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Resumen

Los canales idnicos de potasio (K*) son proteinas transmembranales que permiten el
flujo selectivo de K* a través de la membrana celular. Estos canales se expresan en
diversos tejidos que poseen roles fundamentales en el funcionamiento del organismo,
por lo que al fallar los canales de K* (por mutaciones, drogas, toxinas, enfermedades,
etc.) se pueden desencadenar varias patologias. Diversas investigaciones han logrado
modelar dos farmacoéforos que poseen una relaciéon directa con la activacion y el
bloqgueo de canales de K*. El modelo de farmacéforo antagonista se aplica a
compuestos que modulan los canales TASK-1 y Kv1.5 (relacionados con fibrilacion
auricular) y el otro farmacaoforo esta contenido en moléculas agonistas de los canales
TREK-2, hERG y BKCa. Estos ultimos compuestos agonistas podrian aplicarse en
enfermedades como accidentes cerebrovasculares (isquemias) o epilepsia,
promoviendo la apertura simultanea de canales neuroprotectores como BKCay TREK-
2.

Los compuestos naturales (CN) son moléculas quimicas provenientes de fuentes
naturales tales como animales, plantas, hongos, algas, etc., cuya estructura quimica
puede estar disponible en bases de datos gratuitas o comerciales. Estas moléculas
pueden utilizarse como base para el desarrollo de nuevas drogas, empleandose como
agentes terapéuticos. Se utilizd6 modelado computacional y diversas técnicas
bioinformaticas, tales como cribado virtual basado en farmacoforo, cribado virtual de
alto rendimiento basado en estructura, dinamicas moleculares (DMs) y andlisis de
trayectorias de DMs, para encontrar compuestos naturales que posean una actividad
antagonista (sobre TASK-1 y Kv1.5) o agonista (sobre TREK-2, hERG y BKCa).
Apoyado en los analisis anteriores, se escogieron los compuestos ZINC000009708083
como antagonista y CNP0365891 como agonista, los cuales podrian ser relevantes en
el desarrollo de nuevos farmacos para tratar la fibrilacion auricular, accidentes

cerebrovasculares (isquemias) o epilepsia.



Abstract

Potassium (K*) channels are transmembrane proteins that allow the selective flow of
K* across the membrane. Many of these channels are expressed in various tissues,
playing fundamental roles in the proper functioning of the organism. The failure of these
channels can trigger various pathologies. Two separate investigations have been able
to model two pharmacophores that have a direct relationship with the activation and
blocking of K* channels. The antagonist pharmacophore model applies to compounds
that modulate TASK-1 and Kv1.5 channels (related with atrial fibrillation) and the other
pharmacophore model belongs to agonist molecules of TREK-2, hERG and BKCa
channels. The agonist compounds could be used in diseases such as stroke
(ischemia), epilepsy and pain, promoting the simultaneous opening of neuroprotective
channels such as BKCa and TREK-2.

Natural Compounds (NC) are chemical molecules from animals or plants that can be
found in free and commercial databases. They are an important source for drug
development, in their natural conformation or as lead compounds for the development
of new drugs. We proposed that it would be possible to find natural compounds with an
antagonist role (in TASK-1 and Kv1.5 channels) or agonist role (in TREK-2, hERG and
BKCa channels). These selected compounds could be relevant in the development of

new drugs against atrial fibrillation, stroke (ischemia), epilepsy or pain.
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1.- Introduccioén

1.1.- Canales lénicos.

Los diferentes tipos de células que componen los organismos Vivos se encuentran
rodeadas por una bicapa lipidica. Esta se encarga de proteger y darle estabilidad a la
célula. Para que las distintas moléculas puedan atravesar la membrana lipidica, existe
un conjunto de proteinas de membrana encargadas del transporte (Tan et al., 2008).
Un ejemplo de esas proteinas transmembranales son los canales ionicos. Estos
poseen en su estructura un poro que permite el paso de iones entre las regiones extra
e intracelular.

La estructura cuaternaria y funcional de los canales ionicos contiene de 1 a 4 (0 mas)
subunidades que pueden ser iguales o diferentes. Regularmente, las subunidades
formadoras de poro son llamadas alfa “a”, y las subunidades accesorias se denominan
beta “R“ o gamma “y” (Puig, 2020).

Los canales se encuentran ligados a diversos procesos bioldgicos y han sido
investigados a fondo para entender su rol y mecanismo molecular. Actdan en procesos
como la contraccion muscular, generar potenciales de accion en el corazon para
regular el ritmo cardiaco, e intervenir en el correcto funcionamiento de los axones
(Burke y Bender 2019; Kiper y col., 2015; Kurczyhska y col., 2017; Rubaiy, 2017). Si
estos canales fallan se desarrollan diversas enfermedades, por ejemplo canalopatias,
a consecuencia de mutaciones que ocurren en los aminoacidos que componen los
canales ionicos.

Algunos de estos canales permiten el paso de iones especificos segun su tipo o carga,
adquiriendo la caracteristica de permeabilidad selectiva. Los iones cargados mas
comunes gue atraviesan los canales idnicos son los de Na*, K*, Ca?* y CI. El nimero
de iones que atraviesan el poro de los canales es bastante alto, llegando a traspasar
108 iones por segundo (Capener, 2002).

Existen dos tipos de mecanismos de transporte a través de la membrana plasmatica,
los cuales son el activo y pasivo. Las diferencias que poseen es que el primero
desplaza las sustancias en contra del gradiente de concentracion, requiriendo un gasto

energético para poder realizarlo. Mientras que el transporte pasivo es a favor de



gradiente, por lo que no requiere energia para efectuarse (Martinez-Serrano y col.,
2021; Puig, 2020), debido a que el gradiente de concentracién entrega la energia

potencial necesaria para realizar el transporte (Audesirk y col., 2003).

1.2.- Tipos de Canales lonicos.
Los canales ionicos se pueden dividir de variadas formas, entre ellas por el estado del

poro: canales que poseen su poro siempre abierto, permitiendo un paso constante de
iones entre las regiones extra e intracelular o aquellos que poseen un mecanismo de
compuerta, generando un estado cerrado que impide el transporte de moléculas. Estos
ultimos canales se activan cuando estimulos especificos los modulan, logrando que la
compuerta se abra y permita el paso de iones a través de la bicapa lipidica. Los canales
gue poseen el mecanismo de compuerta pueden ser divididos a su vez en tres tipos (0
mas) de canales ionicos de acuerdo con el estimulo que abre la compuerta. Estos son,
por ejemplo, los canales ioGnicos mecanosensibles, los activados por voltaje o activados
por calcio (Lewis y Grandl, 2021; Petkov, 2009).

1.3.- Familia de Canales de Potasio.
Los canales idnicos de potasio estan presentes en células de todos los organismos

(Miller, 2000). Estas proteinas transmembranales conducen los iones de K* a favor del
gradiente, presentando selectividad para este tipo de ion. Contribuyen al correcto
funcionamiento del potencial de reposo y del potencial de accion (Nieves-Cordones y
col., 2016). Esta familia de canales posee distintas subfamilias, como los canales de
potasio activados por sodio (Slack) o calcio (Kca) (Bausch y col., 2015), canales de
potasio rectificadores de entrada (Kir) (Hibino y col., 2019), canales activados por
voltaje (Kv), los canales de potasio de dos dominios de poro (K2P), los canales
cationicos activados por hiperpolarizacion y modulados por nucleétidos ciclicos (HCN)
y los canales activados por nucleétido ciclico (CNG). En este trabajo se tiene como
objetivo de estudio los canales de K* activados por voltaje, activados por Ca?*y KzP.

En la Figura 1 se sefialan las subfamilias de canales que se estudiaran en este trabajo.



Figura 1: Arbol Filogenético de Canales I6nicos. Los canales empleados en el trabajo se encuentran encerrados

en un circulo azul. Figura extraida de la publicacién doi.org/10.1124/pr.57.4.13

1.3.1.- Canales de potasio activados por voltaje (KV).

Estos canales ionicos pueden ser activados mediante la despolarizacion del potencial
de membrana y poseen un rol directo en las comunicaciones eléctricas entre las
células (de Lera Ruiz y Kraus, 2015). Hay algunos de estos canales que, al activarse,
actuan en la fase de repolarizacion del potencial accion. Estos se pueden encontrar en
los tejidos del corazon y cerebro. Estructuralmente, pueden estar conformados por
cuatro subunidades a, en donde cada subunidad posee seis segmentos
transmembranales (S1-S6). El segmento S4 posee residuos cargados positivamente,
los cuales interacttan con las sefales eléctricas del medio para producir el cambio
conformacional necesario para la apertura del canal (de Lera Ryus y Kraus, 2015;
Zhang y col., 2018). Los segmentos S5 y S6 forman el dominio del poro (Lai y Jan,
2006). Cada canal puede poseer, aparte de las subunidades a, subunidades

accesorias.



1.3.1.1.- Canales hERG y Kv1.5.

Kv11l.1 o hERG (codificado por el gen KCNH2) es un canal i6nico de potasio
perteneciente a la familia de canales activados por voltaje. Este canal se expresa en
diversos tejidos, mostrando un rol fundamental cuando se encuentra expresado en el
corazoén, debido a que esta proteina se encuentra ligada a la repolarizacion del
potencial de accion cardiaco (Saxena y col., 2016). Debido a esto, si es que el canal
llegara a funcionar de una forma errénea no podria tener lugar la repolarizacion
cardiaca, desarrollandose una arritmia (Rampe y Brown, 2013). Por tanto, este canal
ha sido investigado intensivamente, llegandose a comprender su estructura, funcion,
moléculas con que interactla, etc. Esta informacion puede ser usada con la finalidad
de generar drogas que no bloqueen el canal hERG (Rampe y Brown, 2013; Saxena y
col., 2016). La FDA (Food and Drug Administration, USA) que es la responsable de la
regulacion de alimentos y drogas solicita que todos los farmacos en desarrollo no
deben bloquear el canal hERG. Si una droga llegara a bloquear este canal se podria
desarrollar el sindrome QT largo debido a la alteracion en la repolarizacion ventricular
(Doggrell y Hancox, 2014; Medeiros-Domingo y col., 2007; Witchel, 2011). El sindrome
QT largo es una medida realizada en un electrocardiograma que es usada para
estudiar algunas propiedades del corazon.

El canal Kv1.5 (codificado por el gen KCNb), al igual que hERG, es un canal activado
por voltaje. Este se expresa regularmente en el corazon, siendo especifico de la
auricula, mostrando relacion directa con la corriente de potasio ultrarrapida retardada
(Ikur — Ultra-Rapid Delayed Rectifier Potassium Current). Por tanto, Kv1.5 es un blanco
para el desarrollo de drogas bloqueadoras de Ikur, para el tratamiento de la fibrilacion
auricular (Brendel y Preukert, 2003; Wettwer y Terlau, 2014). Este canal no se expresa
solamente en tejidos del corazon, también se puede encontrar en células endocrinas
(Levitan y col., 1995) o en tejidos del cerebro (Vicente y col., 2006).

Estructuralmente, hERG y Kv1.5 son canales similares debido a que ambos son
activados por voltaje. Poseen cuatro subunidades (formando un homotetramero), en
donde cada subunidad posee seis segmentos transmembranales (S1-S6). Entre el
segmento S1y S4 se forma la seccidn del canal que es sensible a voltaje, en donde el

segmento S4 posee cargas positivas. Los segmentos S5 y S6 conforman el dominio
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del poro. En la Figura 2 se puede observar como estan dispuestos los segmentos S1-

S6 en una subunidad del canal.

1¢/8
\

C-Terminal
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/ \_/ \/ Intracelular
N-Terminal

Figura 2: Topologia de una subunidad de los canales activados por voltaje (Kv1.5 y hERG). Los segmentos
de color azul son el sensor de voltaje y los segmentos de color amarillo son los que forman el poro. Entre S5y S6
se encuentra el sitio conservado del poro (secuencia TTVGYG para Kv1.5y TSVGFG para hERG) de color verde.

1.3.2.- Canales de potasio activados por calcio (KCa)

Los canales de Kca son activados por la concentracion de calcio Ca?* intracelular (Vetri
y col., 2014). Se pueden agrupar en tres categorias: (1) Canales de gran conductancia
(BK), (2) Canales de conductancia intermedia (IK) y (3) Canales de pequefia
conductancia (SK), siendo los canales BK el grupo mas diverso de canales de K*
activados por calcio (Weaver y col., 2006). Esta subfamilia de canales de potasio esta
ligada principalmente a la regulacion de la excitabilidad neuronal (Vergaray col., 1998),
la proliferacion y la migracion celular, la liberacion de neurotransmisores (Wright y col.,

2009) y la regulacion del ritmo cardiaco (Lacinova y Hofmann, 2001).

1.3.2.1.- Canal BKCa

El canal BKca es un canal de potasio de gran conductancia. Este es activado por
voltaje, al igual que los canales Kv1.5 y hERG, pero la diferencia que posee es que el
canal BKCa puede ser activado por calcio (Ca?*). BKCa es un tetramero al igual que
Kv1.5y hERG, se encuentra compuesto por subunidades a y §. Las subunidades a se
encuentran conformadas por siete segmentos transmembranales (S0-S6),
responsables de la selectividad y conduccion de iones (Ma y col., 2006; Vetri y col.,

2014) y entre S5y S6 se forma el dominio del poro. El amino-terminal de la subunidad
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a se encuentra en la region extracelular, mientras que el carboxi-terminal se encuentra
en el citoplasma.

La subunidad a posee sitios de unién de calcio (RCK1) y sitios de fosforilacién (RCK2)
(Singh y col., 2012; Vetri y col., 2014). Las subunidades B se forman por dos
segmentos transmembranales que se encuentran unidos mediante un loop
extracelular (LE). Cabe mencionar que los extremos N-terminal y C-terminal de la
subunidad B8 se encuentran en la region citoplasmatica. Esta subunidad posee un rol
importante en el 6ptimo funcionamiento del canal, por lo que es primordial que se
encuentren las cuatro subunidades S, es decir, una por cada subunidad a (Vetriy col.,
2014). En la Figura 3 se puede observar la topologia de las subunidades a y 8 de BKca,
con sus segmentos transmembranales correspondientes.

N—Termmal

Extracelular

MM www@m

\/ U U Intracelular

N-Termlnal C- Termmal Subunidad- a

Subunidad- B
C-Termina

Figura 3: Topologia de las subunidades a y B del canal BKca. Se pueden observar en color azul los dos
segmentos transmembranales de la subunidad beta (M1 y M2), y en color amarillo los segmentos de la subunidad
alfa (S0-S6). Entre S5 y S6 se encuentra el sitio conservado del poro (secuencia STVGYG) de color verde. S6

posee unido a él un sitio de unién de calcio (RCK1) y un sitio de fosfor9ilacion (RCK2).
1.3.3.- Canales de potasio de dos dominios de poro (K2P).

La familia de canales K>P recibe este nombre porque los canales poseen dos dominios
de poro (dominios P) por subunidad. Entre las tantas funciones que poseen, se
encargan de regular el intercambio de iones K* controlando la excitabilidad neuronal
(Plant y col., 2005). Por otro lado, se pueden encontrar ligados a la secrecion de
hormonas (Kim y Kang, 2015) y a la homeostasis i6nica (Feliciangeli y col., 2015).
Cabe destacar que los canales KoP se agrupan en seis subfamilias: TREK, TALK,
TWIK, TASK, THIK y TRESK (Baggetta y col., 2021; Gada y Plant, 2019).
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TWIK-1 fue la primera estructura cristalizada de estos canales, logrando verificar que
estos forman un dimero. Cada subunidad se encuentra compuesta por dos dominios
P (P1y P2) generando el poro funcional. Los dominios P se encuentran cada uno entre
dos segmentos transmembranales (M1-M2/ M3-M4); mostrando también un loop (L1)
extracelular entre M1y P1, el cual interactGa con la otra subunidad (Feliciangeli y col.,
2015). Los segmentos amino y carboxilo terminal se encuentran en el citoplasma.
Observando la Figura 4 se entenderd de mejor forma como es una subunidad del

dimero con sus dos poros y cuatro segmentos transmembranales.

N\ Extracelular

JCT. L
=

N-Terminal C-Terminal

Figura 4: Topologia de los canales K2P, en donde se observan los dos dominios de poro (P1y P2), con la
secuencia conservada del filtro de selectividad en verde (TTIGYG/TTIGFG para TASK-1y TTIGYG/TTVGFG para
TREK-2). Los dominios de poro estan formados por los segmentos transmembranales M1-M2 y M3-M4. De color
naranjo esta el loop de la region extracelular que interactta con la otra subunidad para formar el dimero

1.3.3.1.- Canales TASK-1y TREK-2.

TASK-1 (codificado por el gen KCNKS3) es un canal perteneciente a la subfamilia TASK
de los canales K>P. Este canal posee una alta sensibilidad a alteraciones en el pH
extracelular, siendo inactivado por pH acido (Herrera-Pérez y col., 2021). Estos
canales se expresan en tejidos del pulmoén (Olscheweski y col., 2017), cerebro
(Kanjhany col., 2021; Karschin y col., 2001) y corazén (Donner y col., 2011), teniendo
un rol fundamental en las actividades de cada 6rgano. Contribuyen a la relajacion
arterial y en el potencial de membrana en reposo (Rédstrom y col., 2019). TASK-1 es
totalmente inhibido por serotonina y norepinefrina (Talley y col., 2000). Es un canal
gue posee bastante atencidén en el &mbito del desarrollo de drogas debido a que se

une fuertemente a sus antagonistas, en el orden de nanomolar (Rédstromy col., 2019).
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Por otro lado, el canal TREK-2 (codificado por el gen KNCK10) también es un miembro
de la familia K2P, encontrdndose en la subfamilia TREK. TREK-2 es un canal
mecanosensible. Ademas, es regulado por diversas sefales intracelulares (Lengyel y
col., 2020) tales como pH, temperatura y presion en la membrana (Brennecke y de
Groot, 2018). Se puede encontrar expresado, al igual que TASK-1, en tejidos del
cerebro (Talley y col., 2003), pulmoén (Schwingshackl y col., 2017) y corazén. Este
canal puede ser activado por los compuestos BL-1249, ML67-33 (Schewe y col., 2019),
acido linoleico, entre otros. Posee un rol importante en la sensacion del dolor, llegando
a ser investigado como posible diana biolégica para el tratamiento del dolor
neuropético (Dadi y col., 2017). Por otro lado, este canal también ha sido investigado
como posible diana para tratar los accidentes cerebrovasculares (isquemias) y
epilepsia (Zhao y col., 2019), mediante el desarrollo de compuestos agonistas. Es
relevante mencionar que estos dos canales poseen una topologia similar a la

representada en la Figura 4.

1.4.- Farmacoforo.

Segun la IUPAC, un farmacéforo es “un conjunto de caracteristicas estéricas y
electronicas necesarias para garantizar las interacciones supramoleculares optimas
de una molécula con una diana bioldgica especifica, y para desencadenar o bloquear
Su respuesta biolégica” (Prieto-Martinez y col., 2016; Wermuth y col., 1998). Las
caracteristicas del farmacoéforo pueden ser contactos hidrofébicos o aromaticos,
interacciones idnicas, generacion de puentes de hidrogeno, entre otras (Kaserer y col.,
2015).

Generalmente, los modelos de farmacoforo se utilizan en la busqueda de nuevas
drogas, las cuales deben cumplir la mayor cantidad de cualidades que posee el
farmacoforo a utilizar. Esto es posible mediante el uso de programas, como por
ejemplo Ligand Scout (Wolber y Langer, 2005), y técnicas computacionales como el
cribado virtual. Los farmacoforos se pueden crear basdndose en una estructura
definida, como el sitio de unién de los compuestos en la diana bioldgica, o segun los
ligandos que interactiian con ella (Seidel y col., 2020). Los farmacoforos pueden ser,

(1) Generados mediante una libreria de compuestos, con la finalidad de que el
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farmacoforo posea las caracteristicas comunes entre todos los compuestos (Ramirez
y col., 2019) o (2) Producidos mediante la estructura de la diana bioldgica, obteniendo
un farmacoforo con los atomos que deberian generar interacciones (Gallego-Yerga y
col., 2021), esto quiere decir que el farmacéforo puede modelarse en base al receptor

0 compuestos.

1.4.1.- Farmacoforos de referencia.
Kiper y col. (2015) y Schewe y col. (2019) generaron dos farmacoéforos distintos

basados en ligandos que interactdan con canales de K*. Los ligandos utilizados por
Kiper y col. (2015) para desarrollar el farmacéforo se pueden observar en la Figura 5.
Estos compuestos, que bloguean los canales Kv1.5 y TASK-1, poseen dos grupos
aceptores de enlace de hidrégeno y un anillo aromatico. Se utilizaron estas 6 drogas

para modelar el farmacoforo antagonista.

AVEO118 520951
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— 0 ¢ - HN'\ VA PPN
B0 O ©

Figura 5: Compuestos utilizados por Kiper y col. (2015) para modelar el farmacéforo antagonista. Los grupos
aceptores de enlace de hidrégeno se encuentran encerrados en azul, y el anillo aromético en rojo, con una R al
centro.

Los compuestos usados por Schewe y col. (2019) para modelar el farmacoforo
agonista se observan en la Figura 6. Estos ligandos son activadores de los canales
TREK-2, BKCa y hERG y estan cargados negativamente (NCA). Poseen un grupo

hidrofébico, un grupo cargado negativamente y un anillo aromatico.
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Figura 6: Compuestos utilizados por Schewe y col. (2019) para el modelado del farmac6foro de los NCAs.

Los grupos cargados negativamente se encuentran encerrados en un circulo verde, el grupo hidrofébico en un

circulo gris, y el anillo aromatico en rojo, con una R al centro.

En la Figura 7 se pueden observar las caracteristicas de los dos farmacoforos, donde
el de la izquierda es el desarrollado por Kiper y col. (2015), mientras que el de la
derecha fue generado por Schewe y col. (2019). Estos modelos seran empleados para
buscar y obtener compuestos que puedan inhibir o activar alguno de los 5 canales ya

mencionados, segun corresponda el grupo.
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Figura 7: Farmacéforos de referencia para obtener compuestos naturales que los contengan. Se pueden
observar las distancias y angulos entre los grupos que conforman cada farmacéforo. a) Modelo de farmacoforo
planteado por Kiper y col. (2015). Este se encuentra compuesto por dos grupos aceptores de enlace de hidrégeno
de color azul y un anillo aromético de color rojo. b) Modelo de farmacoforo propuesto por Schewe y col. (2015).
Est4 compuesto por un anillo aromético de color rojo, un grupo hidrofébico de color gris, y un grupo cargado
negativamente de color verde.

1.4.2.- Farmacéforo con accion antagonista en los canales TASK-1y Kv1.5

Kiper y col. (2015) lograron disefiar el farmacoéforo expuesto en la Figura 7a luego de

observar como 6 compuestos blogueadores de Kv1.5 (Figura 5), actuaban también en
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TASK-1. Esto con el fin de buscar una posible diana biolégica (TASK-1) para tratar la
apnea obstructiva del suefio y la fibrilacion atrial. Las drogas utilizadas fueron
(AVEO0118, S20951, S9947, AVE1231, ICAGEN-4 y MSD-D). AVE0118 ha sido usado
para restaurar la contraccion atrial normal en modelos de fibrilacién auricular (de Haan
y col., 2006).

Midiendo el ICso de los compuestos mencionados, Kiper y col. (2015) observaron que
estos blogueaban de una mejor forma a TASK-1 que a Kv1.5. El ICso de AVE0118 en
Kvl1l.5 es de 5.6 yM y en TASK-1 es de 0.6 uM. En el ambito estructural identificaron
gue residuos asociados al filtro de selectividad y a la cavidad central de ambos canales
conforman el sitio de unién de estos bloqueadores. Esto se realiz6 usando modelos

comparativos de Kv1.5y TASK-1.

ICs0KV1.5 ICs0 TASK-1
AVE0118 5.60 pM 0.60 uM
S20951 2.70 uM 0.04 uM
$9947 0.70 uM 0.20 UM
AVE1231 9.50 pM 0.22 uM
ICAGEN-4 1.60 pM 1.05 pM
MSD-D 0.50 pM 0.35 uM

Tabla 1. ICso de compuestos antagonistas en Kv1.5 y TASK-1. En TASK-1 el ICsoes menor en todos los casos.

TASK-1 y Kv1.5 poseen similitudes estructurales en el sitio donde las drogas
interactdan (Figura 8). Se pueden observar las 4 capas que poseen los sitios de union
de los canales y los aminoacidos que conforman estas capas. La primera capa de
ambos canales esta compuesta por 4 treoninas del filtro de selectividad (FS) y las otras

tres se componen de valina, leucina e isoleucina.
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Figura 8: Sitio de unién de los bloqueadores que contienen el farmacéforo antagonista en canales Kv1.5y
TASK-1. ay c) Representacion de los canales Kv1.5 y TASK-1, junto a sus sitios de unién. b y d) aminoacidos que
forman las capas del sitio de unién.

Estas similitudes estructurales, junto a las mediciones de los ICso y el modelo del
farmacoforo antagonista, condujeron a la conclusion de que los grupos Al y A2 del
farmacoforo (Figura 7a) tendrian una interaccion con los residuos de treonina del FS
formando puentes de hidrégeno, mientras que el anillo aromatico generaria una
interaccion hidrofobica con el resto de las capas (Kiper y col., 2015).

Se obtuvieron poses estructurales desde dinAmicas moleculares de los sistemas
TASK1-AVE0118 y Kv1.5-AVEOQ0118 realizadas previamente en el grupo, como se
puede observar en la Figura 9 en donde se encuentran los residuos importantes

rodeando al ligando en cada canal.
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Figura 9: Poses obtenidas a través de dinamica molecular del ligando AVE0118 en los canales TASK-1y
Kv1.5 (A) TASK-1y (B) Kv1.5, junto con los residuos del sitio de unién. Los residuos estan coloreados como:
treonina (azul), Isoleucina (rojo), valina (amarillo) y leucina (verde). AVE0118 aparece coloreado de naranja.

1.4.3.- Farmacoforo agonista de los canales TREK-2, BKCa y hERG.

Schewe y col. (2019) disefiaron el farmacoéforo agonista indicado en la Figura 7b, el
cual se encuentra basado en 8 compuestos con un grupo cargado negativamente
(Figura 6). Todos los agonistas cargados negativamente (ACN) actuan como una llave
para poder abrir el filtro de selectividad, debido a que la carga negativa que poseen
aumenta el paso de los iones K* a través del FS. En los tres canales, los compuestos
se unen de manera que la parte cargada se ubica debajo del filtro de selectividad.
Para poder entender como los ACNs se unen a los canales ya mencionados, Schewe
y col. (2019) realizaron dockings y dinamicas moleculares, obteniendo los residuos que
interaccionan con los ACNs. En hERG, el compuesto PD_307243 tiene el grupo
carboxilato interactuando con K*, el resto posee interacciones con Y652 y F656. En la
unién de GoSlo-SR-5-6 en BKCa, el grupo carboxilato también se encuentra bajo el
filtro de selectividad, interaccionando con los iones K* mientras que los residuos I1301B,
1308B, A305B, P309C, I1308C y A305C (correspondiendo B y C a las cadenas del
tetramero) interactian con el resto del ACN.

Por altimo, Schewe y col. (2019) ejecutaron dinAmicas moleculares de TREK-2 con 7
compuestos (BL-1249, ML67-33, DPCIB, PD-307243, PDB-118057, NS3623 y
NS11021 Figura 6), en donde el grupo cargado negativamente de todos se mantiene

debajo del FS junto a iones K*. Los residuos que fueron destacados entre todas las
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comparaciones para la unién de los ACNs en TREK-2 fueron P198A, L320B, S321By
1323B (correspondiendo Ay B a las cadenas del dimero).

En todos los ACNs mencionados anteriormente se postula que el grupo A (cargado
negativamente) de la Figura 7b genera atracciones electrostaticas con el K*, mientras
gue los grupos Hy R de los ACNs forman interacciones hidrofébicas con los residuos
del sitio de unién.

Se obtuvieron las poses de referencia que se muestran en la Figura 10 de los sistemas
(A) hERG-PD-118057, (B) TREK2-BL1249, (C) BKCa-GoSlo-SR-5-6 al realizar
dinamicas moleculares de los sistemas, encontrando los sitios de unién en los canales
(Schewe y col., 2019).

Q.
PR
AT A

Figura 10: Poses obtenidas desde dinamica molecular del ligando de referencia en los canales (A) hERG,

(B) TREK-2 y (C) BKCa con los residuos del sitio de union. Los residuos estan coloreados como: prolina (rosado),
fenilalanina (celeste), tirosina (morado), Isoleucina (rojo), leucina (verde) y serina (café). Los ligandos (a) PD-
118057, (b) BL-1249 y (c) GoSlo-SR-5-6 se encuentran coloreados de naranjo con un punto de color rojo
sefializando la carga negativa. El ion K* se encuentra representado en amarillo.
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1.5.- Compuestos Naturales.

Los compuestos naturales (CN) son moléculas quimicas provenientes de fuentes
naturales, tanto plantas como animales o algas, siendo empleados comUnmente en
medicina alternativa (Seo y col., 2020). Algunos de estos compuestos son la clorofila
(Sanchez-Moreiras y col., 2020), los amino&cidos (Velasco-Charpentier y col., 2016),
terpenos (Guimarées y col., 2014), alcaloides (Ulrichova y col., 2001), etc. Los CN han
sido investigados como alternativas a drogas para enfermedades cardiovasculares,
esclerosis, patologias infecciosas, etc. (Atanasov y col., 2021), llegando a poseer éxito
en algunos casos. Con el avance de la tecnologia se ha estudiado la estructura quimica
y la funcién biolégica de los CN con el propésito de encontrar compuestos que posean
caracteristicas fisicoquimicas que los conviertan en posibles drogas para el tratamiento
de enfermedades.

Los compuestos naturales estan disponibles en bases de datos (BD) en linea tales
como: 3DMET, The Universal Natural Products Database (UNPD), ZINC, etc. Las BDs
de compuestos naturales se utilizan para realizar cribado virtual (virtual screening)
basado en farmacoéforo o en los residuos de un sitio de union de interés. Realizar un
protocolo de cribado virtual es imprescindible para disminuir el niUmero de compuestos
candidatos puesto que las BDs poseen un gran numero de compuestos (>1.000). Las
moléculas obtenidas luego del filtrado seran los compuestos que posean las
caracteristicas fisicoquimicas del farmacoforo. Por ejemplo, al disponer de una BD de
50.000 CNs se puede realizar un virtual screening segun el modelo de un farmacéforo
de referencia, con el fin de obtener los compuestos que lo cumplan (lwatay col., 2021).
Se han desarrollado investigaciones para hallar compuestos naturales que interactien
con proteinas especificas y que generen una reaccion biolégica deseada. Por ejemplo,
Iwata y col. (2021) descubrieron activadores naturales de TRPAL1 usando cribado
virtual basado en un farmacéforo de referencia, obteniendo seis CNs con rol agonista
para el canal TRPAL. Por lo que es posible descubrir CNs que efectien una accion
biologica deseada en los canales (TASK-1, Kvl1l.5, TREK-2, hERG y BKCa),
conteniendo los farmaco6foros moduladores de los canales (lwata y col., 2021; Kiper y
col., 2015; Schewe y col., 2019).
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2.- Hipotesis

Los canales de potasio se encuentran expresados en distintos tejidos, llegando a tener
relacion directa con enfermedades como la fibrilacién auricular, accidentes
cerebrovasculares (isquemias) o epilepsia. Por otro lado, los compuestos naturales

estan siendo investigados con fines terapéuticos en diversas enfermedades.

Por lo que: “deben existir compuestos naturales que contienen los farmacéforos
de accidon agonista (sobre los canales TREK-2, hERG y BKcy) Yy antagonista
(sobre los canales TASK-1 y Kv1.5) que establecen interacciones
energéticamente favorables con el sitio de uniébn de otros compuestos

reportados que poseen los farmacoéforos citados”.
Estos compuestos deben ser validados en futuras investigaciones in vitro como

moduladores de los canales K+ estudiados en esta memoria de tesis con la finalidad

de ser utilizados como posibles compuestos lideres en el desarrollo de nuevas drogas.
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3.- Objetivo General y Especificos.

3.1.- Objetivo General.

Obtener compuestos naturales con funcién agonista para los canales TREK-2, hERG
y BKCa, y antagonista en los canales TASK-1 y Kv1.5, evaluando la energia de union

y los residuos del sitio de unién de los canales con los cuales interactuaran los CNs.

3.2.- Objetivos Especificos.

(1) Generar una base de datos unificada (BDU) de compuestos naturales, mediante el
uso de BDs en linea, y realizar un cribado virtual de la BDU con los dos farmacoforos
de referencia.

(2) Realizar cribados virtuales basados en las estructuras de los canales de referencia
usando los resultados del cribado virtual con base en farmacéforo.

(3) Interpretar los resultados de los cribados virtuales mediante el uso de filtros, con la
finalidad de obtener el mejor CN agonista y antagonista.

(4) Realizar una dinamica molecular para cada canal con el CN correspondiente, e

interpretar los resultados mediante analisis de las trayectorias.
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4.- Metodologia

4.1.- Diagrama Metodologia.
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Figura 11: Diagrama de la metodologia aplicada. Esta se encuentra separada en 4 partes, (1) Generar la BDU,
(2) Cribado virtual basado en farmacéforo en la BDU, (3) Cribado virtual basado en estructura en los canales de
estudio y (4) Dinamica molecular de los mejores compuestos que contienen el farmacoéforo agonista y antagonista

en sus canales respectivos.

4.2.- Generacion de la Base de Datos de Compuestos Naturales (CN).

Se genero una libreria de compuestos naturales que denominamos base de datos
unificada (BDU). La BDU se genero a partir de las bases de datos gratuitas ZINC20
(Irwin y col., 2020), COCONUT (Sorokina y col., 2021) y NPAtlas (van Santen y col.,
2019). Para construir la BDU se requirio: (1) Obtener las bases de datos desde su sitio
de descarga, (2) Unificar las bases de datos y (3) Filtrar los compuestos naturales por
ADMET-Lipinski y eliminar los duplicados. Se empleé el software Knime (Berthold y

col., 2008) para obtener la BDU vy curarla.
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A Cargar ytransformar las moleculas de .sdf a rdkit, para calcularles sus propiedades
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Figura 12. Workflow utilizado para el filtrado ADMET-Lipinski en los CN obtenidos inicialmente.

El filtrado ADMET-Lipinski (Figura 12) se realiz0 en tres etapas: (1) Cargar y
transformar los CN desde el formato obtenido a RDKIT (Figura 12a), para el calculo de
las propiedades fisicoquimicas, (2) Calcular las reglas Lipinski-ADMET de cada CN
(Figura 12b), y (3) guardar los CN que poseen como maximo una regla rota (Figura
12c). Para la unificacion se utilizo el workflow de la Figura 13 en donde se cargaron
las BDs obtenidas del filtrado Lipinski-ADMET (Figura 13a), se concatenan estas
bases de datos (Figura 13b), y se eliminan los CN duplicados en las BDs (Figura 13c).
Se eliminaron los CNs compartidos de las bases de datos COCONUT y Npatlas,
dejando ZINC20 en su totalidad.
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Figura 13. Workflow utilizado para la unificacion de las 3 BDs.

4.3.- Cribado virtual basado en los farmac6foros de referencia.

El cribado virtual basado en farmacoforo permite encontrar un set de estructuras
moleculares, que podrian modular a una o mas proteinas (Zhou y col., 2015). Se utilizé
esta técnica para encontrar compuestos naturales que podrian modular las proteinas
estudiadas de manera agonista o antagonista. Se empleé el médulo Phase de la Suite
Schrédinger (Dixon y col., 2006) para realizar los dos cribados virtuales (Figura 14), ya
gue este posee las opciones de generar el farmacoforo con distancias y angulos
especificos, transformar la BDU en una libreria, y finalmente, realizar los cribados
virtuales basandose en los farmacoéforos agonista y antagonista. Para ejecutar el
cribado virtual basado en farmacoéforo (1) Se realizd el modelo de ambos
farmacoforos: agonista (Schewe y col, 2019) y antagonista (Kiper y col, 2015), (2) Se
genero la libreria de compuestos a partir de la BDU, (3) Se realizaron dos cribados
virtuales basandonos en los farmacoforos, utilizando primero el farmacoforo
antagonista y luego el agonista, y (4) Se seleccionaron los 5000 mejores compuestos

naturales agonistas y 5000 antagonistas con base en el PhaseScreenScore entregado
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por Phase, el cual tiene en cuenta la calidad y cantidad de coincidencias entre el
farmacoforo y el compuesto natural (Zhang y col., 2018). La cantidad se evalla segun
el nimero de caracteristicas fisicoquimicas del compuesto natural que coincidan el
farmacoforo. En este caso fueron 3 caracteristicas fisicoquimicas por grupo de
compuestos: (1) Compuestos basados en el farmacoforo agonista. Se evalué que
tuvieran un grupo cargado negativamente, un grupo hidrofébico y un anillo aromético.
(2) Compuestos basados en el farmacoforo antagonista. Se evalué que tuvieran dos
grupos aceptores de enlace de hidrégeno y un anillo aromatico. La calidad se evalta
segun la distancia y angulos entre los grupos fisicoquimicos de los compuestos
naturales, que estas correspondan con la distancia y los angulos del farmacéforo de

referencia.

~— —
@ BDU % BDU

Farmacoforo Farmacoforo
antagonista agonista

¥

5000 CN Antagonistas y 5000 CN agonistas

Figura 14. Diagrama de los dos cribados virtuales, cada uno basado en un farmacoéforo distinto.
4.4.- Obtencion y preparacion de las estructuras de los canales de potasio.

Se obtuvieron las estructuras de los canales de potasio TASK-1, TREK-2, BkCa, hERG
y Kv1.5. Las estructuras de los primeros cuatro canales fueron obtenidas de Protein
Data Bank (PDB) con los cédigos 6RV2 (Rdédstrom y col., 2020), 4BW5 (Dong y col.,
2015), 3NAF (Wu y col., 2010) y 5VAL1 (Wang y MacKinnon, 2017), respectivamente.
Se ocupd un modelo comparativo del canal Kv1.5 generado en el afio 2013 (Marzian
y col., 2013) y usado posteriormente en nuestro grupo (Mazolay col., 2022; Kiper 2015;

Kiper y col., 2021). La preparacion de estas estructuras fue realizada con el software
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Maestro de la suite de Schrddinger (Madhavi Sastry y col., 2013). Para la preparacion
de las estructuras se realiz6 (1) La adicion de &tomos de hidrogeno, (2) Eliminacion de
las aguas innecesarias que contienen las estructuras y (3) Optimizar la red de enlaces
de hidrégeno y (4) Agregar cargas atémicas. Para realizar estos cuatro pasos se utilizé
el moédulo Protein Preparation Wizard de Maestro (Li y col., 2019; Madhavi Sastry y
col., 2013) a un pH de 7.0.

45 .- Realizar cribado virtual de alto rendimiento basado en estructura entre los
5000 mejores CNs y los canales de potasio.

El cribado virtual de alto rendimiento o “high-throughput virtual screening” (HTVS) es
utilizado para observar de manera rapida si diferentes compuestos pueden interactuar
con una proteina favorablemente (Dhasmana y col., 2019). Asi se pueden obtener
ligandos que podrian ser utilizados para generar una respuesta biolégica especifica
(Amir y col., 2020). Con el modulo Glide de Schrodinger (Friesner y col., 2004, 2006;
Halgren y col., 2004) se hicieron cinco cribados virtuales de alto rendimiento, de cada
canal con el set de 5000 CN correspondiente (agonista o antagonista), utilizando el
ligando de referencia (Figuras 9 y 10) para la ubicacion de la grilla en los HTVS. Se
efectuaron dos filtrados para seleccionar los mejores 300 CN para cada canal. (1) Se
utilizé el DockingScore entregado por Glide y (2) Se verifico visualmente que las poses
de los CNs se superpusieran estructuralmente a las poses de los ligandos de
referencia (Kiper y col., 2015; Schewe y col., 2019).

Se ejecutd un segundo cribado virtual para elegir el mejor compuesto agonista o
antagonista por cada grupo de canales. Este fue realizado con Glide de Schrédinger
(Friesner y col., 2006), ejecutando Glide XP (Extra Precision) entre los mejores 300
CN obtenidos del HTVS y sus canales correspondientes. Este segundo cribado virtual
se realiz6 con la finalidad de obtener y luego filtrar 200 CN usando calculos de energia
libre MMGBSA. De estos 100 compuestos naturales agonistas o antagonistas se
seleccioné el mejor CN. Se utilizaron los siguientes criterios para la seleccién del mejor
CN agonista y antagonista: (1) polifarmacologia, (2) el centro de masa del CN en
comparaciéon con el ligando de referencia y (3) filtros especificos para cada sistema.

Estos son que, para los compuestos agonistas, la parte cargada negativamente se
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debe encontrar orientada hacia el filtro de selectividad (FS) interactuando con el ion
K+, mientras que para los antagonistas se utilizé el nimero de puentes de hidrogeno

gue se formaron con las treoninas del filtro de selectividad.

4.6.- Calculos de energia libre de unién (MMGBSA)

Los céalculos de MMGBSA (Molecular Mechanics combined with the generalised Born
and surface area continuum solvation) son generalmente usados para adquirir la
energia libre de union ( AGunién) de un complejo (proteina - ligando, proteina -
proteina, etc.). EIl método de MMGBSA predice la afinidad de unién de una forma mas
precisa y eficiente que la puntuacion de docking (ElI Khoury y col., 2019; Ylilauri y
Pentikdinen., 2013). La ecuacidon 1 se emplea para calcular la energia libre de union.

AGunic’m = GSistema - GReceptor - GLigando (1)

La ecuacion 1 indica que la energia libre de union es la energia libre del sistema,
menos la suma entre las energias libres del receptor y el ligando. Se utilizé el modulo
Prime para obtener la energia libore CN — Canal de Potasio a partir de los resultados
de acoplamientos moleculares realizados anteriormente (Docking XP). El AGunién fue
utilizado como filtro para obtener los 100 CNs de menor energia libre de union en cada

canal (Elmaaty y col., 2021).

4.7.- Dinamica molecular de los complejos canal de potasio - CN
agonista/antagonista obtenidos desde los acoplamientos moleculares.

Las dinamicas moleculares (DMs) permiten observar detalles a nivel atdbmico de un
sistema biologico (Hildebrand y col., 2019) en el transcurso de un tiempo establecido.
Se pueden utilizar para investigar las interacciones que se generan entre un receptor
(proteina) y un compuesto (ligando) (Deng., 2019; Zahn., 2011).

Se utilizé el médulo Desmond de Schrodinger (Bowers y col., 2006) para realizar las 5
simulaciones moleculares utilizando el campo de fuerza OPL2005, con los parametros
gue se muestran en la Tabla suplementaria 1. Se utilizaron las estructuras de los
canales preparados anteriormente (Paso 4.4), y con el modulo LigPrep de Schrédinger

(Williams y col., 2018) se prepararon los ligandos. Se utiliz6 Desmond, para (1) Crear
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el sistema (Canal de potasio — CN), (2) Realizar la minimizacion, el equilibrado y la
obtencion de datos a través de dinamica molecular, y (3) Analizar los resultados de la
DM a través de gréficos de RMSD y mapas de contacto (Bowers y col., 2006). El uso
de Desmond y no de otros programas de simulacién molecular se debe a que al haber
realizado los acoplamientos moleculares con la suite de Schrddinger (Bowers y col.,
2006), los archivos (CNs y canales) se encontraban listos para seguir trabajando con
esta suite, a su vez al utilizar GPU, las DM corren 200 veces mas rapido que con CPU,
acortando el tiempo de célculo. Cada sistema simulado se encuentra compuesto por
el canal de potasio, el compuesto natural seleccionado en el paso anterior, una
membrana lipidica y una caja de agua (Kiper y col., 2015; Schewe y col., 2019). Cada
sistema fue sometido a 30.000 pasos de minimizacion, 6 etapas de DM de equilibrado
donde se restringié la proteina hasta dejarla totalmente libre y 100 ns de DM con la
proteina libre para llegar al equilibrio. Finalmente se realizaron 150 nanosegundos de

produccion.

4.8.- Calculos de desviacion media cuadratica (RMSD).

La desviacion media cuadratica o RMSD (Knapp y col., 2011) es una medida que se
utiliza para analizar estructuras y dindmicas moleculares, con el proposito de observar
la distancia media entre un grupo de atomos de referencia y el grupo de atomos a
comparar (por ej. superponer estructuralmente el backbone de dos proteinas). En la
dinamica molecular se utiliza con la finalidad de identificar si esta alcanza un estado

de equilibrio. La ecuacion 2 se emplea para calcular el RMSD

RMSD = \/%Z?’zl(r{‘ —r))2 (2)

En la ecuacion 2, i significa el atomo actual, N el nimero de atomos, r* y r¥ significan
la estructura a la cual se le quiere calcular el RMSD vy la estructura de referencia,
respectivamente.

Se utilizé el moédulo “Simulation Interaction Diagram” de Maestro para realizar los
célculos de RMSD. Se generaron graficos para observar qué tan estable se encontré

la proteina a lo largo de la dindmica.
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4.9.- Analisis de contactos/interaccion entre el compuesto natural y los
residuos del sitio de unidn de la proteina

Los andlisis de contactos se utilizaron para observar las interacciones que se formaron
entre los residuos del sitio de unién de los canales y el compuesto natural a lo largo de
la dindmica molecular (Mercadante y col., 2018; Scheurer y col., 2018). Este analisis
se realizdé con la finalidad de identificar si el ligando interactia con los residuos
reportados en la literatura (Kiper y col., 2015; Schewe y col., 2019), segun su funcién
antagonista o agonista. Se empled “Simulation Interaction Diagram” de Maestro para
analizar las interacciones que se formaron en el sistema a lo largo de la produccién de

dindmica molecular.
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5.- Resultados y Discusion

5.1.- Generar una Base de Datos Unificada de compuestos naturales, mediante
el uso de BDs en linea.

Para generar la BDU se utilizaron 3 BDs en linea, ZINC20, COCONUT y Npatlas, en
donde se obtuvieron inicialmente 307.814 CN de ZINC20, 436.885 CN de COCONUT
y 32.741 CN de Npatlas. Al realizar el filtrado ADMET-Lipinski, y al eliminar los CN
duplicados empleando KNIME, se obtuvieron los CNs indicados en la Figura 15.
Generando una BDU de 642.594 compuestos naturales.

Bases de Datos Online

ZINC20 287.686

Mpatlas 23.890

s COCONUT  331.018

Figura 15. Diagrama circular de CN obtenidos en la BDU.

5.2.- Realizar un cribado virtual basado en los farmaco6foros de referencia
agonista y antagonista.

Para realizar el cribado virtual basado en los farmacoéforos de referencia, primero se
disefiaron los farmacoforos agonista y antagonista con las distancias y angulos
indicados (Kipery col., 2015; Schewe y col., 2019) (Figura 7). Luego los CN de la BDU
fueron preparados con Ligprep de Maestro utilizando el comando “ligprep -s 2 -ph 7.0
-epik -t 2 -ismi BDU.smi -omae BDUprep.mae”, en donde -s indica el niamero de
estereoisémeros a generar por CNs, -ph el pH a preparar las estructuras, -epik para
emplear Epik en la ionizacion y -t el nimero de tautdmeros. Se realizé el cribado virtual

obteniendo 45.853 CN con el farmacéforo agonista y 320.617 con el farmacéforo
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antagonista. Estos CNs fueron filtrados mediante el PhaseScreenScore entregado por
el modulo Phase con la finalidad de seleccionar los 5000 mejores CN agonistas y 5000
CN antagonistas. El programa PhaseScreenScore fue seleccionado para realizar el
fillrado previo al cribado virtual basado en estructura ya que ha sido utilizado
anteriormente para ordenar compuestos generados por cribado virtual basado en

farmacaoforo con el fin de encontrar compuestos activadores o inhibidores de proteinas

Preparar los CN de la BDU

Cribado virtual basado en

(Hegazy y col., 2022, Kumar y col., 2020).

Crear ambos

farmacoforos (agonista y
antagonista)

Farmacoforos

Hits farmacéforo Agonista Hits farmacéforo Antagonista

45.853 320.617

PhaseScreenScore

5000 CN con rol Agonista 5000 CN con rol Antagonista

Figura 16. Diagrama cribado virtual basado en farmacéforos.

5.3.- Cribados basados en estructura.

Se realizaron cribados virtuales basados en estructura utilizando el modulo Glide de
Maestro en cada canal. Se ejecutaron 5 Dockings HTVS (High-Throughput Virtual
Screening): 5000 CN agonistas en los canales hERG, BKCa y TREK-2, y 5000 CN
antagonistas en TASK-1 y Kv1.5. Estos compuestos fueron obtenidos en el cribado
virtual basado en farmacaoforo. La grilla para los HTVS fue definida al utilizar los centros
de masas de los ligandos de referencia (Figura 9 y 10). Utilizando el DockingScore se
filtraron los resultados para obtener los mejores 300 CN agonistas y 300 CN
antagonistas por cada canal.
El segundo docking fue del tipo XP (Extra-Precision), realizando 5 dockings: 300 CNs
por cada canal. Mediante calculos de MMGBSA se seleccionaron los mejores 100
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CNs. Para obtener el mejor CN de cada grupo (agonista o antagonista), primero se
buscaron los CN con caracteristicas polifarmacoldgicas. Es decir, que el mismo CN se
hubiera acoplado a los canales pertenecientes a cada grupo. De este analisis
solamente resultaron 4 compuestos que contienen el farmacéforo agonista (Tabla 2) y
3 compuestos que contienen al farmacoforo antagonista (Tabla 3). Luego se comparé
el centro de masa de los CNs con el ligando de referencia (Figura 9 y 10). Ademas,
para los CN agonistas se determiné visualmente que la carga negativa estuviera
orientada al filtro de selectividad (Schewe y col., 2019). Para los CN antagonistas se
calculé la formacién de puentes de hidrégeno con las treoninas del filtro de

selectividad, en donde no se generd ningun puente de hidrégeno con el CN.

TREK2 Residuos Energia MMGBSA Kcal/mol | Orientacién carga negativa | Centro Masa similar Lig. Ref.
CNP0365981 P198A 137208 L2798 F316B L313B T1728 -84,528 Orientada al ién Si
ZINC000006623717 L3208 F316B P198A -80,843 Lejana del ion No
CNP0390581 F316B P196A 13236 | 3208 -78,705 Lejana del ion No
|EINCO0B0ESS ST P (984 | 3208 T281B 70,353 Lejana del ion No
|HERG |RESIdUUS Energia MMGBSA Kcal/mol | Orientacién carga negativa | Centro Masa similar Lig. Ref.

CNP0365981 Y108A Y1088 F112B F112C Y108C Y108D L78C S80B T79B
Y1088 F112B F112C L78C
CNP0390581 Y108A Y108C F112C F1128

87,45

Orientada al ién

Si

74736

Orientada al ién

Si

62123

Orientada al ion

Si

|ZINCDDDDDE~62371 7

|Y108B F112B Y108A Y108C -62,377

Lejana del i6n

Mo

CNP0390581

BKCA Residuos Energia MMGBSA Kcal/mol | Orientacién carga negativa | Centro Masa similar Lig. Ref.
CNP0365981 1208C A3058 13018 F300B -81,966 Orientada al i6n Si
ZINC000006623717 1308C F231C 12018 A3058 67,392 Lejana del ion Si

1308C A305C T276C -65,929 Qrientada al i6n No

1308C 13018 A3058

-58.811

Orientada al ién

No

Tabla 2. Compuestos naturales que contienen el farmaco6foro agonista y estan presentes

en los

acoplamientos moleculares en los 3 canales estudiados, ordenados por la energia MMGBSA. Los residuos
presentes son los que estan a un cutoff de 3 A de los CNs, en negrita los que forman algun tipo de interaccion con
el CN y subrayados los residuos reportados como parte del sitio de union. Se destaca si es que la carga negativa
de los compuestos esta orientada al ion K* o lejana a este. Se muestran también las coordenadas de los centros
de masas de cada CN junto al centro de masa del ligando de referencia destacado en amarillo.

TASK1 Residuos Energia MMGBSA Kcal/mol | Centro Masa similar Lig. Ref.
CNP0400447 L122A1 230A [235A T100A TG3R 12328 12368 | 2308 | 1298 T1998 -78,052 Si
ZINCO00009708083 L122A1235A1 239A | 1298 TO3A1118A | 2398 12358 T1998 T199A -71,929 Si
CNP0125498 T199A TO3B 11188 T1008 T198B 12358 L 1228 | 2398 | 122A | 230A [235A -71,329 No
KV15 Residuos Energia MMGBSA Kcal/mol | Centro Masa similar Lig. Ref.
CNP0400447 V512A 1508A VE05A T480C V5056C T479B T4808 VAH05B 15088 V5128 -68,438 Si
ZINC000009708083 1508A VE05A V512D 15080 VHOSD T480D T480C VA05C I508C VH05R 15088 VA12B 61,738 Si
CNP0125498 V512D 15080 V505D VE05A VE12C 1508C VE05C T480C T4808 V5058 15088 V5128 VH12A -56.,981 No

Tabla 3. Compuestos naturales que contienen el farmacé6foro antagonista y estan presentes en los
acoplamientos moleculares en los 2 canales estudiados, ordenados por la energia MMGBSA. Los residuos
presentes son los que estan a un cutoff de 3 A de los CNs, en negrita los que forman algun tipo de interaccion con
el CN y subrayados los residuos reportados como parte del sitio de unién. Se muestran también las coordenadas
de los centros de masas de cada CN junto al centro de masa del ligando de referencia destacado en amarillo.
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5.4.- Criterios de seleccion del CN candidato a agonista

Se seleccionaron cuatro compuestos naturales con posible rol agonista (Tabla 2) y se
escogio entre ellos el CNP0365981, utilizandolo para las dinamicas moleculares. Este
compuesto posee un mayor nimero de interacciones a un cutoff de 3 A, al menos con
dos canales receptores (TREK-2 y hERG) y una menor energia MMGBSA en los tres
canales en comparacion con los otros compuestos. En el canal BKCa el CN forma una
interaccion con residuos reportados del sitio de union, en hERG se establecen 5
interacciones, y en TREK-2 no se forman interacciones con los residuos reportados
del sitio de unién, pero si con otros residuos. Las Figuras 17, 18 y 19 muestran las
poses seleccionadas del Docking XP junto a los residuos del sitio de unién a un cutoff

de 3 A para realizar las dinamicas moleculares.

A B%
Y108 D
/9 B
V)
F112 DN, y1084C
F112.0 Py - ‘

Figura 17: CNP0365981 en el canal hERG: (A) CNP0365981 y los residuos del sitio de unién a 3 A del CN. No se
representa Y108 A ya que se solapa visualmente con el CN. Los residuos del sitio de unién que interactian con el
CN se pueden observar en la Tabla 2 y 4. CNP0365981 de color azul. En (B) se muestra la posicion del ligando de
referencia PD-118057 en naranjo y el CN en azul. En amarillo se muestra el i6n potasio. La carga negativa de los
ligandos se encuentra representada por un punto rojo. Los residuos estan coloreados como: fenilalanina (celeste),
tirosina (morado), serina (café) y treonina (verde).

35



(D

1301 B
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1308 C

o

Figura 18: CNP0365981 en el canal BKCa: (A) CNP0365981 y los residuos del sitio de unién a 3 A del CN. Los
residuos del sitio de union que interactan con el CN se pueden observar en la Tabla 2 y 5. CNP0365981 de color

azul (B), y el ligando de referencia GoSlo-SR-5-6 en naranjo. En amarillo se muestra el ion potasio. La carga
negativa de los ligandos se encuentra representada por un punto rojo. Los residuos estan coloreados como:
isoleucina (rojo) y alanina (verde).

*’\

A / B | - i

®
m

Figura 19: CNP0365981 en el canal TREK-2: (A) CNP0365981 y los residuos del sitio de unién a 3 A del CN.
CNP0365981 de color azul, (B) y el ligando de referencia BL-1249 en naranjo. En amarillo se muestra el ion potasio.

-

La carga negativa de los ligandos se encuentra representada por un punto rojo. Los residuos estan coloreados
como: prolina(rosado) y leucina(verde).

Al comparar la posicion del compuesto natural con respecto al ligando de referencia,
estos comparten el mismo espacio en hERG y BKCa (Figura 17 y 18). En cambio, en
TREK-2 (Figura 19) se aprecia como el CN no se encuentra posicionado en el mismo
espacio que el ligando de referencia. Esto sucedio a pesar de que la grilla del HTVS
basado en estructura fue posicionada en el centro de masa de los ligandos de

referencia y cubriendo los aminodacidos del sitio de unién. Aun asi, Glide determiné que
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la pose mas favorable energéticamente para CNP0365981 en TREK-2 es la que se
muestra en la Figura 19. Pese a esto, esta pose tiene una carga negativa orientada al
poro y residuos del sitio de union a una distancia de 3 A, pero que no interacttian con
el ligando.

5.5.- Criterios de seleccion del CN candidato a antagonista.

En la Tabla 3 se muestran los 3 compuestos naturales antagonistas candidatos. El
compuesto natural ZINC0O00009708083 (Figura 20c) fue seleccionado como mejor CN
antagonista. Este junto a CNP0125498 (Figura 20d) se asemejan mas al ligando de
referencia que el compuesto con menor energia (CNP040047), que es muy
voluminoso, pero ZINC0O00009708083 posee menor energia libre de union MMGBSA
gue CNP0125498 (Tabla 3). Vale destacar que todos los residuos que se encuentran
a 3 A de los CNs forman parte del sitio de union, excepto los residuos L232B en TASK-
1y T479B en Kv1.5 con CN0400447 (Tabla 3).

A AVEO118 B CNP040047

ZINCO00009708083

Figura 20: Ligando de referencia (AVE0118) y compuestos naturales con posible rol antagonista. (A) Ligando
de referencia. (B) CN descartado debido a su alto niumero de anillos aromaticos. (C) CN seleccionado para el
desarrollo de las dindmicas moleculares. (D) CN no seleccionado.
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Figura 21: ZINC000009708083 en el canal TASK-1: (A) ZINC0O00009708083 y los residuos del sitio de union a 3
A del CN. No se representa L122 B ya que se solapa visualmente con el CN. ZINC0O00009708083 de color morado,
(B) y el ligando de referencia AVE0118 en naranjo. Los residuos estan coloreados como: treonina(azul),

leucina(verde) e Isoleucina(rojo).

r

Figura 22: ZINC000009708083 en el canal Kv1.5: (A) ZINCO00009708083 y los residuos del sitio de unién a 3 A
del CN. No se representan V505 B, 1508 B y V505 C ya que se solapan con el CN. ZINC000009708083 de color
morado, (B) y el ligando de referencia AVE0118 en naranjo. Los residuos estan coloreados como: treonina (azul),

isoleucina (rojo) y valina (amarillo).

En las Figuras 21y 22 se pueden apreciar las posiciones que adopta el CN con posible
rol antagonista ZINC000009708083 en los canales TASK-1 y Kvl15
correspondientemente. En ambos canales el compuesto natural adquiere una posiciéon
muy similar a la del ligando de referencia, rodeado por residuos reportados del sitio de

union.
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5.6.- Realizar una dindmica molecular para cada canal con el CN
correspondiente, e interpretar los resultados mediante analisis de trayectorias.

Al finalizar los 250 nanosegundos de dindmica molecular en cada canal, se
interpretaron los resultados utilizando graficos de RMSD para ver la estabilidad de la
dinamica, gréaficos de barras con las interacciones formadas y mapas de contacto.

El grafico 1 corresponde al RMSD del backbone de los cinco canales, en donde se
puede observar que los sistemas CN-Canal se equilibran desde los 100 ns. Por lo
tanto, se consideraron los primeros 100 ns como parte del equilibrado y los restantes
150 ns como produccion para andlisis de las interacciones ligando-proteina, y para

realizar mapas de contacto.

Grafico de RMSD de las 5 DM

0 50 100 150 200 250
Tiempo (ns)

s BKCA s NERG s TREK-2 KV1S s TASK-1

Gréfico 1: RMSD del backbone de las 5 dinamicas moleculares durante 250 ns. Los sistemas Canal-
Compuesto Natural se mantienen estables a partir de los 100 ns con un RMSD entre 2 a 5 A, excepto Kv1.5 que
alcanza los 5.401 A.

5.6.1.- Andlisis de la trayectoria del ligando CNP0365981 con el canal hERG.

En el grafico 2 se pueden apreciar los contactos proteina-ligando que se forman entre
CNP0365981 y hERG. Siendo la Y108 de la cadena A el residuo que mas contactos
forma desde los 100 ns generando los 4 tipos de contactos, alcanzando un porcentaje
de 250% de interaccién, lo que significa que este mismo residuo esta formando mas

de una interaccién a la vez durante la dinAmica molecular.
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De los residuos del sitio de unién (T79, S80, V81, G104, Y108 y F112) todos
establecen interaccién con el ligando. La gran mayoria esta formando interacciones en
mas de un 50% de la DM, a excepcion de V81 que mantiene una interaccion un 20%
de la DMy la G104 un 25%. En el grafico 3 se observan los nUmeros de contactos que
forman cada residuo en cada frame de la dindmica, en donde la Y108 de las cadenas
Ay C estéa formando mas de un contacto en algunos frames de la dindmica, llegando
a establecer 4 contactos en ciertos frames. Lo que explica que estos residuos en el
gréfico 2 superen el 100% de interaccion.

Al comparar los contactos formados entre el CN y los residuos reportados del sitio de
union de hERG, se puede apreciar que la gran mayoria de los residuos mantiene la
interaccion formada en un 50% de la produccion de dindmica o mas, por ejemplo la
T79 de la cadena A y B mantiene una interaccion en un 50% y 80% respectivamente,
la S80 de lacadena Ay C, ylaF112 de la cadena C también entran en esta categoria
(50% o mas). A su vez, la Y108 de la cadena Ay C es el residuo que mantiene algun
tipo de interaccion en toda la produccion de la dinamica molecular. Los unicos residuos
reportados que no superan el 50% es la V81 de la cadena B con un 20%, y la G104

de la cadena C con un 25%.

Interactions Fraction

Grafico 2: Contactos Proteina-Ligando en hERG: Porcentaje de interacciones durante la dinamica molecular.
Ej.: El residuo SER80 de la cadena A posee un 0,8 de interaccion con el ligando CNP0365981. Esto indica que
esta interaccion se mantiene durante un 80% de la DM (120 ns de los 150ns). Los residuos del sitio de union que
interactdan con el compuesto son T79, S80, V81, G104, Y108y F112. Enlaces de hidrégeno en verde, interacciones
hidrofébicas en morado, interacciones idnicas en rosa y puentes de agua en azul.
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Gréfico 3: Mapa de contacto de residuos del sitio de unién de hERG: Se muestra el nimero de Interacciones
de residuos del sitio de union en cada frame de la DM. Las barras de color naranja oscuro reflejan aminoacidos que
tienen cuatro o mas interacciones con el ligando en cada frame de la DM. Ej.: Y108C tienen 4 o mas interacciones

en algunos frames.

En la Figura 23 y Tabla 4, se indica que hay presente tres residuos reportados del sitio
de uniodn que se encuentran en 3 poses analizadas durante la DM: Ons, 100 ns y 250
ns (que corresponden a la pose del docking, inicio de la produccion y final de la
produccion respectivamente) generando algun tipo de contacto con el CN. Siendo
estos la T79 de la cadena By la Y108 de la cadena D y C. Este ultimo (Y108 C) forma
una interaccion pi-pi stacking con la parte aromatica del farmacoforo del CN (Figura
23d), en la pose de docking y a los 250 ns, mientras que la interaccion formada por
T79 By Y108 D es un enlace de hidrégeno en las tres poses. Al comparar lo indicado
para Y108 C en el grafico 3 con la Figura 23c se confirma que este residuo forma mas
de un contacto en algunos frames de la DM.

Los residuos S80y F112 de la cadena C forman contacto con el CN en el nanosegundo
100 y 250 (Figura 23b y c), siendo un enlace de hidrégeno con S80 y una interaccion
pi-pi stacking con F112, la cual en el nanosegundo 250 es con el grupo aromatico del
farmacoforo del CN (Figura 23d). Por otro lado, T79 C genera enlaces de hidrégeno

en la pose inicial, F112 B forma interacciones pi-pi stacking a los 100 ns y Y108 A
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establece también un contacto tipo pi-pi stacking a los 250 ns. El contacto formado por
F112 B no se establece con la parte aroméatica del farmacoforo del CN (Figura 23d), al
igual que para Y108 A. La interaccion del compuesto CNP0365981 con estos cinco
aminoacidos (Tabla 4) posee gran relevancia, debido a que fueron reportados como
residuos del sitio de union de los NCAs en el canal hERG.

A: 108

Figura 23: Interacciones formadas entre hERG y CNP0365981 a (A) Pose del docking, (B) 100 nsy (C) 250 ns.
La carga negativa de CNP0365981 se encuentra encerrada en rojo. Los residuos que forman interaccion se
encuentran escritos. Interacciones: h-bond (flecha morada), salt bridge (amarillo), pi-pi stacking (verde) y pi-cation
(rojo). Residuos hidrofébicos (verde) y polares (celeste). (D) CNP0365981 y los grupos del farmacoforo
correspondientes. El grupo cargado negativamente se encuentra encerrado en un circulo verde, el grupo hidrofébico
en un circulo gris y el anillo aromético en rojo, con una R al centro.

La interaccién entre la carga negativa de CNP0365981 y el K* se encuentra
representada en la Figura 23 por una linea amarilla, siendo del tipo puente salino. Se
muestra también la distancia entre CNP0365981 y el K* en la Tabla 4. Este contacto
se genera en las 3 poses analizadas durante la DM, debido a que la carga negativa
del CN se encuentra orientada hacia el filtro de selectividad en la pose de docking y a

lo largo de la produccién. A su vez, al observar la Figura Suplementaria 1 se aprecia
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como la distancia entre el ion K+ y la carga negativa en hERG se mantiene entre 2.6

Ay 3.2 A lo que sugiere que esta interaccion se forma en la gran mayoria de la DM.

Pose Docking Pose 100 ns Pose 250 ns

Tipo interaccion . Tipo interaccién . Tipo interaccion .

Residuo/ion con el CN Distancia A | Residuo/ion con el CN Distancia A | Residuo/ién con el CN Distancia A
T79C h-bond 1,96 T79B h-bond 2,28 F112 C pi-pi stacking 5,2
Y108 D h-bond 1,83 S80 C h-bond 1,89 Y108 C pi-pi stacking (a) 4,13
Y108 C pi-pi stacking 4,05 Y108 D h-bond 2,09 Y108 C pi-pi stacking (b) 4,02
T79B h-bond 1,76 Y108 C pi cation 4,27 S80 C h-bond 2,16
16n potasio salt bridge 2,93 F112 C pi-pi stacking 5,38 Y108 D h-bond 2,24
F112 B pi-pi stacking 5,31 T798B h-bond 2,46
I16n potasio salt bridge 2,72 Y108 A pi-pi stacking 4,95
I16n potasio salt bridge 2,9

Tabla 4. Residuos/ion y tipos de interaccion generados con el CN en hERG, y sus distancias. Los residuos
gue se encuentran coloreados son los que se repiten en al menos dos de las tres poses indicadas. La T79 de la
cadena B, y la Y108 de la cadena C y D son residuos que se repiten en todas las poses.

5.6.2.- Anélisis de la trayectoria del ligando CNP0365981 con el canal BKCa.

En el grafico 4 se observan todas las interacciones formadas entre CNP0365981 y el
canal BKca. De los 6 residuos del sitio de union de los NCA reportados en literatura
(1301, A305, 1308 y P309), el CN genera interaccion con los aminoéacidos 1301, A305 e
1308 de la cadena B. Manteniendo esta interaccion en un 40%, 20% y 7% a lo largo de

la produccion de dinamica molecular, respectivamente.

En el grafico 5 se pueden ver los numeros de contactos que forman cada residuo en
cada frame de la DM. En donde 1301 de la cadena A, By C genera en algun instante
un contacto con el CN, siendo 1301 B el que mas interacciones establece a lo largo de
la produccion de dinamica. En cambio, A305 y 1308 solo forma contacto con el CN, si
es que estos residuos son de la cadena B. La P309 fue el inico aminoacido que no

estableciod algun tipo de interaccion con el CN a lo largo de la produccion de dinamica.
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Gréfico 4: Contactos Protema—Ligando en BKCa: Porcentaje de interacciones durante la dinamica molecular.
Ej.: El residuo ILE301 de la cadena B posee un 0.4 de interaccion con el ligando CNP0365981. Esto indica que
esta interacciéon se mantiene durante un 40% de la DM (60ns de los 150ns). Los residuos del sitio de unién que
interactdan con el compuesto son ILE301, ALA305 e ILE308 de la cadena B, y ALA305, ILE308 y PRO309 de la
cadena C. Enlaces de hidrégeno en verde, interacciones hidrofébicas en morado, interacciones iénicas en rosa y
puentes de agua en azul.
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Grafico 5: Mapa de contacto de residuos del sitio de unién de BKca: Se muestra el nimero de interacciones
de residuos reportados en cada frame de la DM. Las barras de color naranja oscuro reflejan aminoacidos que tienen
cuatro o mas interacciones con el ligando en cada frame de la DM. Ej.: F304 de la cadena C tienen mas de 1
interaccion en algunos frames.

El residuo 1301 de la cadena B segun los graficos 4 y 5 es, de los residuos del sitio de
unién, el que mas interacciones forma a lo largo de la produccion, formando puentes
de agua, enlaces de hidrégeno y contactos hidrofébicos con el CN, siendo este ultimo
el que mas se genera. En la pose inicial (Figura 24a) este residuo se encuentra
estableciendo dos interacciones a la vez con el ligando (Tabla 5). Mientras que para
100 ns este no forma interacciones, solo la A305 B forma una interaccion hidrofébica
marcada en café (Figura 24b) con la parte aromética del farmacéforo CN (Figura 24d).

En el nanosegundo 250 la 1301 B forma nuevamente un puente de hidrégeno.
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Figura 24: Interacciones formadas entre BKCa y CNP0365981 a (A) Pose del docking, (B) 100 ns y (C) 250 ns
de la produccion. La carga negativa de CNP0365981 se encuentra encerrada en rojo. Los residuos que forman
interacciéon se encuentran escritos. Interacciones: h-bond (flecha morada), salt bridge (amarillo), interaccion
hidrofébica (café). Residuos hidrofébicos (verde). (D) CNP0365981 y los grupos del farmacoforo correspondientes.
El grupo cargado negativamente se encuentra encerrado en un circulo verde, el grupo hidrofébico en un circulo gris
y el anillo aromético en rojo, con una R al centro.

Es importante que la carga negativa de CNP0365981 en BKca se encuentre
posicionada por debajo del filtro de selectividad a lo largo de la produccién de dinamica
molecular. En la Figura 24 se puede observar como es que la parte cargada
negativamente del CN se encuentra haciendo contactos con el ion potasio en la pose
docking, a los 100 ns y 250 ns. En la Figura Suplementaria 2 se aprecia que desde
125 ns la distancia entre la carga negativa y el ion se mantiene entre 2.5 Ay 3.2 A,

sugiriendo la formacion de esta interaccion en la gran mayoria de la DM.
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Pose inicial Pose 100 ns Pose 250 ns
Tipo interaccion Distancia Tipo interacciéon Distancia Tipo interaccion Distancia
Residuo/ién con el CN A Residuo/ién conel CN A Residuo/ién conel CN A
1301 B h-bond (a) 2,12 A305 B hidrofébica 3,2 1301 B h-bond 2,77
1301 B h-bond (b) 1,88 I16n potasio salt bridge 3,37 I16n potasio salt bridge 3,02
16n potasio salt bridge 2,76

Tabla 5. Residuos/ion y tipos de interaccion generados con el CN en BKca, ¥ sus distancias. Los residuos
gue se encuentran coloreados son los que se repiten en al menos dos de las tres poses indicadas. La 1301 de la
cadena B se repite en dos poses.

5.6.3.- Andlisis de la trayectoria del ligando CNP0365981 con el canal TREK-2.

Al realizar los andlisis de trayectoria en TREK-2 estos indican que, en la produccion
de la dindmica molecular, CNP0365981 posee interacciones con residuos que se

encuentran a un cutoff de 5 A, pero no con los residuos del sitio de unién (P198, L320,

S321 e 1323). Con P198 y L320 establece contactos en algun punto de la produccion,
pero aproximadamente en un 2% y 1% respectivamente (grafico 6), lo cual es
despreciable. Para el caso de P198, los contactos se establecen entre el inicio de la
producciony los 130 ns, mientras que L320 forma interacciones desde los 100 ns hasta

los 228 ns, las cuales como se aprecia en el grafico 7 son bastante reducidas.
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Grafico 6: Contactos Proteina-Ligando en TREK-2: Porcentaje de interacciones durante la dinamica molecular.
Ej.: El residuo P198 de la cadena A posee un 0.02 de interaccién con el ligando CNP0365981. Esto indica que esta
interaccion se mantiene durante un 2% de la DM (3ns de los 150ns). Los residuos importantes del sitio de unién
son PRO198 de la cadena A, y LEU320 de la cadena B. Enlaces de Hidrogeno en verde, interacciones hidrofobicas
en morado, interacciones iénicas en rosa y puentes de agua en azul.
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Al comparar la posicién estructural que adopta el compuesto natural con la del ligando
de referencia (Figura 19b), se puede observar que incluso durante la DM, no se
superponen entre si. Es por ello que el CN se encuentra alejado de los residuos
reportados L320, S321 y 1323, dificultando la formacién de contactos entre ellos y el
ligando.

La formacion del puente salino entre K+ y la carga negativa del CN se cumple ya que
la parte cargada del CN se encuentra abajo del FS en la posicion inicial, generando

esta interaccion, lo cual se puede ver alos 100 ns y a los 250 ns (Figura 25 y Tabla 6),
manteniendo una distancia menor a 3 A. A su vez, en la Figura Suplementaria 3 se
observa como la distancia entre la carga negativa del CN y el ion se mantiene entre

25A y3 A, cumpliendo con la formacion de esta interaccion.

A:PRO_198
B:LEU_320

Tiempo (nanosegundos)

Gréfico 7: Mapa de contacto de residuos del sitio de unién de TREK-2: Se muestra el nimero de interacciones
de residuos reportados en cada frame de la DM. Las barras de color naranja oscuro reflejan aminoacidos que tienen
cuatro o mas interacciones con el ligando en cada frame de la DM. Ej.: P198 cadena A tiene solo 1 tipo de
interaccion en algunos frames.

De los aminoacidos no reportados como parte del sitio de unién y que forman una
interaccion con el CN, la L279, 1194 y F316 (grafico 6) han sido objeto de estudio
debido a su implicancia en la union de la norfluoxetina a TREK-2 (Dong y col., 2015),
un inhibidor del canal. Se sugiere realizar mutagéenesis sitio-dirigida en estos residuos
para entender el mecanismo de activacion de este canal por el compuesto
CNP0365981, en el caso que este active a TREK-2.

Pose inicial Pose 100 ns Pose 250 ns
Tipo interaccion Tipo interaccién Tipo interaccion
Residuo/ién conel CN Distancia A | Residuo/ién conel CN Distancia A | Residuo/ién conel CN Distancia A
16n potasio salt bridge 2,98 16n potasio salt bridge 2,74 I6n potasio salt bridge 2,85

Tabla 6. Residuos/ion y tipos de interaccién generados con el CN en TREK-2, junto a sus distancias. El
puente salino formado entre la parte cargada negativamente del CN y el K+ se encuentra presente en las 3 poses.
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Figura 25: Interacciones formadas entre TREK-2 y CNP0365981 a (A) Pose del docking, (B) 100 nsy (C) 250
ns de la produccion. La carga negativa de CNP0365981 se encuentra encerrada en rojo. Interacciones: h-bond
(flecha morada) y salt bridge (amarillo). (D) CNP0365981 y los grupos del farmacdéforo correspondientes. El grupo
cargado negativamente se encuentra encerrado en un circulo verde, el grupo hidrofébico en un circulo gris y el
anillo aromatico en rojo, con una R al centro.
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5.6.4.- Andlisis de trayectoria del ligando ZINC9708083 en el canal TASK-1.

Al analizar la trayectoria de TASK-1 mediante los graficos 8 y 9 se observé que 8 de
los 12 residuos del sitio de unién reportados en literatura (T93, 1118, L122, T199, 1235,
L239, V243 y M247), mantienen interacciones en un <1%, 25%, 35%, 90%, 40%, 63%,
1% y 5% respectivamente con el CN.
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Gréfico 8: Contactos Proteina-Ligando en TASK-1: Porcentaje de interacciones durante la dinamica molecular.
Ej.: El residuo L239 de la cadena B posee un 0.63 de interaccién con el ligando ZINC000009708083. Esto indica
gue esta interaccion se mantiene en un 63% de la DM (94 ns de 150ns). Los residuos importantes del sitio de union
son T92, T93, 1118, L122, T198, T199, 1235, G236, L239, N240, V243 y M247. Enlaces de Hidrégeno en verde,
interacciones hidrofobicas en morado, interacciones iénicas en rosa y puentes de agua en azul.

En la Figura 26a se puede apreciar como el CN no esta generando interacciones con
los residuos reportados del sitio de unién en la posicion docking lo cual cambia al
comenzar la produccién de la dinamica, llegando a estar presente contactos en
algunos casos en un 90% de la DM como es con la T199 B, interaccion que se puede
apreciar en la Figura 26 como puente de hidrogeno. Se muestra este residuo en tres
poses distintas (docking, 100ns y 250ns); En las poses a 100 ns y 250 ns se aprecia a
L122 B generando interacciones hidrofébicas con anillos aromaticos del CN (Figuras
26b y 26¢).
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Gréfico 9: Mapa de contacto de residuos del sitio de union de TASK-1: Se muestra el nimero de interacciones
de residuos reportados en cada frame de la DM. Las barras de color naranja oscuro reflejan aminoacidos que tienen
cuatro o mas interacciones con el ligando en cada frame de la DM. Ej.: L239 de la cadena B tienen mas de 1
interaccion en algunos frames.

Los tipos de contactos formados por T199 By L122 B se pueden encontrar en la Tabla
7, en donde como ya se sefialé se establecen puentes de hidrogeno conla T199 B e
interacciones hidrofébicas con la L122 B. En la Tabla 7 se observa que la distancia

entre T199 B y ZINC9708083 es menor a 2.8 A alos 100 y 250 ns. Mientras que las

interacciones hidrofébicas también tienen una distancia menor a 4.0 A (Tabla 7), lo
gue permite que este tipo de interaccion se forme, debido a que se encuentra
interactuando la parte hidrofébica del residuo junto a un anillo aromatico. La interaccion
gue forma la T199 B se genera con el grupo aceptor de enlace de hidrogeno del CN,
definido por el farmacéforo (Figura 26b c y d), como se sugiere en la literatura (Kiper y
col., 2015). Mientras que la interaccion hidrofébica formada con L122 B también es
con el grupo aromatico definido por el farmacéforo (Figura 26b c y d), por lo que las
partes aceptoras de enlace de hidrogeno y aromética estan generando los contactos
esperados.

Pose inicial Pose 100 ns Pose 250 ns

Residuo‘ Tipo interaccién | Distancia A | Residuo | Tipo interaccién DistanciaA | Residuo | Tipo interaccién Distancia A

T199 B h-bond 2,31 T199 B h-bond 2,76

L122 B hidrofdbica 3,66 L122 B hidrofdbica 3,32

Tabla 7. Residuos y tipos de interaccion generados con el CN en TASK-1, con sus distancias. Los residuos
gue se encuentran coloreados son los que se repiten en al menos dos de las tres poses indicadas. La T199 de la
cadena B se repite en la pose 100ns y 250ns.
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Figura 26: Interacciones formadas entre TASK-1y ZINC000009708083 a (A) Pose del docking, (B) 100 nsy (C)
250 ns. Los residuos que forman interaccién se encuentran escritos. Interacciones: h-bond (flecha morada) e
hidrofébica (café). Residuos hidrofébicos (verde) y polares (celeste). (D) ZINCO00009708083 y los grupos del
farmacoéforo correspondientes. Los grupos aceptores de enlace de hidrégeno estan encerrados en un circulo azul
y el anillo aromatico en rojo, con una R al centro.

5.6.5.- Andlisis de trayectoria del ligando ZINC9708083 con el canal Kv1.5.

Al observar los residuos que generan interacciones con el CN se puede apreciar que
los 4 aminoacidos del sitio de unién (T480, V505, 1508, V512) establecen en algun
momento de la produccion, a lo menos un tipo de contacto. Las T480 en las cuatro
cadenas mantienen interacciones desde un 95% en adelante, teniendo incluso valores
superiores al 100% como es el caso de la cadena B, C y D (grafico 10 y 11). Estos
aminoacidos desde los 125 nanosegundos comienzan a generar varios contactos en

un solo frame. El contacto que forman es del tipo i6nico, el cual significa que la T480

51



esta formando una interaccion con el K*, y a su vez, el K* forma una interaccion con el
CN.
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Gréfico 10: Contactos Proteina-Ligando en Kv1.5: Porcentaje de interacciones durante la dinamica molecular.
Ej.: El residuo A509 de la cadena D posee un 0.4 de interacciéon con el ligando ZINC000009708083. Esto indica
gue esta interaccion se mantiene en un 40% de la DM (60ns de 150ns). Los residuos importantes del sitio de u-
unién son T480, V505, 1508 y V512. Enlaces de Hidrégeno en verde, interacciones hidrofébicas en morado,
interacciones iénicas en rosa y puentes de agua en azul.
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Gréafico 11: Mapa de contacto de Interacciones Proteina-Ligando en Kv1.5: Se muestra el nimero de
interacciones en cada frame de la DM. Las barras de color naranja oscuro reflejan aminoacidos que tienen cuatro
0 mas interacciones con el ligando en cada frame de la DM. Ej.: T480 cadena D tienen méas de 1 interaccion en
algunos frames.

Por otro lado, los residuos V505, 1508 y V512 si bien no mantienen por mas de un 40%
la interaccion, generan algun tipo de contacto a lo largo de la produccion de la

dindmica, siendo estos mayoritariamente hidrofébicos (Figura 27b). Por ejemplo, la
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1508 A mantiene interacciones en un 37% de la DM mientras que la 1508 B posee un
35%. La V505 alcanza su maximo con un 20% en la cadena D y la V512 C interactia
un 9% de la DM (grafico 10). En el grafico 11 se puede ver como los residuos 1508 A
y B establecen a lo largo de la produccion de la dindmica mas interacciones que sus
homologos de las cadenas C y D. De los cuatro residuos, V505 D es el que mas
contactos forma a lo largo de la produccién de DM.

En la Figura 27 se pueden apreciar las interacciones que se forman entre los residuos
reportados y el CN. En esta Figura y en la Tabla 8 se observa que el tipo de contacto
formado es una interaccion idnica entre las T480 del filtro de selectividad con K*, y este
i6n con el CN. Este es un contacto proteina-metal-ligando, el cual es similar al enlace
de hidrégeno, siendo ambos enlaces polares. Sin embargo, la interaccion PML es

mucho mas fuerte que la del enlace de hidrogeno).
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Figura 27: Interacciones formadas entre Kv1.5 y ZINC0O00009708083 a (A) Pose del docking, (B) 100 nsy (C)
250 ns de la produccion. Los residuos que forman interaccion se encuentran escritos. Interacciones: lénica (gris),
Hidrofébica (café). Residuos hidrofbicos (verde) y polares (celeste). (D) ZINC0O00009708083 y los grupos del
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farmacoforo correspondientes. Los grupos aceptores de enlace de hidrogeno estan encerrados en un circulo azul
y el anillo aromético en rojo, con una R al centro.

Pose inicial Pose 100 ns Pose 250 ns
Tipo Distancia Tipo Distancia Tipo Distancia
Residuo/ion | interaccion A Residuo/ion | interaccion A Residuo/ion | interaccion A
T480B - 16n I16nica 3,26 T480 A- 16n I6nica 3,12 T480 A- [6n I6nica 3,04
T480 D- 16n l6nica 3,4 T480 C- 16n I6nica 2,97 T480 C- 16n I6nica 3,37
16n - CN I16nica 3,18 16n - CN Iénica 3,1 T480 D- 16n I6nica 2,93
V505 B hidrofébica (a) 3,3 I16n - CN I6nica 3,26
V505 B hidrofdbica (b) 3,44

Tabla 8. Residuos/ién y tipos de interaccién generados con el CN en Kv1.5y sus distancias. Se observan los
tipos de interaccion formados con los residuos reportados

Si bien no todas las interacciones que se formaron entre los residuos reportados del
sitio de unién se mantienen por encima de un 50%, si se formaron contactos entre
todos los residuos del sitio de union y el compuesto natural. Siendo las T480 del filtro
de selectividad los aminoacidos que mas interacciones mantienen. Este tipo de
interaccion que generan las T480 ha sido reportado en el trabajo de Strutz-Seebohm
y col., 2007 para ICAGEN y S9947 que son compuestos que contiene el farmacdéforo
(Figura 5).
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6.- Conclusion

En esta tesis de investigacion se buscaron compuestos naturales con rol agonista para

los canales TREK-2, hERG y BKca, Y rol antagonista para los canales TASK-1y Kv1.5.

Se confeccioné una BDU de 642.594 compuestos naturales, obteniendo 45.853
compuestos naturales con posible rol agonista y 320.617 con posible rol antagonista,
al realizar un cribado virtual de la BDU con los farmacéforos de referencia. Estos

compuestos se redujeron a 5000 CN al ocupar el PhaseScreenScore.

Al emplear a los 5000 CN con posible rol agonista o antagonista en cribados virtuales
basados en estructura y wusar distintos filtros (DockingScore, MMGBSA,
Polifarmacologia, etc.), se logré encontrar un CN que contiene el farmacoforo agonista
(CNP0365891) para los canales TREK-2, hERG y BKca y un CN que contiene el
farmacoforo antagonista (ZINC000009708083) para los canales TASK-1 y Kv1.5. Se
observo durante dinamicas moleculares, que ZINC0O00009708083 interactia con los
residuos del sitio de union en TASK-1 y Kv1.5, manteniendo interacciones en su
mayoria con los residuos de treonina del filtro de selectividad de cada canal. Para el
caso de CNP0365891 si bien este compuesto no interactudé con los residuos del sitio
de union en TREK-2, si lo hizo en los canales hERG y BKca. CNP0365891 establecio
interacciones con 4 de los 6 residuos del sitio de union en hERG, y 3 de los 4 residuos

del sitio de unién en BKca.

El proximo paso de esta investigacion serd realizar experimentos en laboratorio
hamedo para observar si es que, efectivamente, los CN estan actuando de la forma
deseada en los canales. Se recomienda realizar mediciones de electrofisiologia
mediante la técnica de patch-clamp con los compuestos ZINC000009708083 y
CNP0365891 en los canales correspondientes, para determinar si es que estos
pueden ser postulados como compuestos lideres para el desarrollo de farmacos para

tratar la fibrilacion atrial, accidentes cerebrovasculares (isquemias) o epilepsia.
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8.- Imagenes y Tablas suplementarias.

Canal

Parametros hERG BKCa TREK-2 TASK-1 Kv1l.5
Modelo Solvente | TIPAPEW TIPAPEW TIPAPEW TIPAPEW TIPAPEW
Tamafo Grilla 15X15X15| 15X15X15 15X15X15 10X10X10 10X10X10
Ensamble NPT NPT NPT NPT NPT
Presion 1,01325 1,01325 1,01325 1,01325 1,01325
Temperatura 310K 310K 310K 310K 310K
Termostato Langevin | Nose-Hoover | Nose-Hoover | Nose-Hoover | Nose-Hoover
Bardstato Langevin MTK MTK MTK MTK

Tabla Suplementaria 1: Parametros utilizados para las DM en cada canal.
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Figura Suplementaria 1: Gréfico distancia vs tiempo en hERG. Se observa que la distancia entre la carga

negativa del CN y el i6n K+ se mantiene entre 2.6 Ay 3.0 A desde los 100 ns.
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Figura Suplementaria 2: Gréafico distancia vs tiempo en BKCa. Se observa que la distancia entre la carga
negativa del CN y el ién K+ se mantiene entre 2.5 Ay 3.2 A desde 125 ns.
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Figura Suplementaria 3: Gréafico distancia vs tiempo en TREK-2. Se observa que la distancia entre la carga
negativa del CN y el i6n K+ se mantiene entre 2.5 Ay 3.0 A desde los 100 ns.
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