, foi constatado que concentracdes fisioldgicas relevantes de
anestésicos afetam minimamente as propriedades da membrana, e que essas

alteracdes poderiam ser replicadas por um aumento singelo da temperatura®%°3.
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Contudo, por mais que as evidéncias mostrem que a acdo indireta ndo é
inteiramente responsavel pela anestesia, € importante ressaltar que sua participagcao
nao deve ser descartada, uma vez que ainda existem evidéncias a favor desse tipo
de modulacéo, como o trabalho recente de Pavel et al. 4, que mostrou sinais de um
mecanismo de ativacdo de canais de vazamento (TREK-1) via perturbacéo de balsas
lipidicas por cloroférmio e isoflurano.

Devido as inconformidades de evidéncias do modelo indireto, a busca por
mecanismos de ac¢do transferiu sua atencéo para as proteinas, ja que elas oferecem
diversas regides transmembranicas favoraveis a ligacdo de pequenos ligantes
hidrofébicos. Logo foi constatado que os anestésicos interagem e alteram a atividade
de diferentes tipos de canais idnicos®®. Assim, surgiu a teoria da agado direta, a qual
sugere que a ligacdo direta de anestésicos em sitios especificos dos canais modula a
dinAmica de proteinas como receptores de neurotransmissores (ex: GABAa®®%7),
canais voltagem dependentes (ex: Kv®8, Nav®®) e constitutivamente abertos (ex:
K2P47) resultando em depressdo da transmissdo neuronal excitatéria e aumento da
inibicdo neuronal.

Estudos de eletrofisiologia em sistemas reducionistas foram uns dos primeiros
a apontar a relacdo direta ao mostrarem o deslocamento da atividade do canal em
concentracdes significativas dos anestésicos. Além disso, modelos in vivo mostraram
que o estado de anestesia de roedores foi revertido apés a infusdo de anticorpos
especificos ao canal idnico Kv1.2%9, resultado semelhante também observado usando
0 inibidor de Kv1.3, ShK-186%'. Em outro experimento, ratos nocaute para o canal
TREK-1 apresentaram resisténcia ao efeito de anestésicos gerais®?. Por fim, a uniédo
de estruturas cristalograficas com mutacfes pontuais e estudos de dinamica
molecular ja apontaram sitios de interagdo com 0s anestésicos em canais
procariéticos®%, bem como em eucaridticos®®. Apesar das evidéncias, as
interacdes com anestésicos ainda sdo um fendmeno complexo de ser avaliado, ja que
varia de acordo com o tipo de anestésico, concentracao, conformacao do canal, além
da possibilidade de muiltiplos sitios de interacdo®+%” e diversos estados de ocupacéo

desses sitios®8.69,
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1.2.1 Modulac¢éo do Kv1.2

Um dos modelos propostos para os canais Kv dentro da teoria direta é o
distarbio conformacional provocado por modulagéo alostérica. A voltagem controla o
equilibrio entre as conformacdes abertas e fechadas, aumentando a populagédo de
canais abertos em potenciais positivos. O modelo minimalista sugere que o0s
anestésicos, ao se ligarem as proteinas, também seriam capazes de interferir nesse
equilibrio, favorecendo o estado aberto. No momento, o canal Kv1.2 se provou um
o0timo exemplar para avaliar tal modelo, devido sua detalhada caracterizacédo
estrutural e estudos mostrando flexibilidade de modulacdo. Essa plasticidade é
evidenciada pela resposta do Kv1.2 a sevoflurano e propofol.

O sevoflurano é um anestésico éter fluorado de administragdo inalatoria.
Descoberto em 1971, ele é muito usado atualmente na prética cirdrgica para manter
o estado anestésico em razao de seu perfil farmacolégico de alta poténcia anestésica
e poucos efeitos adversos, como irritacdo das mucosas’®.

Ja o propofol € um anestésico intravenoso usado para inducdo e manutencao
do estado de anestesia. Ele é adequado para cirurgias de porte pequeno, devido a
rapida inducédo e metabolizacdo, o que leva a uma recuperacao rapida. Apesar de
potenciais efeitos adversos como depressao cardiovascular e respiratoria, o propofol

é bastante utilizado desde 198371,

Tabela 2 Caracteristicas e propriedades dos anestésicos gerais: sevoflurano e propofol.

. Dose para x
Anestésico Estr,ut.ura Via de . indugéo de Modulaggo Ref.
Quimica administracéo ; do Kv1.2
anestesia
OH
Propofol Intravenoso 2 - 2.5mglkg 30uM 48,71
para adultos Sem efeito
FsC O _-F . ~2.1 (% viv) *t 1mM
Sevoflurano \|/ Inalatorio 33,70,72
CF para adultos Aumenta
3 atividade

1 *Concentrag&o alveolar minima de anestésico que impede o movimento em 50% dos individuos em resposta a
um estimulo nocivo.
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Em relacdo a modulacao do Kv1.2, 1mM de sevoflurano potencializa a atividade
do canal, tanto aumentando a condutancia maxima (Gmax) em 13% quanto deslocando
a curva da relacéo G-V para esquerda, ou seja, houve uma diminuicdo de ~4mV na
voltagem necesséria para ativar metade da populacdo de canais (V12)33°8. Em
contraste, observa-se a insensibilidade do canal ao propofol, ja que as curvas de
condutancia do controle e na presenca de 30uM de propofol se sobrepdem“® (Figura
8).

Outro ponto relevante em relacdo a modulacéo do Kv1.2 por anestésicos, € que
nos estudos ja citados foram feitos experimentos mutagénicos que evidenciaram a
sensibilidade da regido linker do canal a anestésicos. A substituicdo de cinco
aminoécidos na sequéncia do linker do Kv1.2 o deixaram igual a sequéncia do linker
do canal sensivel a voltagem de droséfilas K-Shaw?2 (chamado de mutante FRAKT) e,
nessas condicdes, na presenca de sevoflurano, o deslocamento para esquerda do V2
foi de ~15mV e a Gmax aumentou em mais de 100% comparado ao controle. Um
comportamento semelhante ao mutante FRAKT também é observado na mutacéo
pontual G329T no linker®3, que da mesma forma proporcionou a potencializacéo da
atividade do canal na presenca de propofol*® (Figura 8 - B).

Esses dados apontam a importancia da regido linker para modulacdo de
anestésicos, ja que a mutacdo de apenas um residuo foi capaz de promover um
aumento relativo bastante significativo na presenca do sevoflurano, bem como do
propofol. Tal disparidade deve ter relacdo com alguma modificagdo no acoplamento
eletromecanico propiciado pelo linker38:3°,

Ademais, as analises de mutacéo ainda revelaram gue os efeitos de ativacao e
aumento da corrente maxima do canal sdo independentes, corroborando para a teoria
de mudltiplos sitios de interacdo, em que cada sitio contribui para uma parte da
modulacdo. Essa conclusdo surgiu apés o mutante K-Shaw T330G, mutacao
correspondente a G329T no Kv1.2, praticamente abolir o deslocamento da curva G-V
provinda do sevoflurano, mas manter o aumento na Gmax. Portanto, ha pelo menos
dois sitios que estdo envolvidos com a modulacdo por sevoflurano, sendo um
alostericamente acoplado a regidao eletromecénica que esta ligada com o gating (ex:
linker, interface S4-S5, C-terminal da S6) e o outro é independente dessa regiao e

afeta a condutancia maxima, provavelmente estabilizando conformacdes abertas=:.

16



A Modulacao Sevoflurano
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Figura 8 A modulagéo do canal Kv1.2 é evidenciada nas curvas da relagdo G-V, que mostram o
aumento do fluxo de ions em funcéo da mudanca de voltagem. (A) Graficos adaptados de Liang et
al. 2015% gque mostram aumento de Gmax do canal selvagem Kv1.2 (WT) e deslocamento negativo da
curva na presenca de 1mM de sevoflurano. Esses efeitos sdo amplificados nos mutantes Kv1.2 FRAKT
e Kv1.2 G329T. (B) Gréaficos adaptados de Bu et al. 2018“% mostram que na presenca de 30uM de
propofol ndo h& alteragdo na relacdo G-V do canal selvagem, mas o mutante KV1.2 G329T ja
demonstra sensibilidade & mesma quantidade do anestésico.

Os resultados experimentais que apontam a modulacdo do canal pelo
sevoflurano foram capazes de serem replicados com modelos computacionais,
agregando ainda mais indicios do impacto individual de cada sitio na po do canal e na
estabilidade de uma conformac&o®.

A partir das técnicas de docking molecular, que prediz a melhor orientacao de
ligacdo de uma molécula com seu alvo proteico, e do calculo da energia de ligacdo no
sitio via Free energy pertubation (FEP), sitios putativos de ligagcdo do sevoflurano
foram detectados no Kv1.2 nas conformacdes aberta e fechada e, ao verificar os
efeitos da ligagdo no equilibro entre estados, observa-se mais uma vez o0

deslocamento da curva de probabilidade de abertura (Figura 9 - A), sendo que 0s
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sitios na regido do linker e na interface S4/poro foram os principais responsaveis pela
estabilidade do estado aberto, enquanto o sitio na hélice S6 favoreceu mais a

estabilidade do estado fechado (Figura 9 - B).

A 17— Sem ligante p, (V)
L — Experimental 1mM sevo
— Calculado 1mM sevo
0.8 — Calculado 10mM sevo
Calculado 100mM sevo
—~ 0.6
>
e L
Q
0.4+
0.2+
0 L 1 == I | 1
-80 -60 -40 -20 0
Voltagem (mV)
B 1
0.8
— 0.6
>
é L
0.4 v Cavidade central
< Face Ext
O Helix-S6P
m linkerS4S5
0.2 ¢ VSD
A PoroS4
,;,.,_‘__- s §i I 1 L |
-60 -40 -20 0

Voltagem (mV)

Figura 9 Curvas de probabilidade de abertura do Kv1.2 adaptado de Stock et al. 2018°%°. po(V) do
canal para diferentes valores de voltagem. A curva preta mostra o controle experimental, sem ligante,
gue sé é afetado pela voltagem. Em azul temos a referéncia experimental para 1mM de sevoflurano33,
enquanto as demais curvas correspondem as po(V) estimadas para as concentracdes de
1ImM(vermelho), 10mM(verde) e 100mM(amarelo) usando modelo in silico. (B) Andlise de
decomposicao por sitio para a concentragdo de 100mM.
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2. Justificativa e Objetivos

2.1 Justificativa

Nas ultimas décadas, o campo da biologia molecular passou por varios avangos
e descobertas, como o desenvolvimento, em 2012, da maquinaria de edicdo de
material genético pelo complexo CRISPR/Cas9 que foi originado do sistema de defesa
bacteriano, e mais recentemente, temos o0 exemplo da startup DeepMind que, no final
do ano de 2020, conseguiu predizer o enovelamento de proteinas a partir de sua
sequéncia de aminoacidos usando o algoritmo de deep learning Alphafold. Contudo,
apesar dos progressos, o funcionamento de varios mecanismos moleculares
permanece desconhecido e a acdo dos anestésicos gerais €, sem duavida, um dos
mais desafiadores.

O uso de drogas para gerar o0 estado de anestesia data de mais de dois séculos,
mas ainda ndo se sabe ao certo como esses farmacos causam tal estado. O desafio
reside na diversidade de moléculas da classe anestésica que ndo compartilham um
padrdo estrutural que justificaria um efeito sistémico resultante de um mecanismo
comum a todos. Entre as varias teorias sobre a acado desses farmacos, as teorias
direta e indireta sdo as que mais cresceram nos Ultimos anos, e com varias evidéncias
a favor e contra, dédo forca a hipotese de que a acdo dessas moléculas é, muito
provavelmente, o resultado de dois ou mais mecanismos moleculares.

Nesse cenario, varios estudos evidenciaram a relacdo direta de interacao de
anestésicos gerais com canais idnicos, em baixas concentracfes, em multiplos sitios
e em miltipla ocupancia®#®, dando suporte a ligacdo direta como um dos
mecanismos envolvidos na anestesia. Dentro desse mecanismo surgiu uma vertente
que explora a perturbacdo do equilibrio entre estados da proteina decorrente da
ligacdo do anestésico. Como essa hipotese implica um equilibrio quimico, é possivel
inferir um ciclo termodindmico, em que hé transicdo entre diversos estados, e a
probabilidade de ocorréncia de cada conformacgéo depende da energia de ligacdo do
anestésico com cada estado.

Para estudar esse modelo, o canal Kvl1.2 fornece ndo apenas seus estados
aberto e fechado bem definidos, mas também sensibilidade variada a anestésicos
gerais. Assim, é possivel avaliar o distarbio no equilibrio de estados causado por um
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anestésico (sevoflurano) com acdo comprovada no canal®3, bem como usar um
anestésico sem efeito na atividade do canal (propofol)*® como controle negativo para
as andlises.

Desse modo, as propriedades termodinamicas desse sistema (canal-
anestésico) foram avaliadas usando um arcabouco tedrico que retira dados
diretamente de simulacfes de dinamica molecular de flooding (fld-MD). Nesse tipo de
simulagdo, o canal € equilibrado na presenca de um meio saturado de ligantes que
migram de forma espontanea para multiplas regides degeneradas da proteina a taxas
reversiveis e finitas.

Quando esse sistema chega ao equilibrio, é possivel averiguar o nUmero meédio
de ligantes na interface proteica ao longo da trajetéria e, consequentemente, a
probabilidade de ocupéancia e, assim, calcular a funcéo de particdo de cada estado®®.
Com essas grandezas estimadas, é possivel reconstruir o equilibrio entre a
conformacdo aberta e fechada em diferentes valores de voltagem®® e, desse modo,
obter a probabilidade de ocorréncia de um estado.

A vantagem desse tipo de averiguacdo do sistema é que a interagdo com a
proteina ndo é enviesada e ndo € baseada apenas em critérios fisicos, como 0s
utilizados por algoritmos de docking. Além disso, as analises sédo simplificadas, ja que
todas as constantes séo obtidas diretamente das simulagdes sem precisar de técnicas
adicionais para calcular variaveis como energia de ligacdo. Todavia, a metodologia
trabalha com valores absolutos de ordem de grandeza alta, por isso, optou-se por usar
um toy model com valores relativos das propriedades dos sistemas para as analises.

Ademais, propriedades da membrana que podem ser afetadas pela presenca
do anestésico também foram avaliadas para verificar se os efeitos observados, dentro
de um sistema reducionista, sdo provindos somente da modulag&o alostérica.

Por fim, esse estudo busca gerar evidéncias que estejam de acordo com 0s
dados ja conhecidos na literatura que favorecem a hip6tese de os anestésicos
interferirem diretamente no equilibrio de estados das proteinas e, consequentemente,
na resposta neuronal. Diante disso, esse tipo de estudo € o ponto de partida de
pesquisas que visam diminuir efeitos colaterais ao modificar ou desenvolver novos

farmacos para serem mais seletivos e eficazes.
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2.2 Objetivos gerais

Esse estudo visa investigar o impacto nas propriedades de um sistema
reducionista, decorrentes da interacdo dos anestésicos com tal sistema, usando
técnicas otimizadas envolvendo simulagbes atomisticas de dindmica molecular tipo
flooding e, assim, verificar a influéncia do mecanismo alostérico no equilibrio entre

estados de um canal ibnico.

2.3 Objetivos especificos

% Replicar os resultados ja existentes na literatura do impacto do
sevoflurano no equilibrio de dois estados do Kvl1.2 analisando

simulacdes de flooding

Trabalhos anteriores do grupo conseguiram replicar resultados experimentais
do desvio do equilibrio entre estados causado pelo sevoflurano no canal Kv1.2 usando
técnicas de docking e célculo de energia via FEP. O estudo atual visa, mais uma vez,
repetir esses resultados e avaliar o modelo de alosteria usando um delineamento
experimental mais simples ao empregar a metodologia de simulacdo de dinamica

molecular tipo flooding em altas concentracgoes.
% Uso datécnica com controle negativo

As técnicas de analise das simulacdes do flooding também vao ser usadas em
um sistema com propofol em altas concentragdes para servir como controle negativo,

ja que, experimentalmente, foi provada a insensibilidade do Kv1.2 a esse anestésico.
« Verificar influéncia dos anestésicos nas propriedades da membrana

Também serd avaliado o efeito indireto do particionamento dos ligantes na
membrana a partir das propriedades da membrana relacionadas com sua fluidez e
gue podem ser calculadas computacionalmente, como area por lipidio e o parametro

de ordem dos lipidios.
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3. Métodos

Para alcancar os objetivos deste estudo, foi tracado um fluxograma de trabalho
composto de: (i) averiguacéo da estabilidade dos sistemas (ii) obtencéo da distribuicéo
de ligantes na interface proteica via simulagdes de dindmica molecular tipo flooding
(ii) célculo da probabilidade de ocupéancia diretamente da trajetéria (iv) comparacao
das probabilidades com curvas geradas via toy model (v) investigacdo do impacto

conformacional proporcionado pela ligacao dos anestésicos.
3.1 Metodologia Computacional

Héa muitos anos, a teoria e 0s experimentos de bancada andam lado a lado para
avaliar as hipoteses cientificas, um complementando o outro. Com o0 avanco da
tecnologia, técnicas computacionais surgiram e foram capazes de recriar
procedimentos de bancada chegando perto do resultado experimental e,
conseguentemente, acabaram aumentando a demanda por modelos teéricos mais
acurados. Os experimentos computacionais permitem o controle e o ajuste total dos
parametros experimentais, logo, é possivel testar cenarios com condi¢des inviaveis
(ex.: temperaturas extremas) ou com custos muito altos (ex.: presséo alta). Ademais,
os testes in silico podem utilizar resolucdes espaciais e temporais impraticaveis de
serem alcancadas com outras metodologias.

Métodos computacionais foram empregados nessa pesquisa por serem
capazes de trabalhar na escala espacial de 101°m e temporal de 10° s exigidos para
0 estudo da interacdo entre receptor e ligante. Dessa forma, é possivel observar a
nivel atbmico os varios graus de complexidade da modulagdo de proteinas por
pequenos ligantes, mas, infelizmente, o ganho na escala ainda € restringido a um
sistema reducionista, perdendo a complexidade de interagdo com uma membrana
eucariotica e sinalizagéo celular. Ndo obstante, nesse projeto foram usadas técnicas
computacionais de dinamica molecular, aliadas a modelos tedricos para descrever as
propriedades provindas da interacdo dos anestésicos em um sistema com membrana

e o canal Kv1.2.
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3.1.1 Simulacdes de dinamica molecular

Para observar a interacdo dos ligantes com canais iGnicos usamos a técnica
computacional de dindmica molecular, que descreve o comportamento molecular de
um conjunto de atomos ao avaliar a evolugdo temporal desse sistema regido por suas
interacbes. As interacdes intra e intermoleculares sdo as responsaveis pela
movimentacao dos atomos e, dadas as posicdes e velocidades iniciais das particulas,
a evolucdo temporal subsequente € completamente determinada a partir do célculo
de potenciais e integracao das equacgdes de Newton em um certo intervalo de tempo,
chamado de passo de integracao.

Uma vez que se tem a trajetdria do sistema € possivel retirar as informacoes
das propriedades fisicas (ex.: temperatura, pressao, energia livre). Como o sistema
simulado € considerado ergddico, as propriedades sdo obtidas a partir da média
temporal, e devem coincidir com a média do conjunto de microestados possiveis
amostrados durante a simulacdo. O principio da mecanica estatistica € adotado aqui,
pois, em virtude do nUmero de atomos, seria invidvel amostrar todos os microestados
para obter sua média. Por isso, para uma trajetéria bastante longa temos:

lim A@t) = {4) 3.1

em que, a média da propriedade termodinamica A tende para a média de todos os

estados possiveis (A4).

3.1.2 Campo de forca

O comportamento do sistema é regido pela funcdo de energia potencial U(7),
que depende das coordenadas cartesianas 7 do sistema. A acuracia da simulacédo
esta atrelada a capacidade do potencial de reproduzir o comportamento do sistema
nas condicoes em que a simulacdo é executada. A descricdo de interacdes intra e
intermoleculares para cada par atbmico esta configurado nos campos de forca como
o CHARMM”3, AMBER’* e GROMOS’. Os parametros das funcGes de energia
desses campos foram obtidos a partir de trabalhos experimentais e/ou céalculos de
mecanica quantica’® e a energia potencial é estimada pela soma de termos que
representam as contribuicbes de interacdes ligadas e néo-ligadas em funcéo das

coordenadas atbmicas.
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U(?) = Uligado + Unﬁo—ligado 3.2

Nesse trabalho foi empregado o campo de forca CHARMM por ser compativel
para pequenos ligantes’3. Nesse campo, as interagdes néo ligadas dependem apenas
da distancia entre atomos, independente de qual molécula pertencem, enquanto as
interacdes ligadas séo calculadas somente para atomos da mesma molécula.

Interac@es Intramoleculares

Z ky(rij — ro)z + Z ko (6 — 90)2 +

ligagdo angulo

3.3
z ks[1+ cos(ng — y)] + z ki(w — wg)?

diedro improprio
A porcao intramolecular da energia potencial inclui, para todos os pares de atomos
ij ligados, termos de ligacdo, angulo (8), angulos diedros (@) e angulos diedros
improprios (w). Os parametros ki, ke, kq, ki SG0 as respectivas constantes de forga; e
as variaveis n e y sdo a periodicidade e fase do angulo diedro; e ro, 60, wo S40 a
distancia e os angulos de equilibrio.
% Energia de ligacdo: potencial harménico relativo a distancia entre dois atomos
gue realizam uma ligacao covalente;
% Energia de angulo: referente ao angulo entre trés &tomos ligados
covalentemente;
< Energia de diedro: associado ao angulo entre dois planos formados pela
torcdo entre quatro atomos ligados;
% Improprio: potencial harménico artificial do campo de forca para manter

atomos no mesmo plano.
Interacdes Intermoleculares

q:q r 12 r 6

idj 0 0

I [ g .
TTET;; ut Tij :

nao-ligado

Os termos referentes as interagcdes intermoleculares incluem interagdes

eletrostaticas e de Van der Waals, em que gi € gj SA0 as cargas parciais dos atomos,
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e € é a constante dielétrica. As variaveis ¢ijj e ro correspondem ao modulo do potencial
minimo e a distancia de equilibrio, respectivamente.
% Energia eletrostética: referente a lei de Coulomb;
% Energia de Van der Waals: relacionado a repulséo de nuvens eletronicas e as
forcas de disperséao. Interacdes tratadas pelo potencial de Lennard-Jones 12-
6. Os termos elevados remetem a grandeza da forca de repulsdo que aumenta
com a aproximacao do par de atomos e de atracdo que diminui a medida que

a distancia aumenta, remetendo a falta de interacoes.

3.1.3 Integracédo das equac¢des de movimento

Para comecar qualquer tipo de simulagdo é necessario saber os parametros do
campo de for¢a, a posicédo de todos os a&tomos do sistema e as velocidades, que no
momento inicial sdo distribuidas aleatoriamente. Além disso, € essencial definir as
caracteristicas do sistema, que podem variar desde as configuracées padrées de
simulacdo, chamado de ensemble microcanénico (nimero de moléculas, volume e
energias constantes - NVE) a ensembles que remetem a condigbes experimentais
como um sistema canénico (numero de moléculas, temperatura e volume constantes
- NVT) ou um sistema isotérmico-isobarico (numero de moléculas, temperatura e
pressdo constantes — NPT).

Uma vez que as condi¢des iniciais da amostra estdo definidas, o programa de
dindmica molecular gera uma trajetéria dos atomos do sistema. Para tal, € empregado
um esquema de integracfes de equacBes de movimento para obter a evolucao
temporal do sistema. Esse esquema é resolvido por algoritmos, e o escolhido para
esse estudo foi o de Verlet’’, empregado pelo programa Nanoscale Molecular
Dynamics (NAMD?8). O algoritmo adotado utiliza a posicéo atual das moléculas (#(t))
e velocidades (¥(t)) em um dado instante t, entdo a posicdo no instante subsequente
(t + &t) é dada pela expansdo de Taylor das posi¢des em (t + 6t) e (t - &t), de modo
que:

F(t)

7(t + 6t) = 27(t) —r(t — 6t) + 7&2 + 0(6t%) 35

onde 7#(t + 6t) é a posicdo a ser determinada para o préximo instante e 7(t — 6t) é a

posicdo no instante anterior, m é a massa e o erro associado é na ordem de 0(5t%).
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Ademais, F é a forca que movimenta os atomos calculada pela energia potencial
estimada U(7) :

du(@
a4 " 3.6

F=

onde 1 = 7/r é o vetor unitario do vetor distancia. Por Ultimo, as velocidades também
sao inferidas por uma expanséao de Taylor, e sédo utilizadas para o calculo da energia
cinética:

7(t + 8t) — 7(t — 6t)

v(t + 6t) = 55t

+ 0(6t%) 3.7

A escolha do intervalo de tempo para o calculo das forcas (passo de integracao
- 6t) é crucial para a performance da simulacdo. Por um lado, passos de integracdo
pequenos geram trajetdrias mais precisas, assegurando a conservacao de energia,
todavia, o custo computacional € maior nessas circunstancias. Por outro lado, quanto
maior for o passo de integracdo, maior € o erro agregado, ja que nao é possivel
amostrar interacfes rapidas e o célculo das forcas acaba enviesado, aplicando forcas
por mais tempo do que elas estariam de fato agindo no atomo. Portanto, o passo de
integracdo adotado é da ordem de 2 femtosegundos (10'°s), que permite a

amostragem de eventos de vibracdo rapidos dos atomos.

3.1.4 InteragOes de longa distancia

O potencial adotado de Leonard-Jones 12-6 tem alcance infinito e como a
quantidade de interagdes intermoleculares aumenta na ordem de N?, calcular todas
exigiria muito processamento computacional. Ademais, para pares muito afastados, o
potencial tende a zero e, por isso, € delimitado um raio Rc, onde célculos de interacdo
entre pares de atomos separados por uma distancia maior que esse cutoff sédo
desconsiderados. Essa delimitacdo diminui os céalculos a serem feitos a cada passo
de integracao e, consequentemente, economiza tempo computacional.

Contudo, esse cutoff cria uma descontinuidade abrupta de energia na fronteira
do Rc e, para nao prejudicar a conservagcao de energia do sistema, o potencial é
ajustado por uma switching function para desaparecer de forma suavizada no raio do

cutoff, como mostrado abaixo:
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Upne = { U(r)—U(Rc) ,r < Rc
0 , v > Rc 3.8

A restricao de distancia para o céalculo do potencial atende bem o potencial de
van der Waals, ja que ele decai na ordem de r -6, porém, o0 potencial eletrostatico decai
na ordem de r -1, logo, o cutoff adotado pode acabar negligenciando valores
significativos do termo eletrostéatico, no caso de distancias onde o termo de van der
Waals ja esta proximo de zero. Para resolver esse problema é adotado um termo de
longo alcance para tratar as interacdes eletrostaticas, no caso desse trabalho o
método PME (Particle Mesh Ewald 7°) foi empregado. Essa metodologia define um
potencial dependente da densidade de carga p(k), que leva em consideracdo atomos

distantes. Logo, o potencial eletrostatico é reescrito como:

Uetetrostatico = Ucoutomb (T) + Upme (p(k)) 3.9

3.1.5 Condicéo periodica de contorno

Outro problema que surge durante uma simulacdo sdo as particulas que se
encontram nos limites do sistema que ficariam em contato com o vacuo. Para evitar
esse efeito de borda, o sistema é fechado em uma caixa que € replicada infinitamente
em todos os eixos cartesianos e os limites de cada célula estdo em contato com os
limites opostos das células vizinhas. Esse procedimento é chamado de condicdes
periddicas de contorno e, também, replica a movimentacdo dos atomos da caixa
principal em todas as réplicas.

Cada particula interage com atomos que estdo nas imagens proximas e apenas o
par mais proximo é considerado para os célculos para evitar redundancia entre
réplicas ou entre &tomos muito distantes. Essa restricdo € conhecida como critério de
imagem minimo e o cutoff para o calculo deve ser menor que 2Rc para garantir que

as interacdes so estdo sendo consideradas uma vez com cada atomo.
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Figura 10 Exemplificagdo da condicdo peridodica de contorno. A caixa principal, destacada no
centro da figura, estéd rodeada por réplicas no plano tridimensional. No exemplo, quando o atomo em
vermelho atravessa o limite da caixa principal e entra na réplica superior, 0 atomo equivalente a sua
imagem na réplica inferior, extremidade oposta, aparece no sistema principal

3.1.6 Simulag®es tipo flooding-MD

As simulacbes de dinamica molecular tipo flooding oferecem uma nova
abordagem para o estudo de interacbes de pequenos ligantes com um alvo
proteico®80, Usando os principios da dinamica molecular, um sistema contendo um
receptor é equilibrado na presenca de um meio saturado de ligantes que interagem
reversivelmente com a proteina de acordo com sua afinidade.

Vale ressaltar que a dindmica molecular trabalha com mecéanica classica e nédo
reproduz quebra nem formacao de ligacGes covalentes, portanto, essa técnica so é
viavel para complexos receptor-ligante que ndo envolvem ligagdes covalentes. Outro
ponto relevante € que a concentragao de ligantes é alta para aumentar a amostragem,
todavia, 0 niumero de ligantes ndo pode ser tdo grande a ponto de prejudicar 0s graus
de liberdade da proteina.

Uma das vantagens dessa metodologia é que a analise é simples ja que ela
fornece a probabilidade de densidade espacial p(R) do ligante proximo a proteina,
logo, as afinidades de ligacdo podem ser resolvidas. Além disso, a interagdo com o
canal ndo é enviesada, jA que essa técnica mostra interacdes no equilibrio sem
depender de nenhum potencial artificial. Por outro lado, a amostragem dos eventos
deve ser grande para analisar as propriedades das interagdes, exigindo um custo
computacional alto, além de trabalhar com valores absolutos altos que podem gerar

erros numéericos.
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3.2 Teoria

E possivel avaliar a perturbacio do equilibrio entre estados por pequenos
ligantes usando principios da mecanica estatistica para determinar a probabilidade de
um determinado estado em fung&o da concentragédo de ligantes®.

O modelo tedrico apresentado nesse trabalho foi reformulado dos modelos de
Stock et al. 2017%® e Stock et al. 2018%°. As referéncias usaram técnicas
computacionais de docking molecular e calculos de energia livre (FEP) para
caracterizar o estado de ligacdo canal-anestésico, considerando multiplos sitios
independentes e com multipla ocupéncia. A primeira aborda a descricdo da densidade
de probabilidade dos estados de ligacdo a partir de uma constante de ligacao,
enquanto a segunda discorre sobre a ligacdo do anestésico sevoflurano com os
estados aberto e fechado do canal Kv1.2 para averiguar o equilibrio entre estados.

J4 a versdo do modelo empregada nesse estudo foi adaptada para a
metodologia de dinamica molecular tipo flooding e considera a interface proteica como

um Unico sitio proteico (dados ainda ndo publicados).

3.2.1 Equilibrio entre estados

O equilibrio entre dois estados, X = {A, F}, de um canal pode ser representado

pela reacdo quimica de equilibrio Flg A , que é regida por uma constante de
equilibrio K dependente de uma propriedade intensiva (x) do sistema, que ao ser
alterada influencia a probabilidade de ocorréncia de um dos estados. No caso de
canais dependentes de voltagem essa propriedade é a voltagem. O equilibrio também
pode ser afetado por ligantes, que ao se ligarem no canal estabilizam uma certa

conformacao X, descrito pela reagédo de equilibrio:

Kn\V)
LF —— LA 3.10

em que um numero n de ligantes L interagem de forma diferencial com as
conformacdes F e A e deslocam a constante de equilibrio K(n,V) do canal.

Para avaliar esse processo, foi utilizada a simulagéo de dinamica molecular de
flooding. Nela, assume-se um sistema com M moléculas, composto por uma proteina

em uma posic¢éo fixa R no plano cartesiano, que esta em uma conformacao definida
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X e oferece um numero s de sitios de interacdo. Essa proteina esta inserida em uma
bicamada lipidica hidratada compondo um volume V, que abrange todo o sistema, em
que ha um numero N de ligantes idénticos. Considera-se, ainda, que o sistema esta
em equilibrio termodinamico, ou seja, nimero de moléculas, temperatura e pressao
constantes.

No caso de ligantes hidrofobicos, como os anestésicos, as moléculas se
particionam na membrana e ocupam um volume V;, chamado de reservatorio, com
densidade constante p = N/ V.. Ao acessarem o reservatorio, os ligantes tém acesso
a multiplas regides degeneradas da proteina j = (1,...,S), que abrange um volume total
de sitio de ligacdo v que pode ser ocupado por n=ni+...+ns ligantes de uma maneira
nao especifica de baixa afinidade.

A probabilidade de densidade espacial p(R) descreve a distribuicdo do ligante,
considerando as coordenadas do centro geométrico da molécula em uma posicado R
do sistema. Como o ligante € encontrado no reservatério ou no volume do sitio
proteico v a densidade espacial é simplificada em:

D ,reservatorio
p(R) = {ppV(R),V Rev 3.11

No ambito das simulagdes, o volume do sitio de ligacdo v(R) é delimitado pelos
ligantes a um raio (r*) da proteina que corresponde a distancia da proteina em que a
densidade espacial local € maxima.

Em termos de reac¢des quimicas no equilibrio, os ligantes L podem se ligar ao
receptor vazio Ox(04,...,0s), com uma constante de equilibrio Kx(na,...,ns) associada,
formando um estado especifico de ocupancia Ox(na,...,ns) com n moléculas ligadas no
sitio de ligagcéo. Portanto, cada estado de ocupéncia tem um namero total de ligantes
associado a ele, que corresponde a n = (ni+...+Ns) € a reagcao resultante para o

equilibrio entre todos os estados possiveis de ocupancia pode ser resumida em:

Kx(n)
0x(0) + nL. «—— Ox(n) 3.12

Agora a reacao 3.10 para ligacdo concomitante de multiplos ligantes L em multiplas

regides proteicas degeneradas pode ser descrita pelo ciclo termodinamico a seguir:
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0¢(0,,V) + nL 0,(0,,V) + nL
-

e @ ® . . @
® g @ ® [
™
Kptn}“
0:(n,V)
® »
* @ > - KinV) = [ C Y
@ . o — ] . @

Figura 11 Ciclo termodin&mico entre dois estados, X = {aberto - A, fechado - F}, na presenca de
ligantes. Em que Ox(0On) representa o receptor vazio com todos os ligantes L no banho, e Ox(n) € um
estado de ocupancia com n ligantes interagindo com a interface proteica. A transi¢édo entre estados é
mediada pela constante de equilibrio K.

A reagdo 3.12 descreve o equilibrio entre estados considerando todos os
estados especificos de ocupéancia. O calculo dessa estimativa é simples na ocasiédo
de poucos sitios de interacdo e de baixa ocupancia®®. Todavia, as andlises das
simulacdes de flooding em altas concentracfes evidenciam mudltiplas regides de
interacdo e amostram um numero grande de ligantes na interface proteica, logo, o
namero de estados de ocupancia de uma determinada conformacao € escalonado
para esse tipo de andlise e, consequentemente, o custo computacional para calcular
a constante de equilibrio da reacdo seria insustentavel. Para contornar esse problema,
o equilibrio entre estados é avaliado via probabilidades de ocupancia que sdo obtidas

diretamente das simulagdes ao invés de avaliar os estados especificos de ocupancia.

3.2.2 Constante de Ligacgao e Probabilidade de Ocupéancia
Para entender o equilibrio entre estados, é preciso analisar as interagbes dos
ligantes com os canais, que podem ser descritas em funcéo de constantes de ligacao
gue fornecem informacdes das propriedades termodinamicas do sistema. A ligacao
pode ser definida pela reagéo P + nL. < PL, , que considera o equilibrio do receptor
P vazio e ligantes livres com o estado do receptor ocupado. Esse equilibrio tem uma

constante de ligacdo associada que pode ser decomposta em trés fatores: (i) volume
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do sitio, (ii) energia de ligacéo no sitio proteico e (iii) energia de solvatacao do ligante
no reservatorio, sendo que uma ligacdo so é favoravel quando a energia de ligacao
supera a reducao de entropia causada pela remocao de um ligante da solugéo para o
volume do sitio de ligacdo. Logo, a constante de ligagdo pode ser definida de modo

simplificado como:
n

v

em gue v é o volume do sitio de ligacdo, B corresponde a temperatura fixa do sistema
B=(kgT) ! e W é um termo de energia que representa a mudanca das energias

livres associadas com a ligacao.

Figura 12 Interacéo de ligantes com interface proteica mediada pela constante de ligacéo
Kx(n).

Essa constante é utilizada para estimar a probabilidade de ocupancia do sitio
de ligacdo pyx(n), entretanto as simulacées de flooding em altas concentracdes
oferecem uma aquisi¢cdo mais direta dessa estimativa, que é definida como:

(n) = Kx(n) p"
pxi) =—>_ 3.14

em que, p" = ﬁ(”l’f"'*"méx) corresponde a densidade da solugéo, e Zx € a funcao de
particdo que corresponde a soma de todas as disposi¢cdes possiveis no sitio proteico
para o estado X, dado por:

Zy= ) Ky()p"

3.15

3.2.3 Probabilidade de abertura
Para avaliar o ciclo termodindmico da Figura 11 e, conseguentemente,
constatar dependéncia conformacional associada a ligacdo, € preciso separar a

constante de equilibrio K(n,V) em funcéo da voltagem e dos ligantes®®.
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3.2.3.1 Impacto da voltagem

Primeiramente, o equilibrio entre estados é impactado por um certo intervalo
de voltagem quando o sistema é submetido a um potencial de Nernst induzido pela
diferenca de eletrdlitos entre as faces da membrana. Nesse caso, a probabilidade de

abertura pode ser escrita em termos de um estado de referéncia:
paV)

po(V) =
? pa(V) + pr(V)
3.16
e~BEA(V)
PoV) = S5ma) 1 e BB 3.17

em que, po(V) € a probabilidade de abertura do canal, e Ex(V) é a energia livre da
proteina em uma conformacdo X submetida a um potencial de membrana V,
representando a energia potencial do canal relacionada com seu ambiente. Essa
variavel é composta pela energia quimica independente de voltagem Ex(V=0) e a
carga efetiva da proteina Qx na conformacao X, Ex(V) = Ex(V = 0) + QxV. Usando
essa definicdo, a eq. 3.17 pode ser simplificada para uma equacao de dois estados
de Boltzmann, em que uma distribuicéo fornece a probabilidade de um sistema estar
em um determinado estado em funcdo da energia desse estado e da temperatura do

sistema, temos:
_1—1
po(V) = [1+ e*Foelvizv] 3.18

considerando:

AE (V) — AER(V
g = — S0~ 05 ) .

em que, AQ = Qa—Qr é a gating charge resultante da mudanca de conformacédo da
proteina e,

_ E(V=0)- E(V =0)
1/2 = AQ 3.20

sendo V12 uma voltagem especifica em que pa(V) = pr(V). Por fim, a constante de
KWV
equilibrio K(V) em funcédo da voltagem da reacéao F ((=2 Aé:
K(W) = L(V) = e BLQV12-V]
pr(V) 3.21
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3.2.3.2 Impacto do ligante

Por intermédio das equacbes 3.14 e 3.18 que mostram, respectivamente, a
probabilidade de um estado ligado e a probabilidade da conformacé&o aberta dada uma
voltagem, e levando em consideragdo todos os estados possiveis do receptor, seja
ele com ou sem ligante representados no ciclo termodindmico da Figura 11, a
probabilidade de abertura dependente de voltagem do canal pode ser expressa em
termos de fungdes de particao (2):

po(V) = % -

essa probabilidade pode ser simplificada para uma equacdo de dois estados de
Boltzmann, em que as contribui¢cdes energéticas da ligacdo sdo expressas pela razao

das funcdes de particdo das duas conformacdes:
Zr +BAQ[V1/2-V] -
pO(V) = |1+ Ze 1/2 3.23

A razéo das funcgbes de particdo mostra o impacto do ligante na p,(V), se ela
for igual a 1 a ligacdo ndo tem dependéncia conformacional, logo, a probabilidade de
abertura ndo muda, se ela for maior que 1 a preferéncia do ligante é pelo estado

fechado e se ela for menor que 1 o estado aberto é estabilizado.
3.3 Protocolos

3.3.1 Simulagbes MD

Todas as simulagdes de dinamica molecular foram realizadas usando o programa
NAMD 2.1278, e os parametros do CHARMM3682 foram utilizados para os calculos
envolvendo lipidios, proteinas, agua e ions. As simulacdes foram conduzidas no
estado NPT (nimero de moléculas, pressdo e temperatura constantes) a 1 atm e
300K, e para manutencao desse estado NPT foi usado o pistdo de Langevin. Também
foram aplicadas condi¢gBes periddicas de contorno nos eixos x, y e z para eliminar
efeitos de borda, com um raio de cutoff de 11A. Os célculos eletrostaticos de longo
alcance foram realizados utilizando o método PME. O passo de integracéo utilizado
foi de 2fs. No caso das simulacdes de flooding, foi adotado o0 mesmo protocolo, salvo

a adicdo dos parametros do campo de forca para o sevoflurano®? e para o propofol®*.
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3.3.2 Sistemas

+ Sistemas sem ligantes

Os sistemas puros (sem ligantes) sdo essenciais para as construcdes dos
sistemas de flooding. Esses sistemas sao criados, originalmente, a partir de uma
bicamada lipidica de 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfatidicolina (POPC) que é
solvatada por moléculas de agua do modelo TIP3% e ionizada com solucéo salina de
0,15M de KCI. Entéo, as estruturas proteicas, aberta e fechada, séo inseridas em uma
bicamada com a construcdo descrita acima e esses sistemas sao por fim submetidos
a simulacdo, gerando varios microestados que levam em conta a flexibilidade da
proteina.

As simulagbes de equilibrio do canal Kv1.2 foram cedidas por colaboradores que
ja trabalharam com esses sistemas. O modelo do canal na conformacéo aberta foi
obtido de Treptow et al.®¢® e o da conformacédo fechada de um estudo que visava

caracterizar os estados intermediarios do canal®*.

Tabela 3 Caracteristica dos sistemas sem ligantes.

Sistema Numero de Lipidios Tempo simulacéo
Membrana pura 232 50ns
Kv1.2 - estado aberto 426 250ns
Kv1.2 - estado fechado 426 13ns @

s Sistemas ligante-membrana
Para averiguar o particionamento dos anestésicos na membrana e,
posteriormente, seus efeitos indiretos, foram simulados trés sistemas com somente
membrana e anestésicos. Eles foram criados a partir de uma membrana pura, e 0s
ligantes foram inseridos aleatoriamente na solu¢do aquosa até atingir a concentragéo
desejada. Os parametros para as simulagfes foram os mesmos descritos na secao

anterior.

2 A simulacido (que deu origem aos floodings) foi feita em outro trabalho, mas dos dados originais s6 foram
resgatados 13ns
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Tabela 4 Caracteristicas dos sistemas ligante-membrana.

. Numero de NUumero de Fracédo Tempo
Sistema L . . ~
Lipidios ligantes molar simulacéo

Membrana +
232 94 0,29 276 ns

sevoflurano

Membrana +
232 28 0,11 100 ns

sevoflurano

Membrana +
232 28 0,11 250 ns

propofol

+ Sistemas ligante-canal

Os sistemas da simulacao de flooding tiveram como condicao inicial a estrutura
do final da trajetéria das simulacdes sem ligante. Os anestésicos foram inseridos
aleatoriamente na agua até atingir as concentracdes desejadas nos sistemas. Para
essas simulacdes, também foi empregado o protocolo de dindmica descrito na se¢éo
3.3.1.

As simulacgdes de flooding foram cedidas por um dos membros do laboratério
de biologia tedrica e computacional da Universidade de Brasilia (LBTC), e estdo sendo
usadas, concomitantemente, como base para validacdo do arcabouco tedrico de
analises de interacdes ligante-receptor via simula¢cbes de flooding (dados a serem

publicados).
Tabela 5 Caracteristicas dos sistemas ligante-canal.
Sistema Numero de Numero de Concentragéao Tempo
Lipidios ligantes inicial simulagao
Kv1.2 aberto +
426 174 150 mM 300 ns
sevoflurano
Kv1.2 fechado +
426 161 150 mM 300 ns
sevoflurano
Kv1.2 aberto +
426 58 50 mM 300 ns
sevoflurano
Kv1.2 fechado +
426 54 50 mM 300 ns

sevoflurano
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Kv1.2 aberto +
426 57 50 mM 475 ns
propofol

Kv1.2 fechado +
propofol

426 54 50 mM 475 ns

3.4 Anélises

As figuras dos sistemas moleculares foram feitas com o programa Visual
Molecular Dynamics (VMD?), enquanto os graficos foram plotados com o programa
Matplotlib®,

3.4.1 Analise de estabilidade e equilibrio

Devido as multiplas interacbes que ocorrem entre os atomos do sistema
durante a trajetoria, € natural observar movimentacdo das estruturas ao longo do
tempo. Contudo, a variacao entre microestados deve alcancar o equilibrio para que o
sistema seja considerado apto para analises. Se 0 sistema estiver com algum
parametro desregulado, ou se as estruturas foram modeladas de maneira errénea, 0
sistema ndo consegue alcancar o equilibrio. Para verificar se o sistema se manteve
relativamente estavel ao longo da trajetoria foram avaliados:

RMSD: célculo do desvio da raiz quadratica média (RMSD) compara a posi¢ao

dos &tomos em cada frame da trajetéria e é definido como:

N
1
RMSD = NZIH- — 192 3.24
1=

em que, N € o numero de atomos da estrutura, r, € a coordenada do atomo i na
posicdo de referéncia e r; € a posicado atual desse mesmo atomo no momento do
calculo;

Movimentacdo da hélice S4: foi calculada a distancia entre os carbonos alfa
da arginina R1 da S4 e da fenilalanina da hélice S2 ao longo da trajetoria;

Abertura do poro: analisado pelo perfil de hidratacdo do poro que projeta a

meédia de moléculas de agua nas coordenadas do eixo Z relativas ao poro.

3.4.2 Analise das distribuicdes
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A segquir foi analisada a distribuicdo de ligantes no sistema que serve de input
para as equacdes discutidas na secédo 3.2. Todas as analises envolvendo interacao
ligante-proteina foram calculadas durante o equilibrio, intervalo de tempo em que a
maior parte dos ligantes se encontra em equilibrio no reservatorio e,
consequentemente, em contato com a proteina:

Distribuicdo: a posicdo dos ligantes no sistema é mapeada a cada quadro da
trajetodria, e é classificada como préximo a proteina, dentro da membrana ou dentro
da solugcéao aquosa;

Interface Proteica: delimitada considerando os centros geométricos dos
ligantes a uma distancia r* da proteina. Esse raio equivale ao maior valor de
densidade obtida considerando todos os r de distancia do canal.

Numero médio: o numero médio (n) de ligantes em dada regido do sistema
foi calculado como a soma de todos os resultados possiveis do sistema, ponderando

cada resultado por sua probabilidade correspondente:

(my = pm) xn .

Densidades tridimensionais: as densidades tridimensionais dos ligantes
(p(R)) foram obtidas por meio de mapas de densidade gerados pela ferramenta do
VMD VolMapTool. Esse plugin divide o sistema em grids (cubos) de 1A3, que foram
analisados pelo pacote GridDataFormats®®. Para observar o perfil de densidade no

eixo transmembranico Z foi calculado para cada grid:
p(z) = Z z Pxyz
3.26
x

em que, pxyz corresponde aos indices de cada cubo em x, y e z;

3.4.3 Analise do equilibrio entre estados

Para calcular as funcdes de particdo de cada estado e avaliar o impacto no
equilibrio entre estados na presenca dos ligantes, € preciso obter as constantes de
ligacdo K(n) calculadas a partir das probabilidades de ocupancia p(n). Todavia, as
K(n) estimadas possuem valores absolutos elevados, portanto, para evitar erros
numericos e para evitar possiveis problemas de amostragem, optou-se por avaliar o

impacto do equilibro entre estados por meio de um toy model. Com esse tipo de
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modelo, obtém-se uma resposta mais robusta ja que ele trabalha com valores

relativos.

Probabilidade de ocupéncia: dentro do volume do sitio de interacdo, foi
calculado a fracdo de tempo em que o sitio estava ocupado durante a simulacéo por
n ligantes, obtendo, assim, a probabilidade de ocupacgéao do sitio p(n) para um ou mais
ligantes. Os erros de amostragem foram tratados com pseudocontagem, em que uma
fracdo A=0,05 é adicionada igualmente entre todos os estados na hora de calcular a
probabilidade;

Toy model: valores relativos retirados dos sistemas foram usados nas
equacoles 3.13 e 3.14 para gerar curvas de probabilidade de ocupancia. O parametro
de energia foi ajustado de forma que as curvas se sobrepusessem da melhor maneira
possivel as p(n) retiradas das simulagdes;

Funcéo de particdo: constantes de ligacdo obtidas no tépico anterior foram
usadas na equacao 3.15;

Projecéo de po(V): as projecdes da probabilidade de abertura do canal foram
feitas usando a equacgao 3.23 para o intervalo de -200 a 20mV. Os valores de Viz e

AQ para o equilibrio sem ligantes sdo de -21.9mV e 3.85e,%3, respectivamente.

3.4.4 Analise das propriedades da membrana

Por fim, os efeitos dos anestésicos na membrana foram analisados em
sistemas com e sem canal na membrana. No caso de sistemas com proteina, as
analises foram divididas em duas regides, uma afastada do canal (distancia > r* = 5A)
e a outra na interface membrana-proteina (raio de 5A da proteina).

Parametro de ordem do lipidio: o critério de parametro de ordem do lipidio
(Sch) oferece informacdes sobre a ordenacgéo dos lipidios e é descrito pela equacao:

3cos%0 — 1

Scn = 5 ) 3.27

gue mostra a orientacdo do vetor (angulo 0) das ligacbes C-H das cadeias alifaticas
do fosfolipidio em relagéo a um eixo da bicamada, nesse caso o eixo Z, considerando
a média de todos os lipidios, para todo o tempo de amostragem®°. Valores de Sch
variam de -0.5 a 1, sendo que valores proximos a 1 representam nivel de organizagéo
maior, e valores menores estao relacionados a graus mais desorganizados de lipidios.

Area por lipidio: parametro foi calculado nas simula¢ées como:
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Amembrana

AL =
NLipidios 3.28

Como a insergdo do canal deixa o formato da membrana desuniforme, a
Amembrana das regides da interface e afastada da proteina foram obtidas através de um
grid tridimensional gerado pela ferramenta volmap do VMD que levou em conta o
posicionamento dos lipidios ao longo do equilibrio. Os valores do grid em x e y foram

entdo somados para obter a Amembrana € Prosseguir para o célculo da A..

\rea da interface Area da membrana
Area total da membrana membrana-proteina afastada da proteina

Figura 13 Area da membrana. (A) Area total da membrana (em cinza) dos sistemas com proteina. Os
lipidios préximos a proteina possuem um potencial diferente dos demais por conta da interacéo direta
com o canal. Portanto, para calcular as propriedades dessa membrana com mais acuracidade, ela é
dividida em duas regides: (B) interface membrana-proteina (em amarelo) e regido afastada da proteina
(em marrom).
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4. Resultados e discussao

Como descrito na metodologia, as simulacfes de dinamica molecular permitem
a avaliacdo de interacdes intermoleculares microscopicas que, apesar de nao
possuirem escala para reproduzir respostas complexas, como cascatas de
sinalizagcdo, esclarecem o comportamento de estruturas com o seu arredor e
evidenciam regifes de interacdo. Essas evidéncias podem ser corroboradas com
dados experimentais e, consequentemente, auxiliar a elucidacdo de mecanismos de

acao tao complexos como o de pequenos ligantes.
4.1 Propriedades da membrana

Como o objetivo principal do trabalho € avaliar a acdo direta de anestésicos
com os canais Kv1.2, é primordial avaliar o comportamento dos farmacos na
membrana para descartar modificac6es da proteina via efeitos indiretos.

O estudo de Arcario et al. 20148 mostrou que a presenca dos anestésicos ndo
parece perturbar a integridade estrutural de uma membrana tipo POPC, considerando
densidade atbmica, parametro de ordem, area por lipidio, potencial elétrico e perfil de
estresse lateral.

Além disso, essa pesquisa e a de Hansen et al. 2013°! identificaram que tanto
o sevoflurano quanto o propofol se posicionam na interface entre o grupo fosfato e as
caudas apolares do lipidio. Essa regido fornece tanto um ambiente hidrofébico, como
grupos polares que podem interagir com o grupo éter do sevoflurano e o grupo
hidroxila do propofol. O comportamento das simulacdes usadas nesse trabalho foi
similar: ap6s o particionamento na membrana, 0s anestésicos se mantiveram

proximos a interface do grupo fosfato (Figura 14).

s i & i) »,«»y; e
& ¢
f«fﬂw, % :j 'E - m,}
z'x. A A ya et ~4-rik~.’\..

Figura 14 Particionamento de ligantes na membrana. As 3 etapas mostram o sistema inicial, metade
do tempo de simulacao e equilibrio (sevoflurano em azul, solugdo aquosa na representagédo QuickSurf
e membrana oculta para melhor visualiza¢ao).
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Nesse trabalho foram observadas as propriedades da membrana relacionadas
com a fluidez e simulagdes de flooding na membrana foram usadas como referéncia
para avaliar os sistemas com o Kv1.2 nas duas conformacgdes. Nessa situacdo, as
propriedades foram calculadas em duas regides, proximo ao canal e afastado dele
para avaliar se a interface com o canal, que ja sofre um distUrbio devido a insercao da
proteina, é afetada pelos anestésicos ou néo.

As propriedades da membrana foram medidas ap6s o particionamento do
anestésico na membrana (o tempo variou para cada sistema), e a area por lipidio (AL)
foi a primeira a ser calculada. O grau de organizacao dos lipidios esta ligado a essa
medida, sendo valores baixos para perfis de lipidios mais rigidos e altos para um grau
maior de fluidez.

Considerando toda a regido da membrana, tanto os sistemas somente
membrana (232 lipidios; Amembrana = 12063 A2) quanto os com canal (426 lipidios;
Amembrana = 22151 A2), com e sem anestésico, registraram uma AL de 51.9 A2 Ao
refazer o célculo separando a membrana em regides (Tabela 6), percebe-se que os
valores de AL longe do canal sdo praticamente equivalentes em todos os sistemas e
se aproxima do valor médio mencionado previamente. J4 a andlise na vizinhanca da
proteina mostra um desvio maior da area que acontece tanto na presenca quanto na
auséncia dos anestésicos, dando indicio de que a disposicao de lipidios tende a um

perfil desorganizado em virtude da interacdo com a proteina.

Tabela 6 Valores da area por lipidio (AL) em A2 Anélise foi separada em duas regides: ‘afastado’
contemplando todos os lipidios a mais de 5 angstrons da proteina; e ‘perto’ para os lipidios dentro de
um raio de 5 angstrons da proteina.

Sistema Tipo Regido Ne° lipidios Amembrana AL
Sem Afastado 350.9 18320.2 52.2+40.7
ligante Perto 75.1 3831.5 51.243.3
PEL Afastado 351.7 18505.9 52.6+0.7
kvl Perto 74.2 3670.9 49.3+3.0
aberto SEV Afastado 351.5 18480.9 52.6+0.6
50mM S 1o 74.5 3670.9 49.442.6
SEV Afastado 356.7 18865.2 52.94+0.7
150mM Perto 69.3 3286.5 47.643.0
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e Afastado 350.4 18413.2 52.7+0.5

ligante Perto 75.6 3738.5 49.5+2.4

PFL Afastado 354.3 18633.2 52.6+0.7

kvlly [ Perto 71.7 3518.6 49.243.0
fechado SEV Afastado 352.3 18425.9 52.3+0.7
S0mM Perto 73.7 3725.9 50.743.1

SEV Afastado 359.3 18784.8 52.31+0.6

150mM Perto 66.7 3366.9 50.743.5

Se 0s anestésicos causam alguma mudanca na fluidez da membrana, ela ndo

€ aparente observando apenas a area por lipidio dos sistemas. Portanto, outra
propriedade foi avaliada: o parametro de ordem, que aponta se a estrutura local das
cabecas polares ou caudas lipidicas foram afetadas.

Em relacdo as simulacdes sem canal, a Figura 15 — A mostra um deslocamento
grande dos grupos polar e apolar por 150mM de sevoflurano. Esse resultado, no
entanto, € um reflexo da saturacdo de ligantes em um sistema pequeno, ja que o
sevoflurano a 50mM nao afeta significativamente a estrutura, e observando os graficos
da regido afastada (Figura 15 - C), o comportamento a 50mM se repete e para 150mM

nao ha grandes perturbacdes.
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Figura 15 Parametro de ordem (-Sch) por carbono da cadeia insaturada (esquerda) e saturada
(direita). (A) Parametro retirado das simulag8es sem canal. Para os demais sistemas, os valores foram
registrados considerando duas regifes: afastada (B) e perto do canal (C). Os graficos apresentam os
sistemas com as duas conformacgdes do Kv1.2 sem ligante (em preto) como referéncia®, bem como os
respectivos flooding com sevoflurano a 50mM (em laranja) e 150mM (em vermelho), e propofol a 50mM
(em azul).

A maior diferenca evidenciada por essa analise foi que os lipidios da interface
apresentam uma perturbacéo nos carbonos da porcao final da cadeia insaturada com
valores de parametro de ordem menores em relacdo ao perfil da membrana pura. No
entanto, essa variagao ocorre tanto nos sistemas sem ligantes como nos flooding, o
que, mais uma vez, indica que os lipidios da interface tém um comportamento

diferente devido a interacdo com a proteina e ndo pela presenca dos anestésicos.

Com os dois testes fica evidente que, como ja reportado anteriormente®4°!, a
presenca dos anestésicos ndo altera significativamente a fluidez da membrana tipo
POPC nas condicfes avaliadas. Ademais, quando se insere uma proteina nesse tipo
de membrana, a interacdo direta entre proteina e lipidios gera uma zona com lipidios
com um perfil mais desorganizado. Em relacdo ao restante da membrana, as medidas
feitas ndo apontam uma diferenca relevante do grau de fluidez desses lipidios entre o

grupo controle e o grupo com anestésicos.

4.2 Estabilidade das simulacbes

As simulacdes de flooding foram geradas a partir de simulacbes previamente
equilibradas dos canais nas conformacfes aberta e fechada, mas, mesmo assim, é
importante avaliar se ha algum tipo de comportamento anormal nos sistemas, ja que
a adicéo de ligantes perturba os arredores e a aplicacdo da teoria nas analises requer
gue o sistema mantenha suas propriedades e, principalmente, que a conformacéo da
proteina ndo mude drasticamente.

A primeira caracteristica observada foi a flutuacdo da estrutura dos canais a
partir da analise de RMSD (Figura 16). Apdés o periodo de relaxamento inicial do
sistema, observa-se que, para os sistemas com 50mM de ligantes, o valor de RMSD

da cadeia principal do canal, seja no estado aberto ou no fechado, manteve-se

3 O desvio padrdo da referéncia do canal fechado é maior devido a baixa amostragem da simulag&o. O gréfico foi
apresentado por pertencer ao sistema referéncia dos flooding com canal fechado, mas a comparacéo foi feita com
a referéncia do canal aberto.
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relativamente constante durante a trajetoria e ndo ultrapassou 5A, configurando um
deslocamento condizente com a movimentacao esperada da proteina interagindo com
seus arredores. Todavia, 0 sistema com 150mM de sevoflurano apresenta um perfil
de RMSD mais perturbado mostrando que o canal tende a se desviar de sua
conformacao de referéncia a medida que a concentracdo de ligantes aumenta no
sistema e, portanto, € necessario verificar outras caracteristicas da estrutura para

avaliar se houve mudanca na conformacéo do canal.

A . Flooding 150mM SEV B Flooding 50mM SEV
5 |

o 41 1
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Figura 16 Perfil de RMSD. Os célculos foram feitos para a cadeia principal dos canais das simulacdes
de fld-MD com sevoflurano (SEV), e propofol (PFL) ao longo da trajetéria, para os estados aberto e
fechado.

Em seguida foram avaliados o deslocamento da S4 e a constriccdo do poro
para determinar se os estados abertos e fechados sofreram algum tipo de mudanca
de conformacgao resultante da presenca dos ligantes. Como explicado na secéo
1.1.3.1, o estado aberto € configurado quando todas as hélices S4 estdo no estado
ativo, ou seja, elas estdo posicionadas mais proximas a regido externa com um
distanciamento maior entre a primeira arginina da hélice S4 (R1) e o residuo do centro
catalisador (F233), enquanto o estado inativo da S4 € justamente o contrario, a hélice
estd mais voltada para a regido interna e o distanciamento entre os residuos é menor.

Ja em relacéo ao poro, o canal aberto tem uma abertura maior da cavidade, permitindo
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a solvatacdo da regido, enquando o canal fechado possui a cavidade do poro

obstruido pelo gate hidrofébico.

O célculo da distancia entre o residuo R1 e F233 para as 4 hélices dos canais
nos sistemas com SEV mostrou que, mesmo com flutuagdes, tanto o canal fechado
guanto o aberto mantiveram o estado de ativacéo de seus VSDs ao longo do flooding-
MD (Figura 17 - A). No caso do sistema com propofol e canal fechado (Figura 17 - B),
houve um acumulo de ligantes tanto ao redor como acima de um dos dominios, o que
acarretou em um maior distanciamento da fenilanalina e arginina. Entretanto, a média
da distancia para essa hélice foi de 12.8 +1.07 enquanto, para o canal aberto, o
dominio com a menor média foi de 19.26 + 0.66. De qualquer modo, ndo se pode
considerar que houve uma mudanca de conformacéo do canal, ja que essa alteracdo
de estado também depende da abertura do poro e de que o0s outros trés dominios

fossem ativados.
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Figura 17 Estado dos dominios VSDs dos canais nas simulac¢des tipo flooding. A distancia entre
a arginina R1 da hélice S4 e a fenilalanina da hélice S2 foram calculadas para os 4 VSDs do Kv1.2.
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Para os canais abertos, a média de distancia foi de 22 A, enquanto para o fechado foi de 10 A. A
estrutura média de um VSD no estado ativado e no estado desativado estdo exemplificadas em (C).

A integridade dos estados também se manteve ao averiguar o perfil de
hidratacéo do poro. O canal fechado continuou com a passagem bloqueada pelo gate
da S6 impedindo a passagem de moléculas para o poro. J4 o aberto permaneceu com
a cavidade aberta, mas no caso das fld-MD, a regidao do poro acabou sendo entupida
por moléculas de ligantes. No entanto, esse comportamento ndo deve ser entendido
como um sitio de interacdo de alta afinidade, e sim como um evento hidrofébico
relacionado a alta concentracdo inicial do ligante no meio aquoso. Em baixas
concentragdes, a presenca de uma molécula de sevoflurano na cavidade central ndo
impede a conducado de ions potassio, ja que a constante de afinidade do potassio é
superior a do ligante nessa regido e o0 anestésico acaba sendo deslocado, dando
preferéncia a passagem dos ions®® . Portanto, as moléculas que se encontrarem nessa

regido ndo serdo contabilizadas nas analises de interacdo com a proteina.
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0 2 P T
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Poro Fechado

Figura 18 Perfil de hidratacdo médio (z) no eixo Z do poro do canal. No canal aberto (A), foi
observado um entupimento do poro pelos anestésicos (evidenciado em vermelho), principalmente o
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propofol que tem uma tendéncia maior de se agregar. Ja no canal fechado (B), o poro hidrofébico se
manteve fechado, impedindo a entrada de 4gua e anestésicos na cavidade. As simulacdes sem
anestésicos foram usadas como controle. (C) Exemplificacéo da cavidade do poro (em preto) aberta e
fechada. Moléculas de agua estdo representadas em forma de densidade (em vermelho) e os
aminoécidos que tampam a cavidade estdo evidenciados em laranja.

Apesar da perturbacao dos canais em alta concentracao de ligantes, os estados
mantiveram suas caracteristicas principais, canais fechados continuaram com poro
fechado e dominios VSDs desativados e canais abertos preservaram o poro aberto e
hélices S4 no estado ativado. Portanto, as estruturas foram consideradas aceitaveis
para avaliar o impacto no equilibrio entre dois estados.

4.3 Distribuicao dos ligantes

Uma vez que as estruturas foram julgadas estaveis, o proximo passo foi avaliar
a distribuicdo dos ligantes por todo o sistema. Analisando visualmente as simulagdes
contendo somente membrana e anestésicos, repara-se que apo0s 0 inicio da
simulacdo, as moléculas eventualmente se deslocaram da fase aquosa para a
membrana permanecendo, preferencialmente, abaixo da interface membrana/agua
(Figura 19 — B), como citado na sec¢éo 4.1. Eventos de agregacao foram observados
tanto na simulacdo com propofol quanto na de sevoflurano, contudo, o propofol € uma
molécula muito lipofilica®®, logo, as micelas formadas ndo sé foram maiores como
demoraram mais para se desfazerem, consequentemente, o tempo para particao total

do propofol na membrana foi maior que o do sevoflurano (Figura 19 — A).
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Figura 19 Particionamento de ligantes na membrana dos sistemas sem canal. (A) Fracdo de
ligantes na membrana ao longo do tempo. (B) Média de ligantes (z) no eixo Z.
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Figura 20 Distribuicdo dos anestésicos no sistema. Fracao de sevoflurano (SEV) e propofol (PFL)
na solucéo aquosa (azul), membrana (vermelho) e proximo a proteina (preto) ao longo da trajetoria.

O comportamento de particdo dos ligantes nas simulagbes com canal foi

similar, sendo que, nesse caso, parte das moléculas passaram a interagir com a

proteina de maneira reversivel. Mais uma vez foi observada a tendéncia de agregacao

do propofol, caso bem visivel na simulagdo com canal fechado que precisou de bem

mais tempo que 0s outros sistemas para que as moléculas saissem da fase aquosa

(Figura 20) e, consequentemente, as simulacdes de propofol foram estendidas.



A fim de comparar os dois estados, o tempo de amostragem deve ser 0 mesmo
e corresponder a um intervalo no qual a distribuicdo dos ligantes se mantém
relativamente constante, sendo que a maior parte dos anestésicos ja tenha saido da
fase aquosa. O intervalo de amostragem avaliado das simulagdes com sevoflurano e
propofol inicia-se aos 100ns e 250ns, respectivamente. Somente os dados a partir

desse periodo serdo considerados para as proximas analises.

A seguir, a distancia de interacdo com a proteina foi calculada para definir os
limites de interacdo com o canal e, por conseguinte, com a membrana. Avaliando a
densidade de ligantes, fica evidente que, para todos os sistemas, a distancia de
interacdo mais favoravel entre os anestésicos e a proteina é de 54 , destacado por

picos de densidade na Figura 21.
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Figura 21 Distancia de interacdo com a proteina. Densidade de ligantes em funcéo do raio de
distancia (r) da proteina. A linha tracejada aponta o r* = 5A onde ha um pico de densidade, demarcando
a distancia em que a ligacao dos ligantes com a proteina é mais favoravel.

Em seguida, as caracteristicas do reservatorio dos sistemas foram
examinadas (Figura 22). A média de ligantes no eixo Z na membrana, ratificada
visualmente, evidencia a preferéncia das moléculas pela regido logo abaixo da
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interface membrana-agua, que condiz com as simulacfes s6 membrana-anestésico e
dados da literatura®l. Os valores do volume da membrana, nimero médio de

ligantes e densidade estédo apresentados na Tabela 7.
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Figura 22 Distribuicdo dos ligantes no reservatdrio. Graficos a esquerda mostram a média de
ligantes no eixo Z e a densidade de ligantes p na membrana no equilibrio. Em cinza foram tragados os
limites do reservatério (regido ha membrana mais energicamente favoravel para os ligantes). Graficos
a direita apresentam o nimero de ligantes ao longo do tempo, bem como o nimero médio de ligantes
{n) no equilibrio (linha preta tracejada demarca o comeco do equilibrio na simulacéo).
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Tabela 7 Caracteristicas da distribuicdo de ligantes na membrana. Nimero total de ligantes nos
sistemas e nimero médio (n) no equilibrio, volume médio da membrana e densidade média de
ligantes no volume da membrana no equilibrio.

Sistema n total (n) Volume (A3) | densidade (mM)
Kvl.2 aberto + 50 mM PFL 57 33.3 585555.2 111.4
Kv1.2 fechado + 50 mM PFL 54 34.6 594570.6 99.3
Kv1.2 aberto + 50 mM SEV 58 37.3 587513.8 113.9
Kv1.2 fechado + 50 mM SEV 54 39.9 585846.4 115.9
Kv1.2 aberto + 150 mM SEV 174 107.6 611234.1 316.7
Kv1.2 fechado + 150 mM SEV | 161 111.2 620139.7 308.5

O proximo passo foi usar o registro dos arranjos de ligantes a 5A da proteina
para computar o mapa de densidade espacial de ligantes nessa zona de interacdo a
partir da ferramenta Volmap do VMD (Figura 23).

Centros geométricos dos ligantes a

5A da proteina Mapa de densidade a 5A da proteina

Figura 23 Mapa de densidade na interface proteica. (A) O centro geométrico dos ligantes proximo a
proteina € mapeado a cada quadro da trajetoria. (B) Essa informacao é usada para gerar um mapa de
densidade na interface proteica que delimita o volume do sitio proteico.
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Assim, o mapa de densidade obtido € usado como delimitador do volume do
sitio de interagéo proteico e dentro dele foram calculados o numero médio, densidade

(Tabela 8) e, posteriormente, as probabilidades de ocupancia.

Tabela 8 Caracteristicas da distribuicdo de ligantes na interface proteica. Nimero total de
ligantes nos sistemas e nimero médio (n) no equilibrio, volume médio do sitio proteico e densidade
média de ligantes no volume da interface no equilibrio.

Sistema n total (n) Volume (A3) | densidade (mM)
Kvl.2 aberto + 50 mM PFL 57 18 233915.8 128
Kv1.2 fechado + 50 mM PFL 54 18.9 229097.6 137.3
Kvl.2 aberto + 50 mM SEV 58 17.5 231510.7 125.5
Kv1.2 fechado + 50 mM SEV 54 13.5 234546.6 954
Kv1.2 aberto + 150 mM SEV 174 55.9 218038.8 425.3
Kv1.2 fechado + 150 mM SEV 161 42.7 217564.2 325.8

O painel da Figura 24 resume todos os dados referentes a distribuicdo de
ligantes nos sitios proteicos. As densidades tridimensionais ndo deixam claro quais
regidbes sao mais importantes para a modulagdo do canal, pois em altas
concentracdes a interagdo com multiplas regidées da proteina € degenerada (Figura
24 — A e B). A nuvem de densidade do propofol com o canal fechado destaca o
acumulo de ligantes em um dos dominios VSDs do canal mencionado previamente na
secao 4.2. Esse evento, muito provavelmente, € o motivo das curvas de ocupancia do
propofol ndo se sobreporem ainda mais (Figura 25) e mostra que esse anestésico
requer um tempo ainda maior de simulagdo com ambas conformagdes para obter

distribuicdes mais robustas.

Outro dado é que mesmo sem considerar os ligantes que entupiram o poro, 0
numero medio de ligantes da conformacédo aberta, para as duas concentracdes de
sevoflurano, € maior que para a conformagéo fechada enquanto o nimero médio de
ligantes de propofol é igual para ambos os estados. Esse resultado revela a
preferéncia dos ligantes por cada estado e, por consequéncia, como o sevoflurano e

o propofol impactam de maneira diferente o equilibrio entre estados do Kv1.2.
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4.4 Impacto no equilibrio entre estados

Como mostrado anteriormente, apenas o0 numero medio ja foi capaz de realcar
a diferencga da interacdo dos anestésicos com as conformagfes aberta e fechada do
Kv1.2. Essa distingdo € mais uma vez constatada e realcada quando observamos as
probabilidades de ocupancia para cada estado. Para ambas as concentracdes de
sevoflurano, a preferencia do ligante é pelo estado aberto, enquanto as curvas de
probabilidade do propofol estdo praticamente sobrepostas (Figura 25). Contudo, as
p(n) retiradas das simulagdes ndo se mostraram muito eficientes na hora de calcular
as constantes de ligacdo e, consequentemente, as funcdes de particdo de cada
estado. Isso ocorre porque as K(n) estimadas em altas concentracdes possuem uma
ordem de grandeza muito elevada (nos sistemas a 150mM elas chegam na ordem de
10280, acarretando em erros nimericos na hora de calcular a Zx .

Para contornar esse problema, e como o impacto dos ligantes € um efeito que
depende mais da comparacdo do que da descricdo absoluta da interacdo com o
estado aberto e fechado, preferiu-se trabalhar com valores relativos dos dados obtidos
nas simulagcdes em um toy model . Primeiramente, a K(n) foi calculada a partir da
equacdo 3.13 usando valores relativos de volume, nimero de ligantes e energia. Em
seguida, a constante foi passada para as equacbes 3.14 e 3.15 para calcular a

probabilidade de ocupancia da interface proteica.

Tabela 9 Valores relativos usados no toy model para calcular a constante de ligagéo.

Sistema Energia (W) | Ligantes (n) | Volume (v)
Kv1.2 aberto + 50 mM PFL -1.98 57 2.29
Kv1.2 fechado + 50 mM PFL -2.15 54 2.29
Kv1.2 aberto + 50 mM SEV -1.85 58 2.31
Kv1.2 fechado + 50 mM SEV -1.45 54 2.31
Kv1.2 aberto + 150 mM SEV -1.95 174 2.18
Kv1.2 fechado + 150 mM SEV -1.55 161 2.18

O valor inicial do termo de energia, que representa a energia livre associada

com a interagcdo com o sitio proteico, foi de -0.78 (kcal/mol), valor estimado em outro
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estudo da ligacdo do sevoflurano no sistema de 150mM com o canal aberto (dados
nao publicados), e ele foi alterado até que as curvas de ocupancia geradas pelo
modelo se sobrepusessem da melhor maneira possivel com as p(n) das simulagées.
Os valores que produziram os melhores ajustes para as conformacfes aberta e

fechada estdo na Tabela 9.

0.95 - 150mM SEV 0.25 - 50mM SEV
=== modelo === modelo
flooding || flooding
0.20 0.20 - I
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Figura 25 Probabilidade de ocupéncia do sitio proteico p(n). As curvas preenchidas correspondem
as p(n) calculadas diretamente das simula¢6es de flooding (laranja e ciano — canal aberto, vermelho e
azul — canal fechado). Ja as curvas tracejadas equivalem as p(n) calculadas usando as equacdes do
modelo tedrico de forma a sobrepor o maximo possivel os graficos do flooding.
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Por fim, o toy model calculou a funcéo de particdo de cada sistema usando a
equacdao 3.23. A razao das funcbes de particdo foi menor que 1 para os sistemas com
sevoflurano e maior que 1 para o sistema com propofol, resultado ja esperado em
razdo das analises anteriores. Por um lado, as simula¢cdes conseguiram ratificar que
o sevoflurano favorece o estado aberto, por outro, o possivel erro de amostragem das
simulacdes de propofol é notado, beneficiando minimamente a energética do ligante

com o canal fechado.

1091 — sem ligante
— Experimental ImM SEV
0.8 1 Docking/FEP 10mM SEV
—— Docking/FEP 100mM SEV
< 961 — Flooding 150mM SEV
= Flooding 50mM SEV
< 0.4+ :
- —— Flooding 50mM PFL
0.2 4
0.0
—200 =175 —-150 —-125 —=100 —75 —=50 —25 0

Voltagem (mVv)

Figura 26 Curvas de probabilidade de abertura dependente de voltagem po(V). do canal Kv1.2.
Probabilidade de abertura do canal para controle experimental sem ligante (em preto), referéncia
experimental com 1mM de sevoflurano (em cinza)®3, referéncias in silico de docking e FEP para 10mM
(em rosa) e 100mM (em roxo) de sevoflurano®. Por fim, as curvas obtidas usando os dados do flooding
com 150mM (em vermelho) e 50mM (em laranja) de sevoflurano e 50mM de propofol (em azul) que
apresentaram um deslocamento de -91.4mV, -28.4mV e +3.94mV, respectivamente.

Por ultimo, ao comparar as probabilidades de abertura do Kv1.2 presentes na
literatura®36° com as estimadas pela metodologia de flooding (Figura 26), observa-se,
mais uma vez, o deslocamento do V12 do canal na presenca do anestésico
sevoflurano (Tabela 10). E interessante notar que a curva de 50mM-SEV obtida pelo
fld-MD e a de 100Mm-SEV obtida pela metodologia de docking e calculos de energia
livre (FEP) se sobrepbem, o que provavelmente indica que a constante diluida
estimada na referéncia € menor que a calculada em altas concentragbes. Como a
curva 10mM-SEV da metodologia Docking-FEP gera quase o mesmo deslocamento
gue a curva 1mM-SEV obtida por eletrofisiologia, conclui-se que essa metodologia
subestimou o valor das constantes, contudo, n&o se pode afirmar que a predi¢éo das

constantes em altas concentracbes € exata.
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Tabela 10 Deslocamento da V12 do Kv1.2 na presenca de anestésicos.

Metodologia Sistema V12 (MmV) Deslocamento
Eletrofisiologia **  Sem ligante -21.9
Eletrofisiologia *  1mM SEV -25.8 -3.9
Docking/FEP ©° 10mM SEV -24.7 -2.8
Docking/FEP ©° 100mM SEV -51.1 -29.2
Flooding 150mM SEV -113.3 -91.4
Flooding 50mM SEV - 50.3 -28.4
Flooding 50mM PFL -17.9 + 3.94

5. Conclusdes e Perspectivas

Esse trabalho procurou investigar, usando técnicas computacionais de dinamica
molecular e ferramentas tedricas, como a interacdo de anestésicos com um sistema
reducionista impactam nas propriedades desse sistema e, consequentemente, se é
possivel avaliar a influéncia de um mecanismo alostérico no equilibrio entre estados

do canal Kv1.2.

Primeiramente foi avaliado se as altas concentracdes de ligantes no sistema
perturbam a membrana de POPC e o canal, e foi mostrado que de fato, quanto maior
a concentracdo do ligante, maior a perturbacdo do sistema, mas ndo a ponto de
modificar drasticamente as estruturas. O maior problema encontrado em simular os
sistemas com um meio saturado de ligantes foi a formacdo de aglomerados de
moléculas devido o perfil hidrofébico dos anestésicos. Esse agrupamento resultou no
entupimento do poro dos canais no estado aberto, e no caso do propofol, um tempo
maior de simulacao foi exigido para desfazer esses conglomerados, mas, mesmo

assim, houve um erro maior de amostragem para esses sistemas.

Em relacdo ao equilibrio entre estados, a literatura j& vem apresentando ha um
bom tempo evidéncias da modulacéo direta de anestésicos com canais i6nicos. As
simulagbes de dindmica molecular tipo flooding oferecem um modo de avaliar essa
interacdo microscopica e de resolver modelos tedricos de alosteria de forma simples.
Tanto o numero médio como as curvas de probabilidade retiradas das simulacdes
foram capazes de reproduzir a modulagéo sugerida do sevoflurano e do propofol com
o canal Kv1.2. O sevoflurano possui uma afinidade maior pelo estado aberto e,

portanto, favorece a probabilidade de ocorréncia dessa conformagé&o. Por outro lado,
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o propofol apresenta um perfil similar de interacdo para o canal aberto e fechado, o
gue demostra que a ligacdo desse anestésico ndo tem dependéncia conformacional,
todavia como os erros de amostragem geram p(n) que ndo s&o exatamente iguais, 0

modelo aponta uma preferéncia sutil pelo estado fechado.

A metodologia de flooding-MD em altas concentracdes se mostrou eficiente para
estudar o modelo alostérico. Ela conseguiu caracterizar bem duas interacdes
diferentes a anestésicos com o canal Kvl1l.2. Porém, também fica claro que o
tratamento dos dados € afetado tanto pela amostragem quanto pela ordem de

grandeza das variaveis obtidas pelo método.

Por fim, esse trabalho serve de base para analises mais robustas do modelo

alostérico. Seguem alguns pontos que podem dar continuacéo a esse estudo:
e Refinamento tedrico

Obter a razéo entre funcdes de particdo via constante de ligacdes € possivel,
mas ainda ndo é a abordagem mais simples. Por isso, essa parte do modelo deve ser
revisada para adotar uma constante de particdo que depende da razdo da densidade
dos ligantes no sitio com os ligantes fora do sitio que deve facilitar ainda mais a

resolucao do estado de ligagéo.
e Andlise para concentracdes diluidas

As concentra¢fes dos anestésicos usadas para gerar anestesia sdo bem mais
baixas do que as apresentadas nesse estudo, logo, é essencial encontrar as
constantes de ligagdes para concentracoes fisiologicamente significativas. Para isso,
as simulacbes em altas concentracdes podem ser usadas para reconstruir as

constantes de afinidade em regimes diluido.
e Regides de maior impacto na modulacéao

Outro fator a ser considerado é descobrir quais regides estdo contribuindo de
fato na dependéncia conformacional. Para tal, propdem-se transformar os mapas de

densidade de altas para baixas concentragdes.
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e Qutros sistemas canal-anestésico

Também é de interesse verificar se a metodologia de simula¢des de dinamica
molecular tipo flooding é eficiente para analisar o modelo de alosteria com outros

pares de canais e anestésicos.
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