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RESUMO

Anestesia geral é um recurso fundamental na medicina moderna. Em contraste com o uso de
anestésicos ha mais de 100 anos, seus alvos e mecanismo de acao moleculares ainda sdo largamente
desconhecidos. Porquanto ndo se descarte a hipdtese de que essas moléculas exercam seus efeitos por
meio de alteracdes de propriedades fisico-quimicas de membranas celulares, um conjunto crescente de
evidéncias sugere um cendrio alternativo. Neste, o estado de anestesia seria induzido pela modulagao
direta de multiplos receptores proteicos. Entre os potenciais receptores, estudos de eletrofisiologia e
em modelos animais demonstram que o canal i6nico neuronal dependente de voltagem de mamiferos
Kv1.2 é modulado diretamente pelo anestésico geral sevoflurano. Esses estudos sugerem que
sevoflurano se liga a multiplos sitios em Kv1.2, resultando em um aumento na probabilidade de
abertura do canal, e em um aumento da sua condutancia maxima. Nesse contexto, o presente trabalho
se propoe a identificar sitios de ligacao de sevoflurano nas conformacdes aberta e fechada de Kv1.2 e
investigar quanto da modulacdo da proteina pode ser explicada pela ligacdo direta do anestésico, no
contexto de um modelo de dois estados. Preambular a essa investigacdo, no entanto, estd o
desenvolvimento do arcabouco tedrico necessario ao tratamento concentracao-dependente da interacao
de pequenas moléculas a mdltiplos sitios de ligacdo saturdveis, para que se possa quantificar o impacto
do modulador no equilibrio entre conformacées da proteina. Da forma como foram descritas, as
equacgOes sdo gerais e facilmente transponiveis a diferentes sistemas de interacdo proteina-ligante. O
estudo mostra, sob uma perspectiva atomistica molecular, que sevoflurano se liga com dependéncia
conformacional a Kv1.2. A estabilizacdo do estado aberto promovida pela ligacio da molécula
anestésica é capaz de recapitular o aumento da probabilidade de abertura do canal verificado
experimentalmente. Ademais, os sitios de ligacdao de sevoflurano a Kv1.2 sugeridos pela estratégia
aqui desenvolvida se encontram préximos a residuos de aminodcido identificados como relevantes a
modulacdo por meio de estudos de mutagénese e marcagdo com ligantes fotoativos. Em conjunto, os
resultados apresentados corroboram a hipétese da modulacdo direta e contribuem uma perspectiva

microscépica para se compreender os efeitos causados por sevoflurano.



ABSTRACT

Anesthetics are routinely used in medical procedures for almost two centuries. Despite its ubiquity, the
molecular mechanism leading to the endpoint of anesthesia remains unknown. While anesthetics might
also act by altering cellular membranes’ physicochemical properties, recent studies favor direct
allosteric modulation of multiple proteins targets. One such target, evidenced by electrophysiology and
in vivo experiments, is the voltage-gated channel Kv1.2. Investigations on sevoflurane, a major
general anesthetic, suggest the molecule potentiates Kv1.2 by binding to multiple independent sites,
causing a left-shift to the open probability curve (increasing open probability), while also increasing its
maximum conductance. Here, we set out to identify Kv1.2 sevoflurane binding sites and quantify the
impact of direct modulation in Kv1.2 potentiation. For that, we have developed an original theoretical
framework to investigate concentration-dependent interaction of small ligands to multiple saturable
protein binding sites which allow for thorough calculation of the functional impact of such binding to
equilibrium between well-known conformational states, i.e. open and closed Kv1.2 structures.
Anesthetic’s local distribution and binding affinities are evaluated by a combination of docking and
free-energy-perturbation calculations. The results suggest sevoflurane binds Kv1.2 in conformation-
depend manner. Also, the calculated ligand-effected open-conformation stabilization agrees with
experimental measurements, successfully recovering open-probability leftward shift from microscopic
data alone. Key binding sites identified by the docking-FEP strategy are also found to be in close
proximity to residues identified as relevant by recent photolabeling and mutagenesis experiments.
Altogether, results support the direct modulation hypothesis and contributes to understanding
sevoflurane effects from a molecular standpoint. Moreover, the theory developed in this work is

general and could be applied to various ligand-receptor systems.
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I. PARTE 1: Modulacao alosterica
concentracao-dependente de proteinas de

membrana



I.1. INTRODUCAO

I.1.1. Modulacao alostérica

Modulador alostérico é a molécula capaz de alterar a funcdao de determinado receptor ao se
ligar a um sitio de interacdo diferente do sitio de ligacdo primario (ortostérico). Esse sitio é
denominado alostérico. Nesse sentido, a teoria alostérica se fundamenta na ideia de que a molécula
alostérica é capaz de se ligar seletivamente a sitios secundarios e alterar a estrutura do receptor de
forma que a interagdo do ligante endégeno com o sitio ortostérico seja modulada. Em termos gerais
essa modulagdo pode ser de dois tipos: positiva ou negativa. Moduladores alostéricos positivos se
ligam ao receptor para aumentar a afinidade do ligante primadrio pelo seu sitio, como consequéncia
a atividade do receptor é aumentada. Moduladores alostéricos negativos por sua vez tem efeitos
contrarios, reduzindo a afinidade do ligante primario pelo sitio ortostérico e ocasionando uma
diminuicdo da atividade do receptor. Uma vez que, segundo essa definicdo, o0 modulador alostérico
altera a resposta do receptor ao seu ligante endégeno, tais moduladores raramente teriam efeito na

auséncia do ligante primario.(Abdel-Magid, 2015)

Mais recentemente, o termo alosteria tem sido utilizado de forma mais abrangente para
indicar a modulagcdo conformacdo-dependente da atividade do receptor via ligacdo em sitios
secundarios, seja no proprio receptor, seja fora dele (off-target). A ligacdo de moléculas alostéricas
estabiliza determinada conformacdo proteica e, desta forma, o equilibrio entre conformacoes é
alterado pela estabilizacdo promovida pelo modulador. Em ultima andlise, o efeito causado pelo
ligante alostérico e pelo novo equilibrio conformacional depende da classe de proteina e que

funcao ela exerce.(Ballesteros and Ransom, 2006; Westen et al., 2014; 2015; Liang et al., 2015)

I.1.2. Proteinas de membrana como alvos moleculares de pequenas

moléculas

Proteinas de membrana compdem aproximadamente 20% do genoma humano e sdo alvo de
mais de 40% dos pequenos farmacos atualmente utilizados.(Almén et al., 2009; Overington et al.,
2006; Santos et al., 2017) Entre os principais alvos de ligantes, destacam-se as familias de
proteinas: receptores associados a proteina G (GPCR), receptores nucleares, receptores

ionotrépicos e canais ionicos dependentes de voltagem.(Santos et al., 2017) Desses, apenas 0s



receptores nucleares ndo sdo proteinas de membrana (Figura 1). Consistente com sua super-
representacdo nesse tipo de levantamento de dados, proteinas de membrana estdo na fronteira de

todas as células e sdo responsaveis pela mediacdo e processamento de sinalizacOes intra e

extracelulares.

Figura 1. Distribuigdo de alvos de farmacos humanos

separados por familia génica. GPCR: receptores

B GPCRs (7TM1) associados a proteina G; Ion channels: canais idnicos;
[ lon channels . .
H Kinases Kinases: cinases; Nuclear receptors: receptores

[ Nuclear receptors

l ; Other: A L
B Other nucleares; Other: outros. Adaptado de (Santos et al.,

2017)

Naturalmente, grandes esforcos sdo realizados no sentido de compreender os mecanismos
subjacentes a regulacdao e modulacdao por ligantes desse grupo relevante de proteinas. O primeiro
passo para alcancar tal objetivo envolve o conhecimento da estrutura molecular do complexo
proteina-ligante. Apesar de grandes avancos nas técnicas de cristalografia de raio-X, e mais
recentemente no aumento de resolucao de dados de crioeletromicrografia, é bem aceito que a
obtencdo de estruturas de alta resolucdo de proteinas transmembranicas ainda representa um

desafio para a biofisica estrutural.

Ainda, no contexto da modulacdo alostérica, proteinas de membrana podem apresentar
diversos sitios de ligacdao secundarios (e.g.: GPCRs). Nesses casos, estratégias experimentais
tradicionais podem apresentar limitacOes quanto ao tratamento de multiplos sitios de ligacdo ndo
idénticos, fornecendo afinidades globais obtidas a partir de medidas indiretas. Além disso,
determinados ligantes apresentam altas constantes de dissociacdo, adicionando um dificultador as

analises.(Woll et al., 2016)

Diante disso, estratégias computacionais surgem como uma alternativa para a investigacdo
das interacOes entre proteinas e ligantes com resolucdao microscopica. De posse das estruturas
moleculares dos complexos, novas vertentes tedricas e experimentais, se abrem para aprofundar

conhecimentos a respeito do funcionamento de proteinas de membrana na presenca de ligantes.



I.2. OBJETIVOS

I.2.1. Objetivo geral

Desenvolver um arcabouco tedrico capaz de quantificar o impacto de moléculas alostéricas

na constante de equilibrio entre duas conformacdes proteicas.

I.2.2. Objetivos especificos

* Definir uma constante de ligacdo generalizada para o caso de ligantes que interagem com

multiplos sitios de ligagdo em multiplos estados de ocupancia;

« Utilizar as aproximacdes necessarias para tornar o calculo viavel diante da atual capacidade

computacional de processamento;

* Desenvolver equacdes para as densidades de probabilidades de estados ligados e suas

marginalizagoes;

* Derivar uma expressao matematica que combine a dependéncia de voltagem e a ligacdao das
moléculas para descrever o equilibrio entre as conformacdes aberta e fechada de canais

ibnicos.



1.3. METODOS

A parte I desta tese se propde a derivar equacoes para descrever a interacdo de moléculas
alostéricas em multiplos sitios de ligacdo proteicos, bem como o impacto dessa ligacdao no
equilibrio entre duas conformacdes. Tal desenvolvimento expande os esforcos iniciados por Roux e
colaboradores no contexto da ligacdo de moléculas de agua na cavidade da bacteriorodopsina
(Roux et al., 1996); e consiste em uma inovacao metodologica fundamental a descricdo da
complexidade da modulacdo alostérica de proteinas de membrana. Isto posto, os resultados
apresentados a seguir compdem eles mesmos a metodologia do trabalho. Todas as equagOes
desenvolvidas e aplicadas ao sistema-teste apresentado na parte II foram escritas em linguagens de

programacdo no Laboratério de Biologia Te6rica e Computacional da Universidade de Brasilia.



1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O conjunto dos resultados apresentados nos capitulos I e II foram publicados e estdo
disponiveis para consulta em seus respectivos jornais ou ao final da tese (anexos I e II). (Stock et

al., 2017, 2018).
Desenvolvimento do arcabouco tedrico

I.4.1. Consideracoes Iniciais e Pressupostos

Considere um sistema microscépico formado por M espécies moleculares. A energia
potencial do sistema é U, (r"), onde r"=(r,,...,Fys1,...,ry] sdo os graus de liberdade das M
moléculas e r; indica as coordenadas cartesianas da molécula i. O sistema é composto por uma
proteina ou receptor R, fixo no centro do sistema de coordenadas, inserido em uma bicamada
lipidica hidratada. Imersos nesse sistema estdao N ligantes idénticos. Considera-se ainda que o
sistema estda em condigcOes diluidas e em equilibrio termodinamico, com nimero de particulas,
pressdo e temperatura constantes, pH neutro e sem diferenca de voltagem através da membrana.
Nessas condicdes, é possivel assumir que o receptor se mantém em uma conformacao estavel bem

definida X , na qual ha s sitios de interacdo disponiveis para os ligantes.

@ Figura 2. Ilustragdo do sistema considerado. O

ﬁ# receptor R transmembrdnico (azul) com s sitios

(esferas) com volume definido ( 6Vj ). Ligantes em

| rosa, verde e branco se distribuem homogeneamente
entre solvente e membrana, definindo densidade p e

q excesso de potencial quimico {I constantes.
P, H o
Nessa etapa do desenvolvimento da teoria, assume-se que o ligante estd uniformemente
particionado entre o solvente e a membrana, e pode acessar os sitios de ligacdo da proteina de
ambos meios. Na pratica, solvente e membrana sdo tratados como um volume homogéneo

(doravante referido como banho), ocupado pelos N ligantes, definindo uma densidade constante

p e excesso de potencial quimico [t . (Figura 2)

Cada sitio de ligagdo j=1,...,s possui um volume discreto 8V que pode ser ocupado por



max

0<n;<n;" . Assim, ha um nimero maximo de estados ligados O, , e um néo ligado, acessiveis ao

S

receptor, dado por max(OX):H(n;."ax+1). Cada estado especifico, contendo n; moléculas

j=1
ligadas ao sitio j correspondente, é denotado por Oy(n; ...,n,) . O total de ligantes associados a

proteina nesse estado corresponde a n=(n;+n,+...+n;) .

I.4.2. Constante de Ligacao Kx(n,..., n)

Compreender a ligacdao concomitante de multiplos ligantes (genericamente denominados L)

em s sitios requer determinar a constante de ligagdo generalizada K(n,,...,n,) para o processo:
04(0,,...,0,)+nL < Oy(n,,...,n,),

onde O,(0; ...,0,) representa o estado onde o receptor estd vazio (estado ndo ligado) e todos os
ligantes se encontram no banho, e Oy(n, ...,n,) um estado especifico com n ; moléculas em cada

sitio j . Por construcdo, este € um sistema diluido e, como consequéncia, a constante de ligacao
pode ser escrita como uma relacdo entre as densidades de probabilidades de cada um dos

constituintes do sistema naquele estado, segundo:

K (n J--')ns): ’ 1
x 1 F_)(,11.|.A_4+nx) pX(Olﬁ”"Os) ( )

tal que py(n,,...,n,) e py(0,,...,0,) sdo respectivamente a probabilidade de encontrar o receptor

—(n+...+n,

nos estados Oy(ny,...,n;) e O4(0,,...,0,) . Ainda, p )=p" é a densidade de probabilidade de

n ligantes se encontrarem no banho.

O numero de ligantes associados a cada sitio j do receptor é uma funcdo dependente da
configuragdo do sistema, denotado por n;' (r™) . Por simplicidade, essa quantidade pode ser escrita
em fungdo dos centros geométricos R, de cada um dos N ligantes do sistema como R,(r") (cf.

equagdo 10). Dito isso, n;'(r") é:

n;(r'")= | dR[ié[Ri(rM)—R]] )

Uma vez definido n,'(r"), a densidade de probabilidades py(n,...,n;) pode ser formalmente

escrita segundo:



Px (Myseesng)= Tar 1|3UX fdr 8[n,(r")—n,] ... 8[n,(r")—n]e P 3)

e

Onde B=(k,T)"', e k, e T sdo a constante de Boltzmann e a temperatura, respectivamente.

Além disso, na equagdo acima a fungdo delta discreta, definida como

8[n,(r'")—n,J=| 1 € ny(rt)=n; 4)

0, sen, (r")#n,

. , . ,o. . . . ~ rpe M
mapeia o nimero de ligantes no sitio j associado a uma configuracdo especifica r" e garante a

integracdo unicamente das configuragdes acessiveis ao estado Oy(n; ...,n;) .

Entretanto, a integral na equacdo (3) percorre todos os graus de liberdade acessiveis ao
sistema. Mesmo com grandes avangos metodolégicos e aumento da capacidade de
supercomputadores, o computo direto de py(n,,...,n,) via simula¢des computacionais atomisticas
é inviavel e atualmente restrito a sistemas reduzidos ou casos especificos que fazem uso de

maquinas especialmente desenhadas para esse fim.(Shaw et al., 2008)

Uma alternativa computacionalmente mais acessivel é viabilizada pela condicdo estrita
imposta pela funcdo delta na equacdo (4). A simplificacdo consiste em reescrever as densidades de
probabilidade restringindo a integral da equacdo (3) aos volumes discretos dos sitios e do volume

do banho:

N! (r')
pX(nl,...,ns):n1 o I(N=n) fd,« e_ﬁ N fdr fdr V;{ModrN "[drM Ve PUx

N!
n!..n!(N—n)!

O termo pretende levar em consideracao as multiplas formas de n ligantes

idénticos se associarem ao receptor a fim de gerar o mesmo estado Oy(n,...,n,) . Igualmente, para

o estado vazio O(0,,...,0,) :

_ 1 N M-N ,BUy (r")
pX(Ol,...,OS)—J_drMeﬁU( beh dr fdr (6)

Inserindo equacdes (5) e (6) na definicao da constante de ligacdo (1), obtém-se:

)



f dr™... f dr’™ _f drN_"f drM_Ne_BU"(rM)
1 N! 3V %

v 1 O s Vbanho
KX(nl,.“’nS)_EXnl,,,,,ns!(N_n)! J« drNJ‘drM_Ne—BUX(rM) (7)

\%4

banho
A equagdo simplificada (7) para Ky(n,,...,n,) pode ser calculada no contexto de
simulacOes de dindmica molecular e métodos perturbativos de célculo de energia livre, como Free

Energy Perturbation (FEP, cf. 11.3.3.1 ), considerando o potencial de for¢a média W (R")

associado ao centro geométrico da configuracgio R"=(R,,...,R,} dos n ligantes, conforme

mostrado nas equacdes (8) e (9) e (10).

[dR"... [ dR"™ ¢ "Ws®)
K,(n n )—ix N/ 20 e 8
x5, 1 _F_)n nl""'ns',(N_n)! Jv dR" e—[sz(Rn) s ( )

\4

banho

s

onde a exponencial do trabalho reversivel W (R") é

_[drlé[R’l(rl)—Rl]...fdrné[R;](rn)_Rn]f dernJ'derNe—BUX(rM)
X(Rn) Vbanha

f drlé[R'l(rl)—RI]...f dr, 3[R (r,)—R] f drN_”f drM-Ne P

\%4

—BW
e

)

—BWx(R)

. , . . ~ . A . M
Aqui, e é definido em relacdo a um sistema de referéncia U())((r ), no qual todas as
interagdes dos n ligantes com o meio estdo desligadas. Com isso, W (R") é analogo a variagdo
de energia livre relativa a transferéncia dos ligantes da fase gasosa para seus respectivos sitios de

. ~ s ~ . . o~ . 0 M
ligagdo. Como as particulas ndo interagem com o ambiente na condigdo imposta por Uy(r"),

* * ’ . . . ~ . r . ~ .
[Ry,...,R,] é estabelecido como um conjunto de posi¢des arbitrdrias de referéncia para os

ligantes. Ainda, os centros geométricos sdo explicitamente calculados a partir das coordenadas

dtomos
i

cartesianas dos N atomos do ligante i :

Rl.<r,.>zN?t10mOS > (xy.7) (10)

(x,y.2)er,

Para as moléculas de ligante que se encontram no banho, a transicdo gas — banho pode ser
interpretada como uma aumento do numero de ligantes presentes em solucdo. A variacao de energia
livre em funcdo da variacao do nimero de moléculas de uma unica espécie quimica, enquanto
demais variaveis sdo mantidas constantes, representa uma quantidade conhecida, denominada

potencial quimico. Nota-se portanto que o potencial de forca média Wy (R,) de cada ligante



individual i esta relacionado ao potencial quimico @t do ligante em qualquer posicdo R, do
banho, segundo:

e VxR _o=pi (11)
O conceito apresentado na equacao (11) implica que a integral no volume do banho na equacao (8)

pode ser substituida conforme abaixo:

f d Rne*['}WX(R")_ J' d R dR e*[ﬁ[W(R])+...+W(Rs)]
- 1;0- n

Vbunho ( 1 2)

= Vganho eiﬁ "

\%

banho

Em condigdes diluidas, como é assumido para este sistema, os ligantes do banho estdo
fracamente acoplados e a aproximagdo Wy (R")~ W, (R,)+...+W(R,) é possivel. Na pratica, {t
é calculado via FEP (cf. tépico I1.3.3.1 ), desacoplando reversivelmente o ligante do solvente.

Diferentemente, a resolucao da integral em sitios de ligacdo proteicos geralmente requer a
aplicacdo de um potencial externo que restringe o volume efetivo amostrado pelo ligante, a fim de
garantir uma melhor convergéncia da amostragem. Esse viés é particularmente importante nas fases
finais do desacoplamento do ligante de forma a manté-lo em um estado bem definido e impedir que
este saia do sitio de ligacdo.(Pohorille et al., 2010) E portanto estabelecido um potencial harménico

aplicado apenas ao ligante i no sitio j durante o calculo de FEP:

u*(Ri):% k[R—RP (13)

onde k; é a constante de forca e R, uma coordenada de referéncia, definida como a posigdo de

equilibrio do ligante no sitio. Naturalmente, torna-se necessario desenvolver uma estratégia para

garantir a convergéncia do calculo de energia livre, sem no entanto enviesar o resultado pelo

W (R" ~ .
BWx(K) (ndo enviesado) em

potencial harmonico aplicado. Com esse intuito, é proposto calcular e
funcdo do quantidade medida na presenca do potencial harmonico (enviesado) fazendo a seguinte

operacao:



[dR™ .. [ dR"e ™" )=

AR 3V
[dr d[R (r)-R)...J dr o[R(r)-R] [ dr¥="[drM-Ne PUslr)
:f dRrR" f dR™ ' | v _—
ov, oV, [dr (R, (r)-R)...[ dr,d0[R,(r,)-R] [ dr™ " [ dr Ve PV
vbanha
X (14)
Far [ artoof apsne "R
14

banho

fdr” f drN_”_]ndrM_Ne_‘ =

Vbanhn

Reorganizando e separando os termos da exponencial do numerador da fragdo a direita, obtém-se:

[ R [ dRbe PR
oV, oV
fdrlé[Ri(rl)—Rl]...fdrné[R;(rn)—Rn] f drN_"fdrM_Ne_BUX(r )
=[dRrR™... [ dR™ Vi
8V, 3V, —B[US (r")+> u"(R,)]
fdrn [ arvorfarve T AT
Vbanho
X
ari0 (M —ﬁiu*(R)
dr' [ eV [ aeM-Ne PUKT, TET
Jar J o
' * ' * N-n mM-n _—BUrY)
fdrlé[Rl(rl)—Rl]...fdrn6[Rn(rn)—Rn] f dr fdr e
Vbarlho
que pode ser simplificado em:
[ dR" . [ dRe PR
v, 8V
fdrlé[R;(rl)—Rl]...fdrné[R,;(rn)—Rn] f dr? "fd M- U
=[drR"... [ dR™ Toue
v, v, —BlUR(r")+ > u'(R,)]
fdr” f drN_”fdrM_Ne = (15)
Vbuhn
X

f drle_ﬁu*(Rl) fdr e_Bu*(R”)

Aplicando a transformacdo do sistema de coordenadas em (r") para (R",Q",I"), onde os centros
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de massa sdo denotados por R", orientacdes Q" e graus de liberdade internos I" dos n ligantes,
leva a equacdo (16), (Roux et al., 1996). E importante observar que, neste caso, o jacobiano da
transformacdo ndo depende dos R" graus de liberdade e portanto permite que Q" e I" sejam

cancelados.

dR"... | dR"e ™=
Jar .. ] arve
T35 %

Bk,

i=1

J'drlé[R,l(rl)_Rl]J‘drné[R;,(rn)—Rn] J4 drN—nJ'drM_Ne_BUX(rM) (16)
d Rnl o anS V banko n
6"[1 E;& n N-n oy B+ 2 u ()]
J‘dr f dr fdl" e j=1
Vhanha

O produtorio corresponde assim ao volume efetivo amostrado pelo ligante i, centrado na sua
posicdo de equilibrio R, no sitio, e ‘W}(n) ao potencial de forca média, ambos calculados na

presenca do potencial harmonico:

n n 3 _ *(n
[ ar" .. [ arse I [[] (2E )2yt 17)
N oV ic1 Pk;

Finalmente, substituindo as expressdes (12) e (17) na equacao (8), a constante de equilibrio

de ligacdo é escrita como mostrado na equagdo (18) abaixo. Considera-se ainda que, no limite

termodindmico onde N>n, LNN "
(N—n)!
N" oo B —pwy(n)
Ky(ng,..,n)=—x——]| (—;:)2] T
Myoee Mgt iz L Vbanhoe

1 - 27 3 B[‘W* (n)—ni]

_ 271, F x\y—nu
KX(nls"',n5>_nl!...ns![];!:(f)kl) ]e (18)

1.4.3. Densidade de probabilidade dos estados ligados

O formalismo apresentado permite que a probabilidade de um estado qualquer
px(n,,...,n;) (Equacdo 19), seja obtida pela combinagdo de simulac¢es de dindmica molecular e
calculos de energia livre ao tempo que supera as barreiras de amostragem e custo computacional

impostas pelas equacoes (3) e (5).

11



Fj(nl+...+n5)KX(nl,,..ns)

Ny,...,Ng )= " +...+n’
px( 1 ) Z §(n1... S)Kx(nlli"'n,s) (19)

) '
n',..., n',

A condigdo de normalizagdo da equagdo acima, (n';,...,n',) abrange desde o estado de ocupancia
zero 04(0,,...,0,) até ocupancia méxima acessivel aquela conformagdo, O(n]",..,nI'). O
conhecimento de py(n,,...,n,) permite o calculo do valor esperado ou média termodindmica de
uma propriedade qualquer do sistema, mapeada ao estado Oy(n',,...,n’;) . Nesse caso, a média de

uma propriedade A (nl,. ..,n,) passa a ser determinada por:

(W)= 3 A plnn’) @0)
Por exemplo, o numero médio de ligantes, no equilibrio, pode ser calculado como:
M= 3 gl ey

E importante apontar ainda que a equacdo 19 para probabilidade dos estados depende da
concentracdo do ligante no banho, tornando-a uma importante equagdo para o estudo de efeitos de

concentragdo na interacdo ligante-receptor (cf. 11.5.1.4).

I.4.4. Marginalizacao das probabilidades

Conhecer as densidades de probabilidade dos estados marginalizadas em termos da

probabilidade de n; moléculas estarem ligadas ao sitio j, px(n j), auxilia na compreensao do
amplo espago de dados gerado por py(n,...,n,), bem como no exame da importancia relativa de

cada sitio. Com esse intuito, define-se py(n;) como:
pX(nj): Z 6n‘,np(n1',...,ns') (22)

Seguindo o mesmo raciocinio, é possivel ainda integrar as densidades de probabilidade a fim
de obter a probabilidade de n ligantes estarem associados ao canal, independentemente do sitio em

que se encontrem:
J— r r
p,(n)= > 6n,’np(n1 yees') (23)
nl’,...,ns’
Em ambos casos, o somatorio percorre todas as as configuragOes acessiveis Oy, e ha

incremento da probabilidade exclusivamente quando a condicdo imposta pela fungdo delta de

Kronecker (9, , ) é satisfeita, definindo assim os macroestados Oy(n;) e O(n).

12



1.4.5. Densidade de probabilidade posicao-dependente

A probabilidade do estado py(n,,...,n,) pode ser mapeada na densidade de probabilidade
espacial py(R) de um ligante qualquer i estar na coordenada R, independente da posi¢do dos

demais N—1 ligantes. Assim, p,(R) é dada por:

fdr R]...fderdrM_Ne_BU"(rM) (24)

PIR)= f dr e_BU

onde R,(r,) é a posicdo instantdnea do centro geométrico do ligante i=1 e N no numerador
reflete as configuracoes indistinguiveis, dado ligantes idénticos.
Em consequéncia da consideracdao inicial de que o banho é homogéneo com densidade
constante, i.e. posicdo-independente, a probabilidade py (R) pode ser simplificada, tal que:
J
p¥(R), V REJV;
p, V R € banho

para cada sitio j=1,...,s presente na conformacdo X da proteina. Assim, a determinacao de

px(R)= (25)

px(R) sereduz a determinago da densidade no sitio, p%(R) :

Z px(n;)xp(Rln;) (26)

onde, pX(R|nj) € a densidade local no sitio j na situagdo em que n; moléculas estdo ligadas,

satisfazendo a condicao f dR p,(R|n j):n i-E px(n j) é a probabilidade de o sitio estar ocupado
5V,

por exatamente n; ligantes (cf. equagdo 22).

Dessa forma, a equacdo (26) estabelece uma relacdo formal entre as densidades de
probabilidade estado e posicio dependentes do sistema, uma vez que py(n j) esta
fundamentalmente relacionada as constantes de equilibrio K(n,,...,n;) que satisfazem a
condigdo py(n;).

As densidades calculadas a partir da equacao (26) também podem ser marginalizadas para

obter uma projecdo espacial ao longo da dire¢do transmembranica z, py(z) .

px(z)=pxA(z +pr 27)

Tal que A(z)=AxAy corresponde a drea total da regido do banho para uma posigéo especifica do

eixo z.
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1.4.6. Variacao de energia livre padrao
A variagio de energia livre padrio AG  associada a formacdo do estado Oo(n, ...,n;)
(equacdo 28) pode ser compreendida como a energia de ligacdo de n moléculas ao receptor, a

1
1660 A%

partir de um estado de referéncia na concentracao padrao C =1 M= Define-se assim

AG’ em funcdo da constante de ligacio K (n,,...,n,) como mostrado a seguir:
AG (ny,...,n)=—p 'In[K(n,,...,n,)x(C")"] (28)
Substituindo a equagdo (18) pra K(n,,...,n,), temos uma expressdo para a variagdo de energia

livre padrao:

AG (n,...,n)=[w (n)-ni]-p ' In |

1
”1!"'”5!] (29)

que pode ser separada em trés componentes.
i) [w"(n)—nu]: potencial de forca média associado a transferéncia dos ligantes da fase gasosa
para os sitios de ligacdo (sob a influéncia de restricdes de posicdo via potenciais harménicos)

menos o0 excesso de potencial quimico — resultando no PMF da transferéncia banho — sitio;

e 2m

Nw

i) —p~'In : a variacdo de energia quando os ligantes na fase gasosa, antes restritos,

podem ocupar o volume (C’)";

o o 1
iii) Blnin, 7

17!

a contribuicdo das possiveis maneiras que os N ligantes idénticos podem

se combinar para formar o estado O(n, ...,n,) .
Sob a premissa de que os multiplos sitios de ligacdo analisados sdo independentes, é

possivel ainda simplificar o potencial de forca média associado ao estado O(nl,...,ns) com n
moléculas ligadas, %" (n), de acordo com a aproximaczo:
W (n)=w"(n,,...,n)~W (n )J+..+W" (n) (30)

A aproximacdo da equacgao 30 garante que a constante de ligacdo para o estado O(nl, ey T1y)

possa ser calculada como o produto de constantes de ligacdo independentes, conforme equacao
(31).
K(ny,...,n)=K(n;,0,...,0,)X...X K(0y,...,0,_;,n,) (31)

Onde cada equacao

14



n, 3
1 27\ —B[W (ny)—n, ]
K(ny,0,...,0)=—[[ ] (X)2]e """

nl! i=1 B—kl
(..) (32)
n 3
1 71 ,2m\5, —Blw (n)—nu]
K(0.,...,0_ ,n )=— =—1)?]e s
( 1 s—1 ) ns![izl(ﬁki) ]

representa a constante de ligagdo de n; moléculas em cada um dos j sitios do receptor. Para cada
constante de ligacdo na eq. (32), ha exclusivamente n; ligantes no sitio j, enquanto demais sitios
mantém-se vazios. Em termos praticos, a formulacdo das equagdes (29) e (31) é essencial, pois
permite que essas quantidades sejam obtidas a partir de uma série de calculos independentes das

energias livres de ligacdo a cada sitio (cf. topico 11.5.1.2).

I.4.7. Constante de Equilibrio dependente de Voltagem K(V)

A fim de investigar a dependéncia conformacional na interacdo de ligantes alostéricos a
receptores proteicos, € preciso considerar a equacgao (19) no contexto do equilibrio conformacional
da proteina. Este capitulo trata do desenvolvimento tedrico necessario a investigacao de proteinas
que mudam de conformacdo em funcao de diferencas de voltagem. Particularmente, este é aplicado
a canais i6nicos dependentes de voltagem (CIDV), objeto de estudo da parte II da tese. Assim, foi
considerado aqui o equilibrio entre duas conformagdes, X={F,A}, fechado e aberto, de um

CIDV submetidos a diferencas de potencial transmembranico TM (Figura 3).

F A
K(V)

—_
N

Figura 3. Equilibrio conformacional dependente de voltagem. Ilustra¢do de uma proteina que muda da
conformacgdo fechada (F) para a aberta (A) em fungdo da voltagem transmembrdnica, de cordo com a

constante de equilibrio K(V).

Seja portanto um sistema semelhante ao apresentado anteriormente (cf. 1.4.1. Consideracdes
Iniciais e Pressupostos). Agora, no entanto, o receptor é um canal idnico dependente de voltagem,

com imposicdo de voltagem V , induzida pela assimetria de eletrélitos entre as duas faces da

. P . . N s M-P .
membrana. Seja r° os graus de liberdade associados a proteina, e r os demais graus de

liberdade do sistema. A energia potencial total do sistema é dada por:

Ux(r')=Ux(rf)+ U (X" ")+ U (r" 7" F) (33)
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p M-P P _M-P ~ . .. ,
onde Uy(r’), Uy(r"™") e Uy(r’,r" ") sdo respectivamente a energia interna da proteina, do
ambiente e a energia de interacdo de ambos. A energia livre associada a proteina E,(V) na
~ P . ~ . P . s
conformagio X=X(r"), em uma configuragio fixa r’, representa a energia potencial

microscopica do receptor proteico e seu acoplamento com o ambiente. Como o receptor esta

restrito a uma conformacao especifica, podemos estabelecer:

o PEV) 1 - fdrM P =BlU(r)+U (1" ")+ U (7))

f dr P e PUIl (34)

A energia livre da proteina E,(V) em uma conformacdo especifica, submetida a um
potencial de membrana V é composta por dois termos: um termo quimico, independente de
voltagem, e um relacionado ao excesso de energia livre dado o potencial eletrostatico TM (equagao
35).

Ey(V)=Ex(V=0)+QxV (35)

Aqui E,(V=0) é a energia quimica e Q, ¢ a carga efetiva da proteina, que pode ser entendida
como a quantidade de gating charges (cf. 11.1.3.1) associada a conformacdo X . Nesse contexto, a

menos de uma constante arbitraria, a energia livre da proteina
e—BEx(V)OCJ" drpé[X .(rP)_X]e—|5[U(rP)+Q(rP)V} (36)

pode ser escrita em termos de uma energia potencial efetiva, U(r’)+Q(r")V, quando esta é
submetida a um potencial V e apresenta carga Q.
As equagdes (34) e (36) permitem escrever a probabilidade da conformacao X a partir da
funcao de particao de todas as conformacdes acessiveis a proteina:
o PEx(V)
f qrP o PU+arV] (37)

Simplificando o sistema para um modelo de dois estados, como sugerido pelo conjunto de

conformagoes X={F,A}, o equilibrio entre conformacées da proteina passa a ser ilustrado pela

reacao dependente de voltagem F S A e adensidade de probabilidades do estado A é reduzida a:

e*ﬁEA(V)

pa(V)= o PEV], PEV] (38)

+e

—BE,(

Tal que e é definido pela equacdo (34).
Ao estabelecer o excesso de energia livre da proteina em decorréncia da aplicagdo de

voltagem (equacao 39),
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BAE(V) _

e ,(rP)_X]efﬁ[U(r"HQ(rp)V]

’ (39)

fdrp —BU(r fdr

podemos reescrever a densidade de probabilidades do estado A em termos das energias quimicas
conformacdo-dependentes, E.(V=0) e E,(V=0), e de seus respectivos excessos de energia
livie AER(V) e AE,(V):

e—mEA(v:O)wEA(V)]

Pa\V)=—=mv=on —ETv=ols 40
A( ) e BlE(V=0) AEF(V)]+ e B[E,(V=0)+AE,(V)] ( )

Aqui, os termos independentes de voltagem correspondem a energia potencial microscépica do
receptor proteico, bem como suas energia de solvatagdo polar e apolar no ambiente. Em
contrapartida, as contribuicoes voltagem-dependentes sdao proporcionais a voltagem e a carga
liquida efetiva da proteina em cada estado conformacional.

Conhecidas algumas caracteristicas de canais idnicos dependentes de voltagem, é desejavel
obter uma simplificacdo da equagao (40). Para tanto, define-se a razdo entre as probabilidades dos

estados conformacionais F e A :

PalV) _ —ple,(v=01-E,(v=0)] o PVIQ—Q,)

0 (V) € “1)

onde Q.—Q,=AQ ¢ a diferenca de gating charges que resulta da mudanca de conformacao da

proteina. Considere agora uma voltagem especifica, na qual metade dos canais estdo na
conformacao F e metade estdo na A . Essa diferenca de potencial, caracteristica da proteina, é

denominada V,, . Segue que:

pA(Vllz)
pF(V1/2)

=1 (42)
Resolvendo a equagdo 41 na condigdo em que V=V, :

AE(V=0)=E(V=0)—E,(V=0)=—V,,AQ (43)
Assim, a constante de equilibrio independente de voltagem é escrita na forma:

K(V=0)=e PAEV=0) = PVinaQ (44)

Dado que

AEA(V)_AEF<V):V<QA>_V<QF>

=VAQ (45)

Substituindo as igualdades encontradas nas equacdes 43 e 45 na definicdo da probabilidade da

conformagdo aberta, A , dada pela equagdo 40, p,(V) é simplificada a:
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_ 1
palV)= 1+e'PAelViV] (46)
que é a equacdo de Boltzmann de dois estados, comumente utilizada na descricao de curvas de
condutancia por voltagem de CIDVs. Segue portanto que a constante de equilibrio entre as
conformacoes, em funcao da voltagem, é dada por:

_pA(V)
_pF(V)

K(V) e PAQV V] 47)

1.4.8. Impacto Funcional: Efeito do Ligante em K(V)

Para avaliar o impacto da modulacao alostérica no equilibrio entre conformacdes A e F,
descrito em [.4.7. , propde-se agora combinar as equacdes (19) e (46), que determinam
respectivamente a probabilidade de um estado ligado dada uma conformacdao X do receptor,

px(n,,...,n,), e probabilidade da conformacdo aberta de um canal i6nico dependente de voltagem,

pa(V) . (Figura 4)

L+F © © L+A © @
o
O O K(V) © O
o) —_—
o @ o @
o o o o o o

Ke(ng, ...,Ng) WL WL Ka(ny, ...,Ng)

LF © LA © ©
O N
—
o) e o
© o o © ©

Figura 4. Desafio da modulagdo alostérica. A modulagdo pode ocorrer pela interagdo de ligantes em
multiplos sitios, com multiplas ocupdncias, além de dependéncia conformacional. L + F: ligante (amarelo)
e proteina (azul) na conformagdo fechada F, dissociados. LF: Ligante em sitios acessiveis a conformagdo
F da proteina. Idem para conformagdo aberta A. Aqui, n ligantes interagem com afinidade diferencial com

as conformagdes F e A para modular o equilibrio K(n,V).

Uma andlise de ciclo termodindmico considerando todos os estados conformacionais da
proteina ligados e ndo ligados a molécula moduladora é empregada. Nessa situacdo, a densidade de

probabilidades das conformacdes acessiveis a proteina passam a ser escritas como:
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pe(V)= 20 pp(n'nein’, V) (48)

pA(V>: Z , pA(n'l""’n’s’V) (49)

Relembrando a definigdo de K(n,,...,n,) mostrada na equacdo 1, é possivel reescrever as
densidades de probabilidade em fun¢do do estado de referéncia desocupado, pg(0,,...,0,,V),

segundo:
pF(rIl: wey N, V) = KF(nl PREXE) ns:V) ’ 6" ) pF(OD !OS’V) (50)
Dessa forma, a probabilidade da conformacdao A passa a ser:

_ pA(V)
PV )=V e pa V)

(51)
K(V)Zz,(n,...,n,,)

Zg(n,..,n)+K(V) Z,(n,...,n,)

Onde as funcdes de particdo sao definidas considerando o conjunto completo de possiveis estados

ligados em cada conformacdo F e A do receptor, de acordo com:

Z.(n,,...,n,)= Z | ot K (n'y,..,n")
e (52)

(n'+..+n")

TKa(n'y,...,n')

e

ZA(nli"'ﬁns)= Z f)

ny,..., n'
A probabilidade da conformacdao A, a uma dada concentracdo do ligante, é entdo escrita como
uma equacao de Boltzmann de dois estados repesada pela razao entre as funcdes de particao

Zg(n,,...,n,) e Z,(n,,...,n,) das duas conformagdes:

1

p, (V)= Z 0
1+ F
Z

**

ng,....n) o BAQLY V] (53)
Alng,.,n)

Consequentemente, a exponencial da variacdio de energia livre associada a mudanga

conformacional e a ligacao de moléculas moduladoras é:

N

Zg(ng,...,

+BAAG n
o) (54)
S

ligagdo — i

b
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I.4.9. Consideracoes gerais e discussao

O arcabougo teorico aqui apresentado visa contribuir uma descricdo atomistica estrutural da
ligacdo de pequenas moléculas a proteinas de membrana e foi recentemente comunicado nas
referéncias (Stock et al., 2017, 2018) — também disponiveis nos Anexos I e II. Diferentemente de
reacoes do tipo enzima-substrato, em que geralmente ligantes interage com um sitio ativo, a
modulacdo de proteinas de membrana pode apresentar multiplos sitios de ligacdo, e cada um desses
pode ser ocupado por um ou mais ligantes. Outro aspecto pouco considerado em estudos
computacionais, mas contemplado nas equacoes apresentadas, se refere aos efeitos da concentracao
do ligante no solvente.

Diante disso, as perspectivas da aplicacdao desse estudo sdo amplas. As equacoes desenhadas
até o topico 1.4.6. sdo gerais e podem ser aplicadas a diferentes sistemas proteina-ligante. As
distribuicoes locais dos ligantes podem ser obtidas no contexto de metodologias atualmente
acessiveis como docking molecular e simulacdes de flooding. Ademais, espera-se futuramente
expandir e generalizar as equacOes dependentes de voltagem para outros conjugados
termodinamicos (e.g.: rea superficial e pressdo).

Como exemplo, e com vistas a generalidade da teoria, é interessante expandir o arcabouco
proposto para mais estados conformacionais. Particularmente no caso de canais ionicos, a inclusao
de um estado inativado pode ajudar a compreender a complexa modulacdao dessas proteinas por
anestésicos gerais (cf. I1.1.4 e IV.3). Assim, expandimos o formalismo a fim de considerar trés
estados conformacionais, X, Y e I, ou fechado, aberto e inativo (aberto-ndo condutor),
respectivamente. A figura 5 ilustra o novo ciclo termodinamico tratado. Define-se agora K;(V)
como a constante de equilibrio dependente de voltagem entre os estados fechado e aberto, e K, a
constante de equilibrio que rege a entrada do canal no estado inativado. Apesar da representacao
simplificada da figura, as equacdes sdo gerais e capazes de considerar multiplos sitios e multiplas
ocupancias para os trés estados (vide abaixo).

O sistema de referéncia, no qual ndo ha ligantes interagindo com a proteina e todos os

ligantes se encontram no banho, apresenta a seguinte densidade de probabilidades:

PAl0)
pF(0)+pA(0)+pI(0)

PalV)=
(55)
_ K,(V)pg(0)
pp(0)+K (V)pg(0)+K, (V)K, p,(0)

que simplifica em:
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K,(V)
1+K,(V)+K,(V)K,

palV)= (56)

A densidade de probabilidades de determinada conformacado, considerando-se inicialmente
ocupancia simples dos sitios é entdao dada por:

Pal0)+p,(1)
Pr(0)+pp(1)+p,(0)+p,(1)+p,(0)+p, (1)

(57)
K, (V)pg(0)+pK,(V) K (1) pg(0)
Pr(0)+ PK(1)pp(0) + K (V) + pK,(V)K,(1)pg(0) + K (V) K,pg(0) + PK (1)K, K,(V)pg(0)

O mesmo procedimento pode ser empregado para n ligantes em s sitios, e é generalizado segundo a

equacao abaixo:

Zg(ng,..,n)+ K, (V)Z,(n,,. )+ K, (V)K,Z,( ,n)
B 1 (58)
l+e +BAQ(V,,~V) F(nl’ ’”s) + K, Zl(nl’ ’”s)
Z,(n,,...,n) Z,(n.,...,n)
K1(V) K2

L+ X = L+Y = L+I

K(1, X)/IL K(1, Y)/IL K(1, I)1I/

L+X* ==L+Y* == L+T1"

Figura 5. Ciclo termodindmico considerando trés estados conformacionais. O equilibrio conformacional
do canal iénico é ditado pelas constantes de equilibrio K;(V) e K. A ligagdo de sevoflurano em uma dada
conformacgdo, aqui indicada pelo simbolo #, é capaz de modular esse equilibrio, favorecendo um ou outro
estado do CI. Por simplicidade, a figura ilustra apenas as constantes de ligagcdo referentes a ocupancia

simples de um sitio, para cada uma das conformagdes consideradas, i.e.: K(1,X), K(1,Y) e K(1,I).
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Deve ser notado no entanto que o estudo se utiliza da premissa de sitios de ligacdo
independentes. Para muitos casos, incluindo o exemplo apresentado em seguida, a aproximagao
pode ser empregada, em vista da distancia entre os sitios de ligacdao. Naturalmente porém, em
situacOes sistema-especifico (e.g. sitios muito préximos) essa pode ser uma aproximacao severa e
pouco representativa. Apesar disso, o arcabouco tedrico pode ser interpretado ainda como uma
primeira aproximacdo de constantes de ligacdo mais complexas.

Para além do avanco metodoldgico, o presente estudo aporta uma visao estrutural, posto que
simplificada como discutido acima, para interpretacdo e desenho de experimentos, particularmente
em investigacoes de dose-resposta. Tal contribuicdo se torna mais clara com a ilustracao
apresentada na parte II, a seguir, onde a teoria é aplicada ao estudo de canais i6nicos e anestésicos

gerais.
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I PARTE 2: Modulacao direta de canais

iOnicos neuronais por anestésicos gerais
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[1.1 INTRODUCAO

I1.1.1 Potencial elétrico transmembranico

Células sao delimitadas por membranas lipidicas, que compdem uma barreira seletiva entre
os compartimentos intra e extracelulares. Devido a sua natureza fundamentalmente apolar,
particulas carregadas, como ions, sdo impedidas de atravessar livremente a membrana plasmatica,
mas sim tém seu transporte auxiliado por proteinas integrais de membrana (i.e. canais idnicos e
proteinas transportadoras).(Cole, 1972) De fato, ions Na*, K*,Ca®>" e Cl  estdo distribuidos de forma
assimétrica entre os volumes intra e extracelulares (conforme ilustrado na tabela 1), produzindo
uma diferenca de potencial eletroquimico através da membrana celular. Particularmente em células
excitaveis, essa diferenca de potencial é empregada na geracdo e propagacao de informagdes

eletroquimicas, na forma de inversdes transientes da polaridade da membrana.

Tabela 1. Estimativa da concentracdo (em mM) de ions livres em células humanas

musculares esqueléticas e neurénios.(Hille, 1992)

Célula Muscular Neuronio

Extracelular Intracelular Extracelular Intracelular

Em uma situacdo de equilibrio, considerando apenas uma espécie idnica, define-se o
potencial de Nernst, potencial de equilibrio ou potencial reverso como o potencial elétrico
transmembranico no qual ndo ha fluxo liquido de determinado ion entre compartimentos. Assim, a
equacdo de Nernst relaciona a voltagem transmembranica com a diferenga de concentracao de uma

espécie ionica dentro e fora da célula conforme a equagao 59:

RT lion ]extra
V. =——— In(————
o zF n Lion];rq ) (55)

Tal que R é a constante dos gases, T é a temperatura em Kelvin, z é a valéncia do ion, F a

constante de Faraday, e [ion], ., e [ion],,, sdo as concentragdes de um determinado ion dentro e

intra extra

fora da célula, respectivamente. Por exemplo, resolvendo a equagdo 59 para as concentragdes
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reportadas na tabela 1, o potencial de equilibrio de K*, V, , é da ordem de —83mV em células

neuronais, e —91mV em células musculares esqueléticas.

Oportunamente, nota-se que o potencial de reverso de uma célula, ou potencial de repouso,
(V, ) é determinado pela contribuicdo dos diversos ions presentes nos meios intra e extracelulares,
em contraposicao ao potencial reverso de um tnico ion. O potencial de repouso da célula depende
ainda da permeabilidade da membrana a cada espécie ionica, P,,. (Cole, 1972) A equagdo de
Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) é uma generalizacdao da equacao de Nernst (59), segundo a qual
V.. € dado por:

N M
RT Z P extra Z 1 mtra
Vo= I AZ (60)
Z p C1 mtra ; extra

Onde P é a permeabilidade da membrana a cada uma das N espécies de cations Ci no sistema
e P, ,apermeabilidade aos anions.

Para células neuronais, o potencial de repouso é de aproximadamente —70mV , valor
proximo ao V nessas células. Diferentemente, o potencial reverso de V,, é aproximadamente
+60mV . Assim, quando a membrana se torna permeavel a ions Na® (em funcdo da abertura
temporaria de canais ionicos seletivos a sddio, cf. 11.1.2), o potencial da célula tende ao valor de
V. » se tornando mais positivo que o potencial de repouso — nessa situacao, a membrana €é dita
despolarizada. De forma equivalente, quando ions K" podem transitar entre os compartimentos, o
potencial da célula tende a valores mais negativos, e esta é denominada hiperpolarizada. Para além
desses exemplos especificos, convenciona-se identificar membranas como hiper- ou despolarizadas

quando seu potencial V satisfaz V>V ,ou V<V respectivamente.

11.1.2 Canais Ionicos

Canais ionicos (CIs) sdo proteinas transmembranicas (TM) que delimitam poros hidratados,
conectando meios intra e extracelulares. Esses poros estao amplamente distribuidos nas células e
organismos e permitem a difusdo de ions de um lado a outro da membrana celular, a favor de um
gradiente eletroquimico. O transporte de ions através de compartimentos celulares é, por sua vez,
fundamental a diversos processos bioldgicos como transducdo de sinais, controle da pressao

osmotica e contracdo muscular. Em células excitaveis, os CIs constituem a maquinaria molecular
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responsavel pela producdo e propagacdo de impulsos nervosos, na forma de potenciais de agdo.
(Hille, 1992) Potenciais de acdo sdo sinais elétricos capazes de transmitir informacdes, e sdo
caracterizados pela despolarizacdao passageira seguida pela repolarizacdao da membrana celular. Cls
sdo, em maioria, altamente seletivos a um ion especifico. Essa caracteristica é utilizada para
classifica-los em canais de potassio, sodio, calcio ou cloreto, de acordo com o ion selecionado.
(Hodgkin and Huxley, 1952; Alberts et al., 2002)

O estudo de canais iOnicos resultou em grandes avancos nas ultimas décadas. Até os anos
1970, era desconhecida a existéncia de proteinas transmembranicas que auxiliam a passagem de
ions de um lado a outro de membranas celulares.(Katz and Miledi, 1970) Ja em meados de 1980, o
desenvolvimento de metodologias de biologia molecular permitiram a clonagem e sequenciamento
dessas estruturas.(Noda et al., 1984; Tempel et al., 1987) Finalmente, aproximadamente uma
década depois, foi possivel cristalizar o primeiro canal i6nico, um CI bacteriano de Streptomyces
lividans seletivo a K* (KcsA).(Doyle et al., 1998) Desde entdo, diversas outras estruturas de Cls
foram resolvidas.(Brohawn et al., 2012; Jiang et al., 2002, 2003; Kuo et al., 2003; Long et al.,
2005a, 2007; McCusker et al., 2012; Miller and Long, 2012; Payandeh et al., 2011, 2012; Shaya et
al.,, 2013; Zhang et al.,, 2012) A elucidacdo da estrutura tridimensional dessas proteinas é
fundamental a uma melhor compreensdo da relagdo entre sua estrutura e funcdo, tanto em situagoes
normais, quanto em patologias.(Delemotte et al., 2010)

Experimentos, juntamente com as estruturas tridimensionais de diferentes Cls disponiveis
permitiram identificar que essas proteinas apresentam uma estrutura geral conservada (Figura 6).
Como regra, ClIs sdo compostos por quatro subunidades, homoélogas ou ndo, que se arranjam de
forma a delimitar um poro transmembranico através do qual ocorre a permeacdo de ions. Variagdes
a essa estrutura comum incluem canais formados por dimeros de dimeros (que simulam quatro
unidades estruturais repetitivas ou protomeros, e.g.: canais de potéassio da familia K2P), e aqueles
compostos por quatro repetices em uma unica cadeia polipeptidica (e.g.: canais de sédio
dependentes de voltagem de mamiferos). Assim, cada subunidade, ou repeticdo, é composta por
duas alfa-hélices transmembranicas, os segmentos externos (SE) e internos (SI). Unindo os
segmentos, encontra-se uma hélice curta denominada hélice do poro e um segmento distendido,
chamado filtro de seletividade (FS). O FS, como o nome sugere, é o responsavel pela seletividade
dos ClIs. A cavidade central dos canais localiza-se abaixo do filtro de seletividade. Essa cavidade é
a regido mais ampla do caminho de permeacdo, delineada por residuos de aminoacido
essencialmente apolares. Proximo a face intracelular, hd uma regido especializada da cavidade
central, chamada portdo ou gate hidrofébico. Essa regido apresenta residuos hidrofébicos e sua

abertura ou constricdo compde um importante mecanismo de controle da conducdao de CIs (cf.
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I1.1.3.1). Como discutido em maiores detalhes a seguir, o filtro de seletividade e o portao
hidrofébico constituem pecas fundamentais na maquinaria de funcionamento e controle da

atividade de canais ionicos.

. 86 2 *
extra 4 . WO \ 0®0
M ‘ o@o

membrana

lateral inferior

Figura 6. Estrutura geral de canais ionicos. (A) Desenho esquemdtico de uma subunidade de CI. SE:
segmento externo, SI: segmento interno, P: hélice do poro, SF: filtro de seletividade, GH: gate
hidrofébico, C e N indicam as extremidades C e N-terminal da cadeia peptidica. (B) Ilustra¢do do
arranjo tridimensional de duas das quatro subunidades mostradas em A. Note 0s oxigénios
coordenando o ion no interior do FS. (C) Estrutura cristalogrdfica de um canal de K* (Kvl1.2),
mostrando a vista lateral e inferior (lado intracelular). Cada subunidade é colorida diferentemente.

Figura adaptada da dissertagdo de Stock, L.(Stock, 2013)

I1.1.3  Estados Funcionais e Mecanismos Intrinsecos de Modulacao da

Conducao

Condizente com sua intrincada funcao nas células e organismos, Cls apresentam diversas
estratégias para controlar a permeabilidade do poro, e consequentemente a passagem de ions. Esse
controle é feito via mecanismos coletivamente denominados de comporta ou gating. Assim, canais
ionicos podem ser classificados ndo s6 pelo ion que é seletivamente transportado, mas também de
acordo o sinal que regula o processo de gating. Segundo este tultimo critério, CIs podem ser
denominados dependentes de ligantes, de estimulos mecanicos, de voltagem, de pH, de

nucleotideos ciclicos, etc.(Hille, 1992) Ainda, a depender do tipo de regulacdao, o canal pode
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apresentar dominios proteicos especializados na captacao do estimulo. Por exemplo, canais i6nicos
dependentes de voltagem possuem, associado a cada subunidade do poro, um dominio
transmembranico sensivel a voltagem (DSV). Tradicionalmente, considera-se que canais i6nicos
podem apresentar dois gates que controlam a conducdo: um gate interno (gate hidrofébico) e um
gate localizado na porc¢do mais extracelular do canal, no filtro de seletividade.

Dentre as familias de canais ionicos, canais de K" sdo os mais bem estudados e
caracterizados. Isso se da principalmente pois CI seletivos a potassio foram os primeiros a serem
cristalizados, enquanto a primeira estrutura cristalografica de CI de Na* somente foi resolvida em
2011.(Payandeh et al., 2011) Consequentemente, boa parte dos avancos no conhecimento a respeito

de canais idnicos, bem como avancos metodolégicos foram desenvolvidos nesse modelo estrutural.

11.1.3.1 Gate Hidrofébico

A presenca de um gate hidrofébico é reconhecida em diversos canais i6nicos, sugerindo que
essa seja uma caracteristica comum a canais ionicos em geral.(Aryal et al., 2014, 2015; Barber et
al., 2012a; Nury et al., 2010; Payandeh et al., 2012; Sotomayor and Schulten, 2004; Treptow and
Klein, 2010) Apesar da variedade de sinais capazes de regular as diferentes classes de ClIs, ha
evidéncias de que esses estimulos externos sejam comunicados através da estrutura, levando a
abertura ou fechamento da regido do gate hidrofébico.(Amaral et al., 2012; Barber et al., 2012a;
Blunck and Batulan, 2012a; Jensen et al., 2012; Liu et al., 2001; Lolicato et al., 2014; Lu et al.,
2002; Perozo et al., 1999; Thompson et al., 2008)

Como mencionado, essa regido é equipada com residuos hidrofébicos e constitui um
mecanismo intrinseco de controle da condugdo. Na presenca do estimulo que ativa o canal, o gate
se abre e permite a passagem de ions a taxas proximas as apresentadas durante transporte difusivo
de ions.(LeMasurier et al., 2001) Simulacdes computacionais, com duracdo da ordem de 30 ps,
mostram ainda que, quando o estimulo que abre o canal esta presente, o gate pode transitar entre
conformacoes abertas e fechadas, em funcdo da desidratacdo e re-hidratacdo transiente do poro.
(Jensen et al., 2010) Esse resultado é corroborado por observacoes semelhantes feitas em estudos
de eletrofisiologia, utilizando patch-clamp, onde se observa a abertura estocastica dos canais.
(Hamill et al., 1981) Diferentemente, na auséncia do estimulo que ativa a proteina, o poro se
mantém principalmente fechado. Quando constrita, a regidao do gate hidrofobico desidrata o
caminho de permeacao ionica e impGe uma barreira energética significativa a conducao (Figura 7).

(Beckstein et al., 2004; Treptow and Tarek, 2006a)
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Figura 7. Controle da conducdo via gate hidroféobico. (A) Ilustragdo do mecanismo de controle da
passagem de ions (esfera verde) pela constrigcdo e desidratagdo do caminho de permeacdo. FS: Filtro
de seletividade; GH: Gate hidrofébico; Moléculas de dgua sdo representadas por esferas brancas (H)
e vermelhas (O). (B) Perfil de energia livre relativo a condugdo de um ion K+ através do poro de um
canal de potdssio. Esquerda: representacdo do canal, ilustrando a coordenada de reagdo definida
como a posi¢do em Z (eixo axial da proteina) do ion, medida em relagdo ao centro do filtro de
seletividade (Z=0). Direita: Perfil de energia livre referente a passagem do ion através do poro nas
conformagdes fechada (R) e pré-ativada (TA, toward activation), indicando a barreira energética
imposta pela constricdo do gate hidrofébico. Figura 2A adaptada da dissertacdo de Stock, L.(Stock,
2013); Figura 2B adaptada de Treptow, W. e Tarek, M., 2006(Treptow and Tarek, 2006a).

Canais ionicos dependentes de voltagem (CIDV) apresentam quatro subunidades acessorias,
dominios sensiveis a voltagem, capazes de responder a diferencas de potencial eletrostatico através
da membrana. O dominio é composto de quatro hélices transmembranicas denominadas S1 a S4 e,
por consisténcia, as hélices SE e SI que compdem o poro passam a ser indicadas por S5 e S6. Cada
dominio sensivel a voltagem se conecta a hélice S5 do poro por intermédio de um pequeno
segmento de hélice paralelo ao plano da membrana, o linker-S4S5. Esse conector é o responsavel
pelo acoplamento eletromecanico entre os dois dominios.(Blunck and Batulan, 2012b; Jensen et al.,
2012; Long et al., 2005b; Lu et al.,, 2002) . A estrutura tridimensional do CIDV Kvl.2, na

conformacao aberta, pode ser observada na figura 8 abaixo:
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Figura 8. Estrutura do canal iénico dependente de voltagem Kv1.2. O arranjo tridimensional de

Kv1.2 resolvido por difragdo de raio X (Long et al., 2005a), na conformagdo aberta-condutora, é
mostrado acima. Por clareza, apenas duas subunidades ndo-adjacentes foram representadas com
seus respectivos dominios sensiveis a voltagem (DSV). Em azul marinho, petréleo e ciano estdo
respectivamente as hélices S, S2 e S3; vermelho: hélice S4; magenta: linker-S4S5; laranja: hélice

S5; verde: hélice do poro e filtro de seletividade;amarelo: hélice S6.

Brevemente, a hélice S4 apresenta de quatro a seis residuos de aminoacido carregados
positivamente, majoritariamente argininas (Figura 9A). Quando na presenca de um campo elétrico,
esses residuos carregados, denominados gating charges, sofrem transicdes conformacionais
sequenciais, transferindo cargas através do dielétrico. Durante esse processo altamente dependente
de voltagem, sdo transportadas aproximadamente 4 cargas elementares por subunidade. Em
seguida, ha uma transicdo final pouco dependente de voltagem em que as quatro hélices S4 movem
de forma cooperativa e permitem a abertura do gate hidrofébico, e portanto a condugao (Figura
9B).(Stock et al., 2013; Vargas et al., 2012)

Experimentalmente, uma medida importante na caracterizacao da ativacao de CIDVs é a
condutancia (G) em funcdo da diferenca de voltagem (V). A condutancia por sua vez se relaciona a

probabilidade de abertura dos canais segundo:

G(V)=N-Py(V) y (61)
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Onde N é o niimero de canais funcionais expressos na membrana utilizada na medida, P,(V) é a

probabilidade de abertura do canal dependente de voltagem e 7y € a corrente unitaria. A
condutancia maxima de um CIDV é uma quantidade independente de voltagem, correspondente a

condutancia do canal quando sua probabilidade de abertura é maxima P, :
Gmax:N'PO max y (62)

Para a maioria dos CIDV, a despolarizacdao da célula leva a um aumento da condutancia,

correspondente a ativacdo dos DSV e subsequente abertura dos canais (Figura 9C).
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Figura 9. Funcionamento de Canais Ionicos Dependentes de Voltagem. (A) Estrutura de um dominio
sensivel a voltagem. Hélices S1 a S4 sdo indicadas na figura. Quatro residuos de arginina carregados
positivamente, responsdveis pela sensibilidade a diferengas de potencial, sdo representados em azul.
(B) Esquema ilustrando o acoplamento entre a ativa¢do do DSV e a abertura do poro. Abaixo
(quadro) destaca-se a etapa dependente de voltagem; acima, a transicdo cooperativa entre as
subunidades que leva a abertura do poro. (C) Curva idealizada de condutdncia pela voltagem,

indicando o aumento do fluxo de ions em fun¢do da despolarizagdo da membrana.
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11.1.3.2 Filtro de Seletividade

Filtros de seletividade sdo estruturas centrais no funcionamento de Cls, pois tém a
capacidade de distinguir entre espécies idnicas extremamente semelhantes, sem no entanto limitar o
transporte do ion adequado. Estudos a respeito dos mecanismos de conducdo em diferentes canais
idnicos mostram que, ao atravessar o filtro, os ions sdo ao menos parcialmente desidratados.(Doyle
et al., 1998; Jensen et al., 2010; Kopfer et al., 2014; Stock et al., 2013) Nesse contexto, observa-se
que o filtro de seletividade é uma estrutura cuidadosamente selecionada para permitir a condugao
eficiente de um tipo de ion e impedir a passagem dos demais. Em outras palavras, o custo
energético relativo a desidratacdio de um ion especifico deve ser contrabalanceada pelas

caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e dinamicas dos residuos que compdem o FS,

culminando em altas taxas de conducéo (da ordem de 1x10° fons por segundo, para canais de Na*
e K").(LeMasurier et al., 2001) Como seria intuitivo supor, ao analisar as estruturas de ClIs
disponiveis, é possivel observar que os FS de canais seletivos a uma mesma espécie i0Onica
apresentam sequéncia de aminoacidos altamente conservada.(Doyle et al., 1998) Em contrapartida,
filtros seletivos a ions diferentes divergem ndo somente em suas sequéncias, mas também em seus

arranjos estruturais tridimensionais (Figura 10).

Figura 10. Filtros de seletividade de canais ionicos. Da esquerda para a direita: Filtros de
seletividade de canais de potdssio, sédio e cdlcio. Observe o ambiente estreito que for¢a o
posicionamento alinhado dos ions no FS do canal de K*, em contraposicdo com o filtro mais amplo e
hidratado do FS de Na'. Filtro do canal de Ca"" é mostrado como resolvido pela cristalizagdo e
difragdo de raio X.(Tang et al., 2013) A sequéncia de aminodcidos caracteristica de cada um dos FS é
mostrada a esquerda de cada estrutura.

E interessante observar ainda que mesmo CIs seletivos a uma mesma espécie idnica podem
apresentar diferencas em suas taxas de conducao e seletividade. Esse fato, apesar de surpreendente
ao considerar que o0s canais apresentam uma sequéncia-assinatura no FS, é funcionalmente
justificado dada a variedade de localizages e funcdes assumidas por essas proteinas. No intuito de

esclarecer essa questdo, estudos experimentais de mutagénese e simulacoes atomisticas associadas
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a calculos de energia livre foram realizados e sugerem que pequenas alteracoes na estrutura do FS
ou em regides proximas podem ter consequéncias significativas nas taxas de conducdo e
seletividade do CI.(Cordero-Morales et al., 2007; Heinemann et al., 1992; Treptow and Tarek,
2006b; Yue et al., 2002) Tais resultados evidenciam a complexidade dos mecanismos de modulacao
da conducao e o fino ajuste do funcionamento de ClIs as demandas do organismo.

Além de sua funcgao seletiva, o FS é também responsavel por outro mecanismo de controle
da condugdo. Observa-se que, sob condi¢oes de prolongada despolarizacao, CI dependentes de
voltagem param de conduzir ions por longos periodos (milissegundos a segundos),
espontaneamente entrando no que é denominado estado inativado. Esse mecanismo de inativagdo é
importante, pois regula a excitabilidade celular, propriedades de disparo bem como adaptacdo dos
potenciais de acdo a estimulos repetitivos.(Hille, 1992)

No inicio da década de 1990, experimentos com ClIs dependentes de voltagem da familia
Shaker (homoélogos dos canais da familia Kv1, em droséfila) acuamularam evidéncias a favor de um
mecanismo de inativacdo envolvendo a regido mais C-terminal do canal, acessivel pela face
extracelular da membrana.(Choi et al., 1991; Hoshi et al., 1991; Liu et al., 1996) Adicionalmente,
um estudo de espectroscopia de ressonancia paramagnética mostrou que o poro de conducgao se
encontrava na conformacdo aberta quando da inativacdo, sugerindo a existéncia de um segundo
gate, em outro local diferente do gate hidrofébico.(Perozo et al., 1999) Em funcdo da localizacao
desse novo gate, e porque a inativacao descrita ocorre em escalas de tempo maiores que as de um
outro mecanismo(Balser et al., 1996; Hoshi et al., 1990, 1991; Stiihmer et al., 1989), esse evento
recebeu o nome de inativagdao do tipo C ou lenta (IL). Ainda nessa época, diversos estudos
ressaltaram a influéncia do filtro de seletividade no gate de canais de K*.(Chapman et al., 1997;
Demo and Yellen, 1992; Kiss et al., 1999; Lu et al., 2001; Proks et al., 2001; Zheng and Sigworth,
1997) Apesar de o mecanismo molecular e detalhes estruturais atobmicos por tras da inativacao do
tipo C ndo estarem completamente caracterizados, a hipdtese vigente é de que o fendmeno
corresponda a mudangas conformacionais que alteram a estrutura do filtro de seletividade e
impedem a permeacao dos ions.(Cordero-Morales et al., 2006; Devaraneni et al., 2013; Domene et
al., 2008; Kiss et al., 1999; Starkus et al., 1997)

As transicoes moleculares responsaveis pelo mecanismo de inativacdo lenta foram mais bem
exploradas no canal idnico bacteriano KcsA e sdo consideradas como modelo representativo da
inativacdo para a familia de canais de K* em geral.(Chakrapani et al., 2007a, 2007b; Cordero-
Morales et al., 2011; Cuello et al., 2010a) Para o KcsA, estdo disponiveis estruturas cristalograficas
nos quatro estados funcionais relevantes, nos quais o gate hidrofobico esta aberto ou fechado, e o

filtro de seletividade condutor ou inativado.(Cuello et al., 2010c, 2010b; Liu et al., 2001; Zhou et
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al., 2001) No estado condutor, as estruturas apresentam alta ocupancia de ions, distribuidos nos
quatro sitios de ligacdo a K" disponiveis no filtro de seletividade. Ambas estruturas cristalograficas
do CI KcsA inativado (cédigo PDB: 3F5W, poro aberto; e 1K4D, poro fechado) mostram o filtro de
seletividade constrito na regido do residuo de glicina 77, equivalente a Gly345 de Kv1.2, e portanto
tem menor numero de ions ligados (Figura 11). Apesar das diferencas na regido do gate
hidrofébico, as estruturas contendo o filtro ndo-condutor ndo apresentam variagdes estruturais
expressivas na regido extracelular.

Estudo realizados até hoje sugerem que pelo menos trés caracteristicas estdo relacionadas a
inducdo ao estado inativado em ClIs, particularmente aqueles seletivos a K*:

i) Estado funcional do gate hidrofébico. Ha um acoplamento entre a abertura e fechamento
do gate hidrofébico e a inativacdo. A abertura do canal favorece o estado ndo-condutor do FS,
possivelmente devido a modificacio da rede de contatos de residuos do filtro em funcdo da
abertura do poro e consequente tor¢ao do segmento interno. Outro argumento sugere que a abertura
do gate favorece a deplecao de ions no FS (vide abaixo).(Cuello et al., 2010c; Panyi and Deutsch,
2006)

ii) Concentracdo e ions permeantes. A cristalizacdo da estrutura de KcsA em condicoes de
baixa concentracdao de K" evidencia o filtro de seletividade constrito em uma conformacdo nao-
condutora (Figura 11). Além disso, entre outras evidéncias, experimentos utilizando ions de maior
residéncia no FS, como por exemplo rubidio, diminuem as taxas de inativacdo de KcsA.
(Baukrowitz and Yellen, 1995; Chakrapani et al., 2007a; Kiss et al., 1999; Lopez-Barneo et al.,
1993; Matulef et al., 2013; Ogielska and Aldrich, 1999)

iii) Residuos proximos e realizando contatos com residuos do FS. Inativacao em KcsA é
abolida pela mutagdo pontual E71A, localizada no ambiente imediatamente atras do FS.(Bhate and

McDermott, 2012; Bucher et al., 2007; Rotem et al., 2010)
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Figura 11. Filtro de seletividade do canal ionico KcsA em dois estados. Da esquerda para a direita,
estrutura cristalogrdfica do FS condutor (pdb 1K4C) e ndo-condutor (pdb 1K4D). Densidade de ions
resolvida nas estruturas sdo indicadas no centro do FS, e a identificagdo dos sitios de liga¢do de ions
K" é mostrada a esquerda. Para melhor visualizag¢do, somente duas subunidades sdo representadas.

Observe a constri¢do e menor quantidade de ions na estrutura ndo-condutora/inativada.

Canais de Na" e Ca™ também apresentam inativacao lenta ap6s um periodo de conducao,
provavelmente por mecanismos independentes do proposto para canais de K*, entretanto estudos
com esses canais ainda sdo insipientes. Novas evidéncias sugerem a existéncia de um estado
inativado, envolvendo o FS, em canais nao-seletivos de Bacillus cereus (canais NaK).(Brettmann et
al.,, 2015)

Assim, considerando-se as conformagdes e mecanismos até entdo identificados, é possivel
pontuar quatro estados funcionais de canais i6nicos (Figura 12):

1) Aberto-condutor: dado um estimulo, o poro de conducdo se encontra aberto e o filtro de
seletividade esta na conformacdo condutora. Nessa situacdo, os ions selecionados podem atravessar
livremente;

2) Aberto-ndo condutor ou aberto-inativado: poro de conducdo aberto e FS inativado. Nao ha
conducao;

3) Fechado-ndo condutor: poro fechado e FS ndo condutor;

4) Fechado-condutor: apés o cessamento do estimulo que abre o canal, e subsequente fechamento
do poro, é permitido ao FS a mudanca conformacional que o torna condutor (i.e. volta para o inicio

do ciclo em 1).
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F-NC A-NC
Figura 12. Ilustracdo dos estados funcionais de canais ionicos dependentes de voltagem. F-C:
fechado condutor; A-C: Aberto-condutor; A-NC: Aberto-ndo condutor; F-NC: fechado-ndo condutor.
O poro é representado por bastées azuis e os mecanismos de controle da condugdo, gate hidrofobico e
filtro de seletividade sdo indicados em amarelo e rosa, respectivamente. Ambos estados contendo o
filtro de seletividade ndo-condutor sdo categorizados como inativos. A condug¢do de ions somente é

permitida na conformagdo aberta-condutora.

I1.1.4 Modulacao de Canais Ionicos por Ligantes

Além dos mecanismos intrinsecos de controle da funcdo de canais iGnicos, mecanismos de
abertura e fechamento e conducdo de CIs podem ainda ser alostericamente modulados (cf. 1.1.1.)
por uma variedade de ligantes, como antidepressivos, anestésicos, neuroprotetores, entre outros. De
fato, canais i6nicos representam a segunda maior classe de proteinas mediadoras de efeitos de
farmacos, ficando atrds apenas de receptores acoplados a proteina G.(Rask-Andersen et al., 2011;

2015)

11.1.4.1 Anestésicos Gerais

Uma questdo particularmente interessante é a investigacao da modulagdo de canais idnicos
por anestésicos. Anestésicos gerais sao compostos quimicamente diversos, classificados em
haloalcanos (e.g.: halotano), alquilfen6is (propofol) e haloéteres (isoflurano e sevoflurano). Além
disso, anestésicos gerais podem também ser classificados segundo sua forma de administracao em
injetaveis ou inalatorios. Apesar de diferencas fisico-quimicas, em geral anestésicos sdo moléculas

apolares, ou com regides apolares.
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Figura 13. Estrutura do sevoflurano. Sevoflurano é um

anestésico geral halogenado inaldavel amplamente

F.C 0 F utilizado e alvo de investigagdo do presente estudo.
3 ~~ . o
Flior: rosa. Carbono: verde. Oxigénio: vermelho.
CF3 Hidrogénio: branco.

O uso de anestésicos gerais em cirurgias visa a producdao de um estado no paciente no qual
ha imobilizacdo reversivel, perda da consciéncia e incapacidade de responder a estimulos
nociceptivos. Via de regra, este estado é alcancado por meio do uso combinado de diferentes
anestésicos gerais com efeitos e vias de administracao distintos. Nesse contexto, anestésicos gerais
intravenosos estao majoritariamente associados a inducdo da anestesia, enquanto anestésicos gerais
inalatérios mantém a analgesia. Entre as diversas moléculas com propriedades anestésicas, salienta-
se o haloéter sevoflurano (Figura 13). Sevoflurano é um anestésico geral volatil especialmente
utilizado na pediatria, em vista de propriedades como: indugdo e recuperacdo rapidas, quando
comparado com outros anestésicos gerais; alta estabilidade hemodinamica; e baixa irritabilidade
respiratéria. Assim a inducao inalatéria com sevoflurano é por vezes preferida a procedimento de

via intravenosa.(Lerman, 2007; Villani et al., 1998)

Entretanto, apesar do uso de anestésicos gerais ser amplamente difundido e imprescindivel a
diversas praticas médicas, pouco se conhece a respeito dos alvos e mecanismos moleculares que
levam a anestesia. Em decorréncia, nota-se o relato de efeitos colaterais adversos como disfungao
hepatica, hipercalemia e convulsdo.(Bhananker et al., 2007) Além disso, estudos in vitro e em
modelos animais sugerem que a anestesia geral pode induzir morte celular neuronal por apoptose,
alteracdes morfologicas celulares e perdas cognitivas importantes.(Jevtovic-Todorovic, 2016; Yang
and Wei, 2017) Naturalmente, a identificacdo dos alvos moleculares e mecanismos subjacentes ao
processo de anestesia devem ser lteis na protecdo a tais efeitos colaterais, bem como no desenho de

farmacos mais especificos aos alvos relevantes na promog¢ao e manutencao do estado de anestesia.

11.1.4.2 Modulacdo de Canais I6nicos por Anestésicos Gerais

Inicialmente, em vista do papel fundamental de membranas na conducdao do impulso
elétrico, prop0s-se que anestésicos causam seus efeitos no organismo pela particio na membrana
plasmatica das células.(Seeman, 1972) Consequéncia direta dessa proposicao seria que moléculas

com propriedades fisico-quimicas semelhantes apresentariam efeitos anestésicos de mesma
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natureza e intensidade. Além disso, seria esperado que os efeitos dos anestésicos fossem altamente
promiscuos e pouco seletivos, uma vez que seu alvo seria a membrana plasmatica. Entretanto,
nenhum desses eventos foi satisfatoriamente comprovado. A variedade de estudos refutando a
primeira hipdtese (Alifimoff et al., 1989; Dickinson et al., 1993; Franks and Lieb, 1985, 1991;
Herold et al., 2017) e sugerindo a existéncia de alvos moleculares proteicos (Franks and Lieb,
1984, 1985; Slater et al., 1993; Yang et al., 2018), acabaram por colocar essa ideia em segundo
plano. Atualmente, uma hipotese bem aceita propde que a anestesia seja uma propriedade
emergente (i.e.: um fendmeno complexo que surge da combinacdo e inter-relacio de multiplos
fatores mais simples), resultante da modulacdo seletiva direta e/ou indireta (Cantor, 1997) de
multiplos receptores proteicos por anestésicos.(Covarrubias et al., 2015; Eckenhoff and Johansson,
1997; Franks, 2008; Franks and Honoré, 2004; Heurteaux et al., 2004) Diante dessa nova hipotese,
focada em proteinas como receptores, investigacdes mostram que diversas familias de canais
ionicos sdo sensiveis a diferentes classes de anestésicos, apresentando efeitos como inibicao,
potenciacdo (aumento da atividade) e ativacdo, tornando-os assim importantes alvos de anestésicos
gerais.(Leeb-Lundberg et al., 1980; Franks and Honoré, 2004; Franks, 2006, 2008; Alkire et al.,
2009; Lugli et al., 2009; Barber et al., 2012b; Herold and Hemmings Jr., 2012; Lioudyno et al.,
2013; LeBard et al., 2012; Jayakar et al., 2013)

Enquanto investigacOes iniciais de eletrofisiologia em células focaram majoritariamente em
canais ionicos presentes em sinapses(Franks and Lieb, 1994; Leeb-Lundberg et al., 1980; Richards,
1983), estudos in vivo se mostraram menos conclusivos a respeito do papel desses receptores em
descrever completamente o mecanismo de acdo dos anestésicos.(Jurd et al., 2003; Werner et al.,
2011) Outros estudos sugerem agora que canais ionicos dependentes de voltagem (CIDV) sdo
sensiveis a modulacdo por anestésicos gerais em concentracOes clinicas e podem ser relevantes
para uma melhor compreensao desse mecanismo.(Alkire et al., 2009; Barber et al., 2012b, 2014,
Liang et al., 2013, 2015)

Em células excitaveis, canais de potassio dependentes de voltagem contribuem para a
hiperpolarizacdo e consequente retorno ao potencial de repouso da membrana, portanto atenuam a
excitacdo celular (cf. II.1.1). Assim, um ligante (e.g. anestésico) que estimule a atividade e
potencialize essa proteina, diminuiria a atividade neuronal. O mesmo poderia ser esperado para
ligantes que inibem canais de sddio dependentes de voltagem, uma vez que estes sao responsaveis
pela génese do potencial de acdo.(Hille, 1992) Pondera-se no entanto limitagGes a respeito do
quanto efeitos fisiol6gicos podem ser inferidos a partir de experimentos em sistemas reduzidos.
Nota-se que, em um sistema fisioldgico, ha interacdes complexas entre diferentes Cls, de forma

que a modulacdo de um canal especifico pode impactar a fungdo de outras classes dessa proteina de
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formas ndo antecipadas.

Ainda assim, em 2009, pesquisadores observaram a interacdo de sevoflurano com o CIDV
Kv1.2. Camundongos anestesiados com sevoflurano foram injetados com um anticorpo anti-Kv1.2,
desenhado para bloquear o caminho de permeacdo do canal. Ap6s a administracdo do inibidor do
canal, 75% dos animais recuperaram temporariamente a consciéncia.(Alkire et al., 2009) Mais
recententemente, um experimento semelhante, envolvendo um inibidor especifico da familia Kv1,
foi realizado.(Lioudyno et al., 2013) Tais experimentos reforcam a ideia de que canais idnicos

dependentes de voltagem sdo alvos funcionais de anestésicos gerais, em particular sevoflurano.

11.1.4.3 Sevoflurano e Canais de Potassio

Sevoflurano é um anestésico geral comumente utilizado em anestesia humana, e é um
modulador alostérico positivo de diversos canais de potassio dependentes de voltagem. Em
concentracoes da ordem de mM, a molécula é capaz de aumentar a atividade do canal de potassio
de droséfila K-shaw2 (homélogo a canais da familia Kv3) e do CI humano Kv1.2 por dois efeitos:
1) aumento da condutdncia maxima (cf. 11.1.3.1, equacdo 62); 2) aumento da probabilidade de
abertura do canal a diferencas de potencial menores, observado como um deslocamento para a
esquerda na curva de condutancia por voltagem dos canais; Figura 14.(Barber et al., 2012c; Liang
et al., 2015) A potenciacdo do canal de drosofila é aproximadamente trés vezes maior que a do
canal humano.(Barber et al., 2012c) Um estudo formulou a hipétese de que diferencas no linker-
S4S5 desses canais poderia explicar divergéncias na intensidade de modulacdao do anestésico.
(Barber et al., 2011) De fato, mudancas nesse segmento da proteina alteram drasticamente a
modulacdo de canais de K" por sevoflurano, supostamente por modificar o acoplamento
eletromecanico entre o dominio sensivel a voltagem e o poro.(Barber et al., 2011; Liang et al.,
2015) No canal Kv1.2, a mutacdo G329T, proxima ao linker-S4S5, aumenta ao efeito de
potenciacdo por sevoflurano, convertendo o comportamento do canal na presenca de sevoflurano a

padrdes semelhantes ao apresentado por K-shaw?2.(Liang et al., 2015)

Andlises de dose-resposta da potenciacdo de Kv1.2 por sevoflurano mostram a corrente em
funcado da concentracdo do anestésico e sugerem que esse seja um fenomeno bifasico, i.e.: gradual
a baixas concentragoes, e rapido e cooperativo em concentracOes maiores. Ainda, segundo os
pesquisadores, pode-se explicar o resultado pela existéncia de dois conjuntos de sitios de ligacao:
um de alta afinidade aparente e sem cooperatividade; e outro de afinidade mais baixa e

cooperativo.(Liang et al., 2015)
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Figura 14. Potenciagdo do canal Kv1.2 por 1mM de sevoflurano. Esquerda: Curvas de
condutdncia (G) por voltagem do canal iénico Kv1.2 livre de sevoflurano (preto) e na presenca de
ImM do anestésico (vermelho). Ambas curvas sdo normalizadas pelo valor da condutdncia
mdxima (Gna) na auséncia de sevoflurano. A interagdo com o ligante provoca um aumento da
probabilidade de abertura do canal a voltagens menos despolarizadas (deslocamento para a
esquerda), bem como o aumento da condutdncia maxima. Direita: Dependéncia de voltagem da
razdo entre as condutdncias mostradas a esquerda. Figura adaptada de Liang et al.(Liang et al.,
2015)

Como mencionado acima, a mutacao da glicina 329 presente no linker-S4S5 de Kv1.2 para
o residuo correspondente de K-Shaw?2, treonina 330, amplifica os efeitos do anestésico geral
sevoflurano, via um efeito dependente de voltagem. Naturalmente, segue a questdo de qual o efeito
da mutacao do mesmo residuo do linker de K-Shaw2 para o equivalente em Kv1.2 selvagem.
Interessantemente, a mutacdo T330G em K-Shaw2 elimina o efeito dependente de voltagem
(deslocamento para a esquerda na curva GV), porém o aumento da condutancia maxima se mantém
inalterado.(Liang et al., 2015) Esse fato sugere que a modulacdo positiva de sevoflurano nesses

canais ocorre por pelo menos dois mecanismos separados.

Conjuntamente, os estudos concluem que a modulacao de canais de potassio dependentes de
voltagem por sevoflurano deve envolver processos independentes, nos quais a molécula se liga a
multiplos sitios em regides distintas, de forma que outros sitios de interacdo com anestésico,
diferentes do linker-S4S5, podem ser necessarios a fim de explicar completamente o efeito do

ligante nas medidas eletrofisiolégicas.
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II.2 OBJETIVOS

I1.2.1  Objetivo geral

Quantificar o impacto da ligacdo do anestésico geral sevoflurano no equilibrio

conformacional aberto-fechado de Kv1.2.

I1.2.2  Objetivos especificos

* Gerar um conjunto de estruturas equilibradas do canal i6nico dependente de voltagem
Kv1.2 nos estados conformacionais aberto e fechado, ambos com filtro de seletividade

ativado/condutor;

* Identificar potenciais sitios de ligacdo do anestésico geral sevoflurano em Kv1.2 por

docking molecular em estruturas equilibradas;

* Verificar a procedéncia dos resultados obtidos a partir do docking por meio de calculos da

energia de ligacdo de um e/ou dois anestésicos para cada sitio definido.

* Calcular constantes de ligacdo do sevoflurano aos sitios identificados;

e Calcular constantes de ligacdao generalizadas para os diferentes estados de ocupancia do

canal;

* Avaliar a dependéncia conformacional da ligacdo de sevoflurano a Kv1.2 a partir das

quantidades obtidas acima;

* Quantificar o impacto da ligacao do anestésico no equilibrio entre as conformagoes aberta e

fechada de Kv1.2.
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11.3 TEORIA E METODOS

I1.3.1 Simulacoes de Dinamica Molecular (DM)

Dinamica molecular (DM) é uma metodologia computacional cujo principio consiste na
producdo de trajetorias para um nimero finito de particulas por meio da integracdo numérica das
equacoes classicas de movimento. Seu objetivo final é o calculo de propriedades dindmicas médias
de um dado sistema microscopico. Assumindo a ergodicidade dos sistemas estudados em DM, é
possivel calcular médias termodindmicas de propriedades de interesse na forma de médias

temporais segundo:

lim AI = <A> s (63)

t>©

onde A é qualquer propriedade, e A, e (A) sdo médias temporais e termodindmicas,
respectivamente.

Além do computo de grandezas medidas experimentalmente (e.g. temperatura, pressao,
calor especifico, etc.), avancos significativos na acuracia das descri¢oes dos sistemas, bem como
no poder computacional concederam as simula¢cdes de DM um importante papel como experimento
computacional. Nesses experimentos, informagOes dindmicas a nivel molecular atdémico
presentemente inalcancaveis via técnicas experimentais, seja pelo poder de resolucdo, seja porque
as condicdes experimentais sdo de dificil controle, tornam-se acessiveis. (Frenkel and Smit, 2002).

A descricdo do sistema mencionada acima é condicionada a uma funcao de energia potencial

U(r"), onde r" corresponde as coordenadas de cada uma das N particulas. U(r") é a principal
funcdo dos célculos de DM, uma vez que dela derivam as forcas agindo em todas as particulas de
um sistema. Associada a parametros moleculares, que definem constantes de equilibrio e cargas
parciais obtidas a partir de calculos quanticos, esta comp0Oe o campo de forca. O campo de forca é
portanto um conjunto de descrigdes das interagOes intra e intermoleculares do sistema.(Feller and
MacKerell, 2000) Diversos campos de forga classicos para simulacdes de dindmica molecular estao
atualmente disponiveis, e.g.. GROMOS (Schuler et al., 2001), CHARMM (Feller and MacKerell,
2000; MacKerell et al., 1998) e AMBER (Ponder and Case, 2003). Apesar das particularidades da
implementagdo, de forma geral, os componentes de U (r) podem ser divididos em termos de (i)
interacOes ligadas: energias de ligacdo, angulares e diedrais; e (ii) interacdes ndo ligadas: energias

de van der Waals e eletrostatica. (cf. Equacao (64))
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Aqui, respectivamente, k, e k, sdo constantes de forca de ligacdo e angular; r, e 6, sdo

r

distancias e angulos de equilibrio; U,/2, n e y sdo barreira torsional, sua periodicidade e fase;

’ . ’ . 1 . 7 . *
€ ¢é a constante dielétrica; ¢, € a carga parcial do atomo i; R; e ¢g; correspondem aos

parametros e a forca de van der Waals para o par ij.

Sistemas simulados em DM tém tamanho limitado, com ntmero de 4tomos
aproximadamente da ordem de 10° portanto efeitos de borda devem ser tratados a fim de
minimizar sua influéncia na dindmica do sistema. Para tanto, condi¢Ges periddicas de contorno
(PBC, do inglés periodic boundary conditions) sao comumente aplicadas. Brevemente, nesse
esquema, o sistema completo de interesse é compartimentalizado em uma célula unitaria minima e
réplicas dessa caixa minima circundam a célula original em todas as direcdes tridimensionais
cartesianas (+x, ty, +z). Cada particula que atravessa os limites de uma célula é representada por
uma particula que se reinsere na célula pelo limite oposto. Porque todas as réplicas sao idénticas, sO
precisam ser representadas uma tnica vez no cddigo de dinamica.

As simulacdes de DM conduzidas nesse estudo sdo simulagGes atomisticas, o que equivale
dizer que cada atomo foi explicitamente considerado no célculo das interagdes descritas acima, sem
entretanto considerar graus de liberdade eletronicos. Atualmente, uma variedade de programas
podem ser utilizados para conduzir simulacdoes de dinamica molecular (Bhandarkar et al., 2002;
Brooks et al., 2009; Lindahl et al., 2001). O c6digo de dindmica molecular empregado neste
trabalho é o NAMD (Bhandarkar et al., 2002; Phillips et al., 2005) e portanto 0s aspectos
apresentados a seguir referem-se aos algoritmos e metodologias nele implementados.

No programa, a integracdo do movimento das particulas é realizada com o chamado
algoritmo de Verlet (Verlet, 1967). Com esse algoritmo, definidas as posicoes e velocidades em um
dado instante, r(t) e v(t), as posi¢des no instante seguinte t+ 4t sdo derivadas da expansdo de
Taylor das posicoes da particula em t+ 3t e t—0t, de forma que:

F()

m.

1

r.(t+ot)=2r(t)—r (t—0ot)+ ot? + 0(ot?) (65)

Igualmente, utilizando essa expansdo pode-se calcular as velocidades, requeridas para o calculo da

energia total do sistema:
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v (t)= ri(t+6t)2—5:i(t—6t)

+ 0(ot%) (66)

A despeito do consideravel aumento do tempo computacional, um passo de integracao ( 8t )
infinitesimal, da ordem de 2 femtosegundos (107" s), é requerido para assegurar a conservagdo de
energia do sistema (Frenkel and Smit, 2002).

Por padrdo, simulacdoes de dindmica molecular geram trajetérias em uma amostra
microcanonica i.e., com nimero de particulas, volume e energia total constantes (NVE). Entretanto,
é interessante realizar simulagdes em condi¢Oes mais préoximas as experimentais, como isotérmicas
(NVT, amostra candnica) ou isotérmicas e isobdaricas (NPT). Para tanto, modificacdes no algoritmo
utilizado sdo necessarias, e diversos esquemas estao disponiveis.

Uma amostra isotérmica pode ser simulada utilizando-se o termostato de Nosé-Hoover
(Hoover, 1985; Nosé, 1984). Em linhas gerais, um banho térmico na temperatura média desejada é
considerado via adicdo de um grau de liberdade ndo fisico w, independente do tempo no

Hamiltoniano do sistema. Dessa forma, a velocidade de uma particula i pode ser escrita como:

_ . P
viEwh= L (67)

onde p, e m;, sdo o momento e a massa da particula i. Os termos cinético K, e potencial U,
associados a w podem ser considerados o termostato do sistema e sdo escritos como:

U,=kgT(f+1)Inw (68)
e KW%QW2 (69)

tal que k; é a constante de Boltzmann e T a temperatura; Q € um parametro relacionado a
inercia termal e regula a flutuacdo da temperatura e f €é o numero de graus de liberdade do
sistema. Essa abordagem é também conhecida como Lagrangiano estendido.

O mesmo formalismo do Lagrangiano estendido pode também ser empregado para se manter a
pressdao constante. O acoplamento a uma variavel externa V, dessa vez representando um pistao que
age no sistema e altera o volume da caixa de simulacdo, mantém a pressao constante (Andersen,

1980). Uma combinacgao dessas duas abordagens possibilita simular sistemas NPT.

1.3.1.1 Desvio Quadratico Médio (RMSD)

RMSD (do inglés Root Mean Square Deviation) é uma analise comumente utilizada na
avaliacdo da estabilidade de estruturas moleculares ao longo das trajetorias de dinamica molecular.

Dado um conjunto de n atomos a serem comparados a uma estrutura de referéncia, uma medida de
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distancia os atomos das estruturas de referéncia e das estruturas instantaneas da trajetoria é

calculada a cada instante, segundo a equacdo abaixo.

RMSD(X™, X):\/%Z X=X || (70)
i=1

Aqui, X e X sdo o conjunto de coordenadas cartesianas dos n atomos da estrutura de

referéncia e as coordenadas instantaneas ao longo da trajetdria, respectivamente.

1.3.1.2 Steered Molecular Dynamics (SMD)

Steered Molecular Dynamics é uma metodologia que permite o estudo de mudancgas
conformacionais de biomoléculas em escalas de tempo acessiveis a simulacdes de dinamica
molecular. Isso é feito pela adicdo dependente do tempo de forcas ao longo de uma coordenada de
reacdo previamente definida. O centro de massa do conjunto de atomos selecionados sofre a acao de
uma restricdo harmonica com constante de forca k, que faz com que os atomos se movam com
velocidade v na direcdo n. Assim, durante simulacdes empregando SMD, a seguinte energia

potencial é aplicada ao sistema:

U(rl,rZ,...,t):%k[Ut—(R(t)—RO)-n]2

tal que
t=N,dt

r, sdo as coordenadas tridimensionais de cada 4tomo i; R(t) é o centro de massa do conjunto de

(71)

atomos sendo movidos, no tempo t e R, seu valor de referéncia, no incio da simulagdo. N é o

nimero de passos de integracao e dt o tamanho do passo de integracao em femtosegundos.

I1.3.2 Docking Molecular

Fundamental ao estudo da modulacdo de proteinas por ligantes é a identificacao dos sitios de
ligacdo onde tais moléculas sdo complexadas. Nesse sentido, a metodologia de ancoragem ou
docking molecular tem por objetivo encontrar sitios de ligacdo ndo covalente principalmente de
pequenos ligantes a receptores macromoleculares, bem como estimar a afinidade de tais ligacoes.
No método, algoritmos de amostragem geram diferentes poses para o ligante, em diferentes locais
da proteina. As solucdes geradas sdo subsequentemente classificadas em mais ou menos favoraveis,
segundo uma fungdo, denominada scoring function. Tanto algoritmos de busca, quando scoring

functions variam de acordo com o software de docking empregado.

O programa de docking utilizado no presente trabalho é o AutoDock Vina(Trott and Olson,
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2010). Vina se destaca por ser paralelizavel e portanto mais eficiente do que programas de docking
anteriores. Sua scoring function é fundamentada principalmente em aprendizado de maquina. O
funcional conformacao-dependente de sua scoring function é definido por:
C:_Z foo(ry) (72)
i<j
Tal que a soma é feita entre os pares de atomos i e j capazes de mover um em relacdo ao outro. f
funcdo dependente da posicdo entre os atomos i j e de seus tipos ti e tj.
Critérios ndo fisicos como os empregados pelo AutoDock Vina nao sdao adequados para
inferir energias de ligacdao. Assim, a interacdo do ligante com os sitios identificados pelos calculos
de docking foram novamente avaliados, dessa vez por métodos acurados de calculo de energia

livre, particularmente FEP.

I1.3.3 Calculos de energia livre

Transicoes moleculares envolvendo modificacOes estruturais de dominios proteicos como
aquelas que ocorrem no gating e conducao de Cls, e como estes eventos sdo afetados pela presenca
de ligantes, podem ser descritos na forma de equilibrios quimicos entre dois ou mais estados, na
forma de um ciclo termodinamico. Particularmente til na descricdo quantitativa de equilibrios
quimicos, € a energia livre associada ao processo ou a uma coordenada de reacdo conectando dois
estados.

Especificamente, a variacdo de energia livre padrio AG =G,—G, entre dois estados

relaciona-se a constante de equilibrio k,, segundo:
AG =—k;TInk, (73)

Apesar de fundamental na determinacdo do comportamento de sistemas préximos ou no
equilibrio, caracterizar o perfil de energia livre associado a determinadas transi¢coes moleculares
ainda é tarefa desafiadora. O computo da energia livre requer, a principio, o calculo da funcdo de
particdo e portanto uma amostragem completa dos graus de liberdade do sistema. Para os casos em
que as barreiras de energia conectando dois estados sao de ordem maior do que a energia térmica (

kT ), tal amostragem torna-se inviavel para os métodos atualmente disponiveis. Essa limitagao se

traduz em transi¢cdes moleculares que ocorrem em escalas de tempo muito grandes, comparadas as
escalas de tempo amostradas em simulacdes de dindmica molecular. Assim, a fim de estimar perfis
de energia livre para a maioria dos processos bioldgicos de interesse, deve-se realizar simulacdes

inviavelmente longas, uma vez que a fungdo de energia potencial é de lenta convergéncia. Nesse
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sentido, técnicas que melhoram a amostragem do espaco de fase do sistema sdo utilizadas para
otimizar a investigacdo desses fendmenos. De forma geral, estratégias para o calculo de energia
livre podem ser divididas em duas grandes classes, cada uma mais adequada a um tipo de
problema: i) métodos capazes de calcular um perfil de energia livre ao longo de uma coordenada de
reacdo; ii) aqueles que calculam a diferenca de energia livre entre dois estados (inicial e final) bem
definidos. A seguir, é fornecida uma breve descri¢ao das técnicas de amostragem empregadas neste
trabalho, a saber: Umbrella Sampling (US) e Free Energy Perturbation (FEP), que se inserem

respectivamente nas categorias i e ii acima.

1.3.3.1 Free energy perturbation (FEP)

O Método de Free Energy Perturbation é uma da mais utilizadas e bem estabelecidas
estratégias para calculo de energia livre. Fundamentado na teoria da perturbacdo, calculos de FEP
sdo geralmente descritos em funcdo de um sistema referéncia (ndo perturbado) e de um sistema
alvo (perturbado). A perturbacdo pode ser interpretada como uma mudanca conformacional,
mutacdo pontual ou a ligacdo de um modulador, por exemplo. O efeito da perturbagdo é expresso
em termos de uma série de pequenas quantidades chamadas de pardmetro perturbativo. Assim,
aplicando o parametro perturbativo, o sistema de referéncia é transformado no sistema alvo através
de estados intermediarios nao obrigatoriamente fisicos. Especificamente no problema da energia de
ligacdo, o calculo consiste em desacoplar o ligante do ambiente (ou desligar suas interagdes com 0

ambiente) de forma reversivel.

VARIACAO DE ENERGIA LIVRE

Suponha um sistema referéncia com N particulas, descrito pelo Hamiltoniano H,(x,p),

onde x e p sdo coordenadas tridimensionais cartesianas e de momentos de cada atomo. Tem-se
por objetivo calcular a diferenca de energia livre entre o sistema referéncia e o sistema alvo
caracterizado pelo hamiltoniano H,(x, p), tal que:

H,(x,p)=Hy(x,p)+AH(x,p) (74)

Assim, o hamiltoniano perturbado é dado pela soma do hamiltoniano ndo perturbado e da
perturbagdo A H(x,p) . A diferenga de energia livre entre o sistema alvo e o sistema referéncia é

portanto:

AA=—ZIn* | (75)

46



onde Q, e Q, sdo respectivamente fungdes de particao dos estados referéncia e alvo, definidas

segundo:

Q=g [ [ axdp (76)

O termo onde h é a constante de Plank, é uma constante de proporcionalidade; e N!

3N
h

considera configuracdes idénticas a menos da permuta de particulas. Substituindo a equacao (76)

em (75):

,(x,p)
an = L J L dxdp
B ff Hlop) gy d p

ffe_BAH x.p) BHO(x’p)dxdp
ff —B Hyl ,md xdp

Definindo a probabilidade de se encontrar o sistema em um estado especifico definido por x e p:

(77)

—BH( p)

ff P gxd p

Substitui-se a equacado (78) na definicdo de variacdo de energia livre da equacao (77) e obtemos:

(78)

= ——lnffe’ﬁ““" (x,p)dxdp

(79)

—BAH(x,p)>

= —%ln(e 0

A equacdo (79) define a equacdao fundamental dos calculos de FEP, para transformagdes no sentido

referéncia (0) — alvo (1).

Na pratica, em estudos de sistemas moleculares, interessa-se somente pela contribuicao das
configuracoes para a descricao das fungdes de particdo. Uma vez que os componentes cinéticos
podem ser calculados analiticamente, ndo had necessidade de avalid-los via simulagGes
computacionais. Além disso, para qualquer par de sistemas referéncia-alvo em que a massa das
particulas permaneca inalterada, o termo cinético é cancelado, e a variacao de energia livre pode

ser escrita em funcdo da variacdo de energia potencial AU :
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= ——1nfe YP,(AU)dAU
(80)

AA = —% n{e "),

A menos que Py(AU) seja uma funcgdo estreita de AU , aplicacdo direta da teoria acima é
inviavel, e apresenta erros muito grandes. Para solucionar o problema, uma estratégia de
estratificacdo é utilizada(equacdo (81)). Ou seja, diversos estados intermediarios (ou janelas) entre
o estado referéncia e o alvo sdo gerados, de forma que parte da distribuicdo de probabilidades
Py(AU,,,,) dos estados i e i+1 adjacentes se sobreponham. Nesse contexto, a variagdo de
energia livre total entre os estados inicial e final, com I—2 estados intermedidrios, é escrita como

a soma das variacoes em cada janela:

I-1

I-1
AA =Y AA; = %Zln<e‘“”‘*”>f (81)
i=1

i=1

Aplicado aos calculos de energia de ligacao do anestésico ao canal idnico definimos: i) o
sistema de referéncia como o sistema molecular contento o CI e o anestésico no sitio de ligacao; ii)
o sistema perturbado como a situacdo em que o anestésico esta ausente; iii) parametro perturbativo
como todos os termos do funcional de energia que descrevem a interagdo do anestésico com o

meio.

CALCULO DO ERRO — SIMPLE OVERLAP SAMPLING (SOS)(Lu et al., 2004)

A fim de obter uma melhor amostragem, calculos de FEP independentes para o mesmo
sistema podem ser combinados. Cada uma das R repeticOes da trajetoria de FEP é denominada
uma réplica r. Os estados intermediarios, juntamente com os estados de referéncia e alvo

compdem um total de I janelas ou estratos (cf. equacdo (81)).

Para cada janela i, de umaréplica r pode-se definir:

X, =(e "),
(82)
AU=U,,,~U;
A média entre as réplicas € portanto :
= 1< 1< —BAU. —BAU.
X, = E; X = E;@ D = (e ), (83)

com erros associados a média:
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- =X (84)

Diante dessas defini¢oes, podemos escrever a variagao de energia livre em cada estrato i

AA,:—llnX,. = 1y

B B ’ (85)

AA =D AA, (86)
Finalmente, o erro associado é dado por:

e(AA) = (87)

1.3.3.2 Umbrella Sampling (US)

O método de umbrella sampling (US) foi desenvolvido em 1977 como uma estratégia para
melhorar a amostragem do espaco de fase e permitir o calculo da energia livre ao longo de um
parametro de ordem, também conhecido como potencial de for¢a média (PMF).(Torrie and Valleau,
1977) O método de US consiste na divisdo da coordenada de reacdo (CR) em uma série de
pequenas janelas, ou intervalos ao longo da coordenada de reacdo. A amostragem em cada uma
dessas divisOes é entdo imposta pela aplicacao de potenciais harmonicos que forcam a coordenada
de reacdo a ficar proxima ao centro da janela. Dada a condi¢do que as janelas se sobreponham
parcialmente, é possivel utilizar o formalismo do “weighted histogram analysis method” (WHAM)
(Grossfield) para retirar o viés adicionado pelo potencial harmonico e combinar as janelas, obtendo

assim o PMF final.

DISTRIBUICAO DE PROBABILIDADES

Suponha uma coordenada de reacdo T ao longo da qual se quer avaliar o PMF. Seja a
probabilidade de encontrar o sistema ndo-enviesado em qualquer regido dessa coordenada (equacao

(88)), e sua energia livre associada (equacao (89)):

_Jaxaer(x)-gle "
B J'dxefﬁUo(X)

Py(C)

(88)
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Alg)=—gnPy(t) (89)

Aqui, C(x) é funcdo das coordenadas das particulas do sistema; & é a fungdo delta de Dirac;
U,(x) é a energia potencial ndo perturbada associada a configuraco.

Como mencionado anteriormente, a depender do formato da superficie de energia livre ao
longo dessa coordenada, determinadas configuracdes de maior energia podem ndo ser
suficientemente amostradas. Essa questdo pode ser abordada via: i) divisdo da CR em R janelas
que serdo tratadas como simulagdes independentes; ii) adicdo de um potencial harménico em cada

simulagdo. Assim, define-se a perturbagdo h;(T) em cada janela i como:
1 r
hi(€)=5 K, (t-¢)* (90)

onde K, é a constante de forca aplicada, e T é a coordenada de referéncia, no centro da janela
i.
A energia potencial enviesada de cada janela U,(x,Z) é escrita segundo:

Ui(x,8)=U,(x)+h,(T) (91)

Logo, a distribuicdo de probabilidades enviesada, oriunda de simulagdes considerando a energia

potencial da equagdo (91):

_Jaxale(x)-tle "

P,(T) —
J' dxe BU,(x,T)

 [dxo[g(x)—ge PR
- fd _B[UO(X)_hi(C)] (92)
Xxe

_ Jdxolt(x)-tlw(t) LU
[dc[dxslc (x)-t]w,(c) e "V

Tal que

w,(C)=e """ (93)
Para obter o PMF real ao longo da coordenada de reagdo, torna-se necessario escrever a
distribuicdo de probabilidades ndo enviesada, a partir das distribuicdes de probabilidades do

ensemble perturbado fornecidas pelo método de US. Reescrevemos a equacgao (88):
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[ dx o[z’ (x)—gle PVl g Bh(E) oph(E)

P, (z;)_defdx [ (x)— C] ~BU(X) -ph() Bh(c)
Pela definicaode U (x , C) ,
[ dxole(x)=g] ) e PV o
Po(z;): def dx 6[&_,'(X)—C] eBh(C) e*ﬁU(x,C)
Bh(T —BU(x,7)
P.(c)= e fdxé‘) ()C]e

J " ae [dx sz (x)-g]e PV

Py(C)=

PhlE fdxf) (x ) 9 -BU(x,T)
)=

e
J e [axs[e(x)-g]e PV
X
[def dx sl (x)-g]e PUE

[acfdxslc (x)-g]e Ve (95)

WHAM: WEIGHTED HISTOGRAM ANALYSIS METHOD

WHAM é uma estratégia desenvolvida para estimar o quanto a energia livre é alterada,
quando se altera algum parametro da simulacdo, como por exemplo o viés aplicado. Assim, é
possivel combinar as diversas simulacdes independentes, e recuperar o PMF. O método se baseia
em duas equacgOes principais, (96) e (97) abaixo, que sdo resolvidas iterativamente até que sejam

autoconsistentes, a menos de um erro pré estabelecido.(Kéastner, 2009; Kumar et al., 1992)

2 n(€)P,(c)
Py(C)=%~ (96)

i ~Blh,(2)-F ]
n].e

i=1

iz dre ™p (1) (97)

Tal que n; é o nimero de vezes que a coordenada correspondente a janela i foi amostrada, P;(C)

é a probabilidade como definida na equagdo (92) e F, é a energia do viés utilizado para acelerar a
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amostragem.

11.3.4 Sobreposicao sitio-especifica da amostragem de FEP nas

conformacoes Fe A

Calculos de FEP foram realizados nos sitios, definidos via analise de docking, nas
conformacgoes abertas e fechadas de Kv1.2. Quis-se assegurar que as diferencas de energia de
ligacdo entre sitios equivalentes em diferentes conformacoes do receptor sdao devidas a diferencas
de afinidade conformacdo-dependente e ndo a falhas na amostragem ou amostragens divergentes.
Para tanto, realizou-se uma analise sitio a sitio da sobreposicdo da distribuicdo das moléculas de
sevoflurano durante as trajetorias de FEP nas conformacgdes F e A do canal. A trajetéria de FEP, e
ndo a distribuicao de solugées de docking, foi utilizada pois é nessa simulacdo que efetivamente as
energias livres de ligacdao sdo calculadas.

Assim, a sobreposicdo entre a distribuicdo A e B dos centros de massa do sevoflurano ao
longo das trajetérias na conformacdo fechada e aberta foi calculada segundo proposto em Hess,
2002, como um menos a diferenca entre as matrizes de covariancia A e B dividido pela raiz
quadrada da soma de seus tracos (Hess, 2002):

Vir((A}*-B}"P)
" JrA+uB

o(AJ.,B].):1 (98)

tal que A; e B; sdo as matrizes de covariancia relativas ao sitio j nas conformacoes fechada e aberta,
respectivamente. Cada uma é determinada como uma matriz 3x3 (X, y e z) da covariancia do centro

de massa R; do sevoflurano durante a trajetéria de FEP, segundo equacgao 99.

X =((R;=(R).(R;=(R))") (99)

A fim de comparar a distribuicdo do ligante em duas conformacdes proteicas distintas, a posicao
média de referéncia (R j> foi escolhida como a média entre os centros geométricos dos residuos
que compdes o sitio em ambas conformacdes, apds a eliminacdo da rotacdo e translacdo entre as
estruturas por meio da sobreposicdo dos segmentos majoritariamente estaticos S1, S2, S3 e hélice

P.
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II.4 PROTOCOLOS

I1.4.1 Protocolo Geral de Simulacao

Todas as simulacGes realizadas foram conduzidas no programa de dindmica molecular
NAMD2.9.(Phillips et al., 2005) Algoritmos adequados foram empregados para manter constantes
a temperatura e a pressao a 27°C e 1 atm, respectivamente. Condi¢coes periodicas de contorno
(PBC) foram aplicadas a fim de evitar efeitos de borda nos limites do sistema. Integracdo das
equacoes de movimento foi feita por um algoritmo de Verlet modificado. A fim de utilizar um
passo de integracdo de 2 fs, as ligacoes e angulos entre hidrogénios e demais atomos do sistema
foram mantidas rigidas, assumindo os valores de equilibrio determinados pelo arquivo de
parametros, pelo algoritmo ShakeH. Interacdes de curto e longo alcance foram computadas a cada
1 e 2 passos de integracdo, respectivamente. Interacoes eletrostaticas foram tratadas pelo algoritmo
PME (do inglés, Particle mesh Ewald).(Darden et al., 1993) Em todas as situacdes, o campo de
forca empregado foi CHARMM36 para proteinas, agua e lipidios.(Huang and MacKerell, 2013) O
campo de forca do anestésico geral sevoflurano foi desenvolvido e publicado por Barber et al.
(Barber et al,, 2012b) As proteinas transmembranicas sdo inseridas em uma bicamada do
fosfolipidio 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC) e moléculas de agua sao

descritas pelo modelo TIP3P.(Jorgensen et al., 1983)

As estruturas do canal ionico Kv1.2 em suas conformacdes aberta e fechada foram
adquiridas de Delemotte et. al.(Delemotte et al., 2011) Esse modelo é proveniente de uma longa
equilibracdo da estrutura cristalografica do canal.(Long et al., 2005a; Treptow and Tarek, 2006b)
As figuras de sistemas moleculares foram feitas com o programa Visual Molecular Dynamics

(VMD).(Humphrey et al., 1996)

11.4.2 Docking Molecular

Tanto na conformacdo aberta quanto na fechada de Kvl1.2, 120 estruturas foram
aleatoriamente selecionadas dos tultimos 6 ns de trajetéria de equilibrio. Estas foram usadas como
receptor nas buscas de docking. A prética tem o objetivo de considerar as modificacdes e flutuagoes
conformacionais da estrutura do receptor, especialmente cadeias laterais de residuos de

aminoacidos, de forma eficiente. As estruturas geradas foram utilizadas na busca de sitios de
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ligacdo com o programa de docking molecular AutoDock Vina. Para cada estrutura do canal, o
espaco de busca por solucdes compreendeu toda a proteina. Definiu-se o pardmetro de

exhaustiveness igual a 400, e as ligacdes covalentes do sevoflurano foram consideradas flexiveis.

As diferentes poses dos ligantes associados a proteina, ou solugdes, sdo classificadas
segundo o critério de scoring function do programa AutoDock Vina. As 50 melhores solucGes
segundo o algoritmo foram analisadas, somando 6000 solucdes de docking para o estado aberto e
6000 para o estado fechado de Kv1.2. As poses encontradas sao agrupadas em um mesmo sitio de
ligacdo se distam de até 4A umas das outras e apresentam pelo menos 80% de similaridade nos

contatos com residuos da proteina.

A fim de verificar se dois ligantes poderiam ser acomodados em um mesmo sitio, 0 conjunto
de complexos proteina-ligante gerado pelo primeiro ciclo de docking é utilizado como estrutura
inicial para uma nova rodada de buscas, com os mesmos parametros da primeira. Considera-se que
ha dupla ocupancia se o sitio, de volume fixo definido na primeira rodada, é capaz de acomodar

duas moléculas concomitantemente.

11.4.3 Free Energy Perturbation (FEP)

A fim de melhorar a amostragem, bem como para verificar a convergéncia dos calculos,
foram realizadas duas réplicas de pelo menos duas simulacdes independentes em cada sitio. As
energias obtidas por esses calculos independentes foram combinadas e os erros calculados via SOS

(cf. 11.3.3.1).

Cada calculo foi estratificado em 100 janelas. Em cada janela sdo amostrados 1.000 passos
de integracao que sdo descartados como equilibracdo e 30.000 passos de coleta efetiva. Um total de
6,4 ns é amostrado por calculo de FEP, por sitio. Demais parametros relevantes para reproducao

dos calculos sdo indicados na Tabela 2.
Tabela 2: Pardmetros computacionais dos calculos de FEP.

alchVdwLambdaEnd  alchElecLambdaStart alchVdWShiftCoeff alchDecouple

1,0 0,5 7,0 on

Para assegurar que as transformacgOes fossem realizadas em estados bem definidos, um

potencial harmonico foi aplicado ao centro de massa do ligante, com constante de forca k;
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variavel, de acordo com a flutuagdo da molécula em cada sitio. Para cada sitio encontrado, as
energias de ligacao sdo calculadas com base no ciclo termodinamico mostrado na Figura 15. Os
calculos de energia do desacoplamento do ligante em agua foram realizados independentemente em

sistema ortorrombico de lado 30A, 50A e 60A. Em todos os casos, as energias foram semelhantes.

AG | "
@ ligacao
* ¥ PROT+LIG — > PROTLIG ©)

AG'igs AG, s
(t -
Coarp
‘+ PROT + LIG* PROT-LIG*
O e
< g
! DG G v
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Figura 15. Ciclo termodindmico empregado nos cdlculos de FEP para obtengdo da energia livre de
ligagdo (AGiigacio). No lado esquerdo do ciclo: ligante (amarelo) livre em solugdo com todas suas
interagoes ligadas. Interagdo de van der Waals é representada pela cor da esfera, e eletrostdtica pelas
cargas desenhadas na molécula. A molécula é restrita a uma posi¢do bem definida do espaco pela adigdo
de um viés (lig*). Na sequéncia, suas interagdes com o meio sdo desligadas (esfera branca, lig*°). Essa
quantidade estd relacionada ao potencial quimico da molécula. A direita, os mesmos passos sdo sequidos,
porém para a molécula ligada a proteina. A energia referente a adicdo do viés é calculada analiticamente,
e demais diferencas de energia computadas via FEP. A variagdo de energia livre de ligagdo AGiigagios

referente a transi¢do solvente — sitio de ligagdo é, portanto, calculada pela soma das contribuigbes:

A Gligagdoz (A G ’viés+A G ’int)_( A C;vie's-'-A Gint)

11.4.4 Umbrella Sampling

Simulacoes de dinamica molecular associadas ao método de umbrella sampling foram
empregadas para investigar e propor um modelo do estado ndo condutor de Kv1.2, com base na
estrutura cristalogréafica de KcsA resolvida a baixas concentracdes de K* (PDB: 1K4D, cf. 11.1.3.2).
Para tanto, definiu-se uma coordenada de reacao tridimensional, a saber: a distancia entre os Ca do
residuo de glicina 345 das subunidades 1 e 3; a distancia entre os Ca do residuo de glicina 345 das
subunidades 2 e 4; e a posicdo axial transmembranica (z) de um ion K", em relacdo ao centro
geométrico dos residuos de glicina 345 (Figura 26). Essa escolha se justifica, pois na estrutura de

KcsA com filtro de seletividade ndo-condutor, ha uma aproximacao das glicinas correspondentes
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(Gly 77), que impede a passagem de ions através da estrutura.

A fim de amostrar a coordenada, foram geradas 14 janelas para cada coordenada radial, e 9
janelas para a posicdo axial do ion. Em ambos casos, as janelas foram definidas em intervalos de
0,5 A, totalizando 126 janelas ou simulacdes independentes. Cada trajetéria foi simulada por 15 ns,
sendo os primeiros 5 descartados como equilibragcdo. Ao todo, 1260 ns de coleta foram amostrados.

Para as andlises, considerou-se a média entre as distancias entre os pares de Ca do residuo Gly345.
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II.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme discutido no capitulo I1.1.4.3, o haloéter sevoflurano é capaz de modular o canal
ionico dependente de voltagem Kv1.2. De forma geral, a ligacdao de sevoflurano potencializa a
conducao de Kv1.2. Seus efeitos nas medidas de eletrofisiologia do canal incluem deslocamento da

curva de condutancia por voltagem para a esquerda, bem como o aumento da condutancia maxima.

Dentro do contexto da teoria alostérica, pode-se entender a potenciacao ou inibicao
observada experimentalmente em canais ionicos, dada a interacdo com pequenos ligantes, como a
estabilizacdo de conformacoes especificas pela ligacdo da molécula.(Liang et al., 2015) Assim,
para que o anestésico altere o comportamento do canal, preconiza-se que, em cada uma das
conformacgoOes acessiveis a proteina, o ligante interaja com afinidades distintas a determinados

sitios.

Particularmente no caso da potenciacdo de Kv1.2 por sevoflurano, é esperado que o ligante
interaja com maior afinidade e estabilize a conformacdo aberta, em detrimento da conformacao
fechada. Em um esforco para compreender os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos
observados em estudos de neuro e eletrofisiologia (cf. 11.1.4.3), propde-se aqui elucidar se ha ou
ndo dependéncia conformacional na interacdo de sevoflurano com o conjunto de conformacdes de
Kv1.2 bem caracterizadas(Stock et al., 2013) X= {F, A}, fechada e aberta respectivamente, e
quantificar o efeito dessa ligacdo diferencial no equilibrio entre as conformagoes. Alternativamente
colocado, quer-se avaliar quanto do efeito medido experimentalmente pode ser recuperado por um
modelo minimo de dois estados, no contexto do desenvolvimento tedrico apresentado na parte I.

Na pratica, resolver o problema da modulacdo envolve:
1. Demonstrar a ligacdo do anestésico as diferentes conformacdes do CI;
2. Predizer, a partir de primeiros principios, qual o efeito da ligacdo no equilibrio F < A;

3. Quantificar o impacto funcional da ligacdo do modulador de forma comparavel as medidas

experimentais conhecidas.

Para tanto, o formalismo apresentado no capitulo 1.4. foi empregado. Particularmente aqui, o
sistema é composto de um canal i0nico (receptor, R) fixo no centro do sistema de coordenadas,
inserido em uma bicamada lipidica hidratada. Imersos nesse sistema também estdo N moléculas

idénticas de sevoflurano (ligante). Considera-se ainda que o sistema ¢ diluido e esta em equilibrio
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termodinamico.

I1.5.1 Sevoflurano se liga a maltiplos sitios em Kv1.2

I1.5.1.1 Sitios de ligacao a sevoflurano

O primeiro passo necessario ao tratamento desse problema hierarquico consiste em conhecer
os sitios de ligacdo de sevoflurano a Kv1.2, bem como sua distribuicdo local em cada sitio. Para
tanto, desenvolveu-se um procedimento a fim de definir sitios para condi¢des de saturacdo até
n"*=2. A estratégia baseou-se na combinacdao de buscas de docking molecular, seguidas pela
caracterizacdo da energia de ligacdo por calculos de energia livre, particularmente Free Energy
Perturbation (FEP). Enquanto as buscas de docking sdo realizadas apenas com a proteina despida

de sua membrana e solvente, os calculos de FEP sdo realizados com o sistema molecular completo.

A identificacdo de potenciais sitios de interagdo de sevoflurano a Kv1.2 e suas distribui¢oes
locais foi feita com auxilio do programa de ancoragem molecular AutoDock Vina (cf. capitulo
[1.3.2 ). Para cada uma das conformacdes consideradas (i.e. aberta e fechada), 120 estruturas
retiradas aleatoriamente de trajetdrias apos equilibracdo foram utilizadas para buscas de docking, a
fim de levar em consideragao a flutuagdo das cadeias laterais dos aminoacidos do receptor. De cada
resultado independente, selecionou-se as 50 melhores poses classificadas pelo algoritmo do
programa, totalizando 6000 poses por estado do CI. Em seguida, as poses selecionadas foram
agrupadas em possiveis sitios de ligacdo segundo critérios definidos a seguir. Um residuo de
aminoécido é dito em contato com sevoflurano se eles estdo distantes em até 4A. Assim, a partir da
analise dos residuos de aminoacido interagindo com cada solucdo de docking, poses com pelo
menos 80% de similaridade nos contatos com residuos proteicos, e que se encontrem a 4A de
distancia uma da outra foram classificadas como pertencentes ao mesmo sitio de ligacdo. Segundo
esse critério, foram definidos 21 potenciais sitios j com volume definido 8V;. quais sejam: no
interior do dominio sensor de voltagem (VSD); nas proximidades da hélice S4S5-linker que
conecta o dominio sensor de voltagem ao poro (S4S5linker); na interface entre a hélice S4 e o poro
(S4Poro); na interface entre hélice S6 e hélice do poro (S6P-helix); na face extracelular, proxima ao
filtro de seletividade (Ext face); e na cavidade central (CC); Figura 16. Por se tratar de uma
proteina homotetramérica, ha quatro repeticdes de cada sitio, exceto para o da cavidade central.
Conforme pode ser observado na figura 16, alguns sitios estdo presentes em uma conformacao do
canal, mas ndo na outra, e.g. sitio da face extracelular presente nas quatro subunidades da

conformacao aberta e somente em duas da fechada.
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Figura 16. Identificagdo de sitios de ligagdo via Docking Molecular de sevoflurano nas conformagées
aberta e fechada de Kv1.2. (A) Representacdo do sistema molecular com Kv1.2 equilibrado e inserido em
bicamada fosfolipidica de POPC hidratada. F e A: conformagdes fechada e aberta, respectivamente. (B)
Poses de docking encontradas para busca de ocupdncia simples. A estrutura média de cada umas das
conformagées F e A é mostrada em branco. Para melhor visualizag¢do, apenas duas subunidades de VSD
sdo mostradas. Os centros geométricos de sevoflurano sdo mostrados como pontos agrupados e coloridos
por sitios: dominio sensor de voltagem ou VSD (verde), S4S5linker (amarelo), interface S4Poro (azul
escuro), interface S6P-helix (azul claro), face extracelular (rosa) e cavidade central, CC (roxo). (C) Poses
de docking apos a segunda rodada de buscas. Cada um dos sitios anteriores é dito como tendo dupla
ocupdncia se o volume do sitio §V; é capaz de acomodar duas moléculas de sevoflurano. (D) Niimero de
poses de docking para ocupdncia simples (locc) e dupla (2occ), em ciano e cinza, respectivamente. (E)

Imagem representativa de interagdo molecular encontrada pelo algoritmo de docking.
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A possibilidade de dupla ocupancia foi tratada submetendo o conjunto de complexos
proteina-ligante, gerado pelo primeiro ciclo de docking, a uma nova rodada de buscas. Um sitio j
apresenta dupla ocupancia se seu volume §V;, definido na primeira rodada, é capaz de acomodar
duas moléculas de sevoflurano concomitantemente. Somou-se um total de 13.000 poses de segunda

ocupancia por conformacao.

11.5.1.2 Energia livre de ligacao e constantes de equilibrio

A partir dos sitios e ocupancia maxima identificados pela analise de docking, ha um limite
superior de 2x3*' estados da proteina ligada, O(n,,...,n,), potencialmente capazes de contribuir
para os efeitos mensurados de sevoflurano em Kv1.2. Com o objetivo de avaliar quantitativamente
a afinidade do ligante por cada um dos sitios e consequentemente a sua relevancia no mecanismo
de modulacgdo direta do canal, a energia livre de ligacao do anestésico aos sitios foi calculada via
FEP (cf. método: 11.3.3.1 ; protocolo: 11.4.3 ) utilizando os parametros (CHARMM) para

sevoflurano desenvolvidos por Barber et al.(Barber et al., 2014).

Os calculos de FEP foram realizados considerando sitios iguais em subunidades diferentes
como distintos. Todos as simulacdes de FEP partiram de configuragoes iniciais aleatérias dentre o
subconjunto de poses de docking pertencentes a um sitio, porém levando em consideracao o sistema
molecular composto por canal i6nico equilibrado na membrana, ligante, solvente e ions. No intuito
de aprimorar a estatistica e avaliar a convergéncia dos calculos de energia livre, no minimo duas
réplicas de cada configuracdo inicial foram simuladas. Além disso, para a maioria dos sitios, duas
ou mais configuracoes independentes foram simuladas. As energias das réplicas foram combinadas
e seu erro associado determinado utilizando respectivamente as equagdes 86 e 87 do algoritmo de
Simple Overlap Sampling (SOS, cf. topico 11.3.3.1 ). O tempo total de simulacdo, considerando as
trajetorias de FEP para ocupancia simples e dupla, em ambas conformacoes (F e A), somou

aproximadamente 2s.

Em detalhes, para o célculo de FEP da variacdo de energia livre ‘W*X(l j) referente a ligacdao

de um sevoflurano no sitio j do canal na conformagdo X= {F, A}, é realizada uma simulacdo na

qual o ligante é acoplado reversivelmente a um sitio vazio (cf. 11.3.3.1 ). J& para o caso da dupla

ocupancia, W (2 j) € computado em duas etapas: primeiramente pelo célculo de W (1 i)

seguido da ligacao do segundo anestésico em um sitio ja ocupado pelo ligante, i.e. W}(Z j|1 j) . Por
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se tratar de uma funcdo de estado, é possivel estimar W}(Z j) de maneira que
W*X(2j):‘l/l/;(lj)+‘l/1/}(2j|lj).

Aqui, W, (1 ;e W (2 ;) indicam a variagdo de energia livre de ligagdo de um e dois
anestésicos na presenca de um viés (*) que restringe o volume disponivel para o ligante conforme
suas interacoes ndo-ligadas sdo desacopladas. Esse recurso assegura que o sistema permaneca em
um estado bem definido durante a trajetéria. Naturalmente, a restricdo aplicada influencia o volume
efetivo amostrado na simulacdao de FEP e, consequentemente, a variacdo de energia livre de ligacdo
calculada para determinado sitio j. Conforme mencionado no topico 1.4.2. , e explorado com
detalhes no artigo de Roux et al.,(Roux et al., 1996) a escolha do viés, na forma de um potencial
harmonico, que menos interfere no calculo da variacdo de energia livre, utiliza como parametros a

posicdo média de equilibrio dos n; ligantes no sitio j, (R «(n' J)> , @ suas respectivas flutuacoes

quadréticas médias, (SR (n' j)]2> , tal que as constantes de forga aplicadas k(n' j) sejam:

37"
([OR, (1))

37"

kx(lj): m

’kX(nj):

Tais parametros foram aqui estimados a partir do espaco de poses de docking. As constantes de

forca resultantes variam entre 0,03 e 1,4 kcal.mol™.A~ e estdo indicadas nas tabelas 3 e 4.

Os célculos de FEP realizados fornecem a variacao de energia livre associada a transferéncia
do ligante da fase gasosa para o sitio de ligacdo. Para conhecer esse valor relativo a transferéncia
do anestésico do banho para o sitio em questdo, utiliza-se o ciclo termodinamico ilustrado na
Figura 15. Segundo essa estratégia, a variacdo de energia livre gas — banho, quando se acoplam as
interacoes do ligante em agua, é somada a variacao de energia gas— sitio, de acoplamento do
ligante no sitio. A variacdo de energia livre relativa a transferéncia gas — agua, calculada conforme
descrito no tépico 11.4.3 , somou 0,1 kcal.mol™. Essa quantidade se traduz como o excesso de

potencial quimico do ligante na equacao (18).

O conjunto de energias livre e constantes de ligacdo derivadas das simulacoes de FEP

podem ser analisadas nas tabelas 3 e 4 abaixo:
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Tabela 3: Energias e constantes de

conformacgdo fechada de Kv1.2.”

ligagdo de uma e

duas moléculas de sevoflurano

ao sitio j na

sito k(1) W,(1)te K(0,..1..0) AGL0,..1.0)
ST 1 0238 -54:02  2,84E-01 3,3 0238 50403  -104+£05  2,06E-02 5,9
L| 2 0069 -61:03  593E+00 5,2 0,080 -45£02  -106+05  1,01E+00 8,2
S| 3 0093 -53:02  9,89E-01 41 - - - - -
£ 4 0171 -60£02  1,9E+00 -4,2 0144  -48+02  -108404  149E-01 71
2] 5 0044 44303  654E-01 3,8 0,107 44402  -88+05  6,19E-02 6,5
S| 6 0052 39:03  225E01 3.2 0063  63%02  -102+05  1,00E+00 8,2
£ 7 0069 -61:02  589E+00 5.1 0239 71403  -132£05  1,34E+01 9,7
B 8 0244 -80£02  220E+01 -5,9 0,03  -60£02  -14£04  2,97E+01 -10,2
B 9 0058 -64+02  1,26E+01 5,6 0059  67%02  -131:04  1,19E+02 11,0
10 0047 -16£04  541E-03 1,0 0055  -37%03  53%07  3,81E-04 35
o 11 0049 -44+02  557E-01 3,7 0,147  -26+03 70405  134E-03 43
12 0,703 -55:03  6,63E-02 25 - - - - -
13 0034 -30£03  9,35E-02 2,7 0025 39403  -69:06  344E-02 6,2
14 0,106 -7.6£02  392E+01 -6,3 0098  -73%02  -149£04  503E+02 11,9
E| 15 0203 -54:02  2,08E-01 3,2 0150 54403  -108+0.5  552E-02 65
S 16 0047 -35:04  1,30E-01 29 - - - - -
170047 -08+03  1,37E-03 0,2 - - - - -
18 1356 3207  1,05E-08 6.8 - - - - -
gl - - - - - - - - -
200 - - - - - - - - -
21 1272 13%05  2,85E-07 48 - - - - -

*Unidades de constante de forga kF(lj) , W;(lj)ie , K:(0,... lj...()n) e AG,°(0,... lj...(),,) sdo respectivamente
keal/mol/A?, keal/mol, mM™" e kcal/mol. Para dupla ocupéncia, as unidades de k (2), W;(ZJ.)i €, K;(0,... 2,..0 )

Jj Uy

e AGFO(Ol...Zj...On) sdo kcal/mol/A?2, kcal/mol, mM e kcal/mol.
Tabela 4: Energias e constantes de ligacdo de uma e duas moléculas de sevoflurano ao sitio j na

conformagdo aberta de Kv1.2. As mesmas nomenclaturas e unidades da Tabela 3 sdo empregadas.

w,(1)te K(0,..1..0) AG'(0,..1..0)

Sitio k,(1)

j n

8 1 0,238 -4.1+0.2 3,17E-02 -2,0 0,238 -5.6 £0.2 -9.7£0.2 6,31E-03 -5,2
‘5 2 0,243 -45x0.2 6,02E-02 -2,4 0,155 -6.7+0.2 -11.2+04 1,46E-01 -7,1
E’ 3 0,283 -4.7+0.2 6,74E-02 -2,5 0,144 -4.8+0.2 -9.5+0.4 7,41E-03 -5,3
é 4 0,253 -5.7x0.2 4,29E-01 -3,6 0,142 -6.3+0.2 -12+£0.4 6,01E-01 -7,9
@ 5 0,108 -3.8+0.3 6,27E-02 -2,5 0,140 -5.1+0.3 -8.9+0.6 1,19E-02 -5,6
5 6 0,045 -6.4+0.2 1,84E+01 -5,8 0,105 -8.1+0.2 -145+04 8,49E+02 -12,2
ﬁ 7 0,127 -7.8+0.3 4,17E+01 -6,3 0,158 -7.3£0.2 -15.1£0.5 2,69E+02 -11,5
% 8 0,050 -6.9+%0.2 3,70E+01 -6,2 0,109 -6.1+0.2 -13+£0.4 5,55E+01 -10,6
N 9 0,033 -6.7%0.3 4,86E+01 -6,4 0,072 -5.2+0.2 -11.9+0.5 2,94E+01 -10,2
10 0,070 -3.5+0.3 7,28E-02 -2,5 0,371 -2.7+0.2 -6.2 £0.5 5,59E-05 -2,4
2 11 0,112 -14+0.4 1,04E-03 0,0 0,117 -1.3+04 -2.7+0.8 4,25E-07 0,5
>~ | 12 0,139 -3.3+0.3 1,85E-02 =157 0,076 -4.7£0.4 -8+0.7 4,50E-03 -5,0
13 0,111 -48+0.3 3,25E-01 -3,4 0,098 -4.0+0.4 -8.8+0.7 1,65E-02 -5,8
14 0,137 -6.1+0.2 2,11E+00 -4,5 0,074 -9.8£0.3 -15.9£0.5 2,92E+03 -12,9
§ 15 0,118 -22+0.3 3,68E-03 -0,8 0,711 -0.5+04 -2.7+£0.7 2,61E-08 2,2
% 16 0,143 -79+0.2 4,15E+01 -6,3 - - = = =
17 0,113 -5.2+0.2 6,22E-01 -3,8 0,303 -5.2+0.3 -10.4 £0.5 4,39E-02 -6,3
o 18 0,530 1504 7,57E-07 4,3 - - - - -
E 19 0,453 -0.8+0.4 4,63E-05 1,8 - - - - -
5 20 0,283 -0.8+04 9,36E-05 1,4 - - - - -
21 0,332 -42x0.5 2,28E-02 -1,9 - - - - -
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Como pode ser observado nas tabelas, as constantes de ligacdo variam de sitio para sitio e
entre conformagdes, estando distribuidas entre 10® mM™ e 10°> mM™. Apesar dessa heterogeneidade,
para o estado fechado (F) é possivel perceber uma tendéncia de afinidades decrescentes na
sequéncia: interface S4-poro (S4Pore) > S4S5-linker > interface hélice S6 e hélice-P (S6P-helix) >
dominio sensor de voltagem (VSD) ~ cavidade central (CC) > face extracelular (Ext face).
Diferentemente, para o estado aberto (A), a sequéncia decrescente de afinidades que se destaca é
S4S5-linker > S4Pore > S6P-helix > VSD ~ CC > Ext Face. Nota-se que, em casos como no sitio
S4S5linker e S4Pore, a constante de ligacdo para dois anestésicos é ainda maior que aquela da
ocupancia simples. Tal fato sugere efeitos de saturacdo mesmo com ocupancias truncadas em

max

nj

=2 . Em contrapartida, para ambas conformacoes, o sitio da face extracelular préximo ao filtro

de seletividade apresenta energias positivas, além de nao ser capaz de acomodar dois ligantes.

Conclui-se portanto tratar-se de um falso positivo fornecido pelo algoritmo de docking molecular.

Ainda a respeito da distingdo da interacdo do ligante com os estados aberto e fechado da
proteina, é interessante tentar compreender a afinidade diferencial do sevoflurano por determinados
sitios em termos das caracteristicas fisico-quimicas de cada deles. Para tanto, analisou-se o final da
trajetoria de equilibracdo que antecede o calculo de FEP. Nessa condicdo, o sistema compreende
proteina, ligante, agua, ions e lipidios. Ao fim de 6000 passos de minimizacdo e simulacao de
equilibrio, observou-se a polaridade de residuos de aminodcidos préximos ao sevoflurano, bem
como a presenca de moléculas de 4gua distantes até 5A do centro geométrico do sitio (Figura 17).
Como ha mudancas conformacionais na proteina entre os estados F e A, é possivel que essas
caracteristicas sofram alteracGes. Com a analise, percebe-se que os sitios de maior afinidade (a
saber, S4S5linker, S4Pore e S6P-helix) sdo sitios em geral anfifilicos, desidratados e acessiveis a
lipidios. Enquanto os sitios CC, VSD e Ext face sdo principalmente cavidades polares e/ou

amplamente hidratadas.
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FECHADO ABERTO
Polaridade Polaridade  H,O a 5A

S4Pore VSD S4S5linker S6P-helix CC

Ext face

Figura 17. Detalhe das interacées moleculares entre sevoflurano e seus sitios de ligacdo em Kv1.2
nas conformagées F (esquerda) e A (direita). De um lado a superficie molecular de cada sitio é
colorida por caracteristica fisico-quimica: cinza para residuos hidrofobicos, verde para polares ndo
carregados, azul e vermelho para residuos carregados positivos e negativos, respectivamente. Ao lado
de cada superficie, o mesmo sitio é representado, ilustrando todas as moléculas de dgua em um raio de

54 do centro do sitio. Imagens dos sistemas moleculares cedidas por Leonardo Cirqueira.
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11.5.1.3 Distribuicao espacial do ligante nos estados aberto e fechado de
Kv1.2

Uma breve andlise da distribuicdo e nimero de poses de docking, bem como das afinidades
do ligante pelos sitios, sugere a existéncia de dependéncia conformacional na interacdo de
sevoflurano por Kv1.2. Entretanto, em principio, € dificil garantir que as diferencas sejam oriundas
exclusivamente da mudanca de conformacdo F <~ A. O emprego de docking molecular como
ferramenta para encontrar sitios de ligacdo e distribui¢des locais do ligante nestes, apesar de rapido,
nao é sem suas limitagoes (cf. topico IV.1). Embora a maioria das deficiéncias do algoritmo tenham
sido tratadas, falsos negativos (i.e. falhas do algoritmo de docking em encontrar poses em sitios de
facto) ainda precisam ser melhor explorados. Ainda, as distribui¢6es locais geradas pelo docking
impactam diretamente o volume efetivo amostrado durante as simulacdes de FEP ao definirem as
constantes de forca que agem no ligante em cada sitio. Conquanto solucOes alternativas sejam
propostas no capitulo IV.1, almeja-se aqui quantificar a dependéncia conformacional da ligacdo de
sevoflurano em sitios cujas distribuicdes espaciais amostradas nas trajetorias de FEP sejam
comparaveis, embotando a critica a respeito da qualidade da amostragem. Dessa forma, a presente
analise parte de espacos igualmente bem amostrados e define um limite inferior para a possivel
dependéncia conformacional da ligacdo do anestésico. A quantificacdo da sobreposicao (overlap) do
espaco de coordenadas do ligante foi feita segundo descrito no capitulo 11.3.4 e pode ser analisado

na Figura 18 abaixo.

Todos os sitios do estado fechado que tém sua contrapartida no estado aberto apresentaram
valores de overlap préximos ou maiores que 0,5, a excecdo do sitio S4Pore nas subunidades 2 e 3
do canal. Nesses dois sitios, a sobreposicdo entre as distribuicdes espaciais ficou abaixo de um
limiar arbitrario de 0,4 — metade do valor maximo de overlap para esse conjunto de dados.
Considera-se portanto que, para esses dois sitios, a dependéncia (ou nao-dependéncia)
conformacional nas energias de ligacdo tem maiores chances de serem frutos de falhas na
amostragem do espaco. Para todos os outros sitios porém, a cobertura das trajetdrias se sobrepoe em

grande parte, servindo como suporte procedente para a hipétese da dependéncia conformacional.

Além da compatibilidade entre amostragens nos calculos de energia livre, regides da
proteina que apresentam grandes flutuacdes estruturais entre os estados F e A sdo candidatas
promissoras, embora ndo obrigatoérias, a sitios com afinidade diferencial por sevoflurano. Assim, o
desvio quadratico médio entre as conformacoes estudadas foi medido, ap6s eliminar translaces e
rotacOes entre os sistemas por meio da otimizacdo da sobreposicao de segmentos essencialmente

estaticos, i.e. hélices S1, S2, S3 e hélice-P. Nessas condicdes, nota-se que os sitios avaliados se
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encontram proximos de regides que flutuam acima de 4A entre as conformacdes aberta e fechada,
excetuando-se S6P-helix e Ext face. A distribuicdo do ligante nas simulaces de FEP nas estruturas

coloridas segundo a mudanga conformacional é mostrada na Figura 18A.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
CC S6P-helix S4S5 linker VSD S4Pore Ext face

Figura 18. Andlise da sobreposicdo sitio-especifica da distribuicdo dos centros geométricos do ligante.
(A) Distribuicdo das posi¢ées amostradas durante simulacées de FEP de cada sitio, para 1 e 2
sevofluranos interagindo com estados fechado (pontos laranjas) e aberto (azul claro) de Kv1.2. Apenas
os centroides do ligante, representados por pontos, sdo mostrados. As estruturas de Kv1.2 estdo coloridas
de acordo com o RMSF entre os estados F e A a fim de indicar regides flexiveis da proteina. A escala
azul-branca-vermelha indica desde regibes virtualmente estdticas (azul) a regioes de flutuagdo superior a
agitacdo térmica, cujo RMSF >4A (vermelho). Nota-se que a maioria dos sitios encontrados, a excecdo
dos sitios S6P-helix e Ext face, se encontram em regibes flexiveis da proteina. (B) Sobreposigdo sitio-
especifica da amostragem de FEP nas conformagées F e A. A linha tracejada indica o limiar de 0,4 para

os valores de sobreposigdo.
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1.5.1.4 Probabilidades de ligacao concentracdao-dependente de

sevoflurano a Kv1.2 e efeitos de saturacao

De posse das afinidades e constantes de ligacdo a cada sitio, quis se verificar se sevoflurano
€ capaz de se ligar ao receptor em concentracoes de 1mM, 10mM e 100mM. Para tanto, retoma-se a
equacdo 19, onde a probabilidade de um determinado estado Oy(n,,...,n,), px(n,,...,n,), é escrita

como fungdo das constantes de ligagdo Ky(n,,...,n;) e da concentragdo do ligante no banho

—(ny+...+ny)

. Assim, as constantes de ligacdo para todos os estados possiveis foram reconstruidas a
partir das constantes de ligacdo de cada sitio individualmente ocupado por 1 ou 2 ligantes. Isso se
torna possivel ao empregar uma aproximacao de sitios independentes, de forma que o cémputo da
constante de ligagdo de cada um dos 3*' estados acessiveis é feito a partir do produto de cada
constante individual, Ky(n,,0,...,0,)x...xK(0;...,0,_;,n,) (equacdes 31 e 32). A enumeragdo e
classificacdo em ordem decrescente dos 10 estados mais provaveis, em funcdo da concentracao, em

cada uma das conformagdes de Kv1.2 podem ser analisadas na figura 19.

Mesmo com overlap comparavel aos demais, para as duas subunidades com poses em
ambos estados, o sitio da face extracelular foi desconsiderado nas andlises subsequentes em vista da
sua baixa afinidade por sevoflurano, como demonstrado por valores de energia positivos e

constantes de ligagdo da ordem de 107 mM™.

A 1mM, as probabilidades sao amplamente dominadas pelo estado vazio do canal. Apenas
uma pequena fracdo dos estados possiveis apresentam probabilidade ndo negligenciavel,
particularmente os sitios S4Pore na conformacao fechada, e sitios S4S5liker na conformagao aberta.
Em contrapartida, a 10 e 100mM ha uma maior distribuicdo das probabilidades entre sitios

ocupados por diferentes nimeros de ligantes.

A importancia relativa de cada sitio na ligacdo a sevoflurano é evidenciada pela
probabilidade do sitio ; estar ligado a n; moléculas de anestésico, py(n;), em cada uma das
concentracoes analisadas, Figura 20. Essa quantidade é obtida pelo somatorio das probabilidades de
estado py(n,,...,n,) que satisfazem a condi¢do de apresentar n; ligantes no sitio j (cf. equagdo

(22),t6pico 1.4.4.)
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Figura 19. Probabilidade dos estados ligados a sevoflurano p.(n,,..,n) em diferentes
concentragées do ligante no banho. Valores das probabilidades foram ordenados de forma
decrescente. Os 4 estados mais provdveis, dentre os 3" possiveis, sGo mostrados no interior de
cada grdfico, tal que a primeira linha corresponde a configuragcdo mais provdvel (primeira barra
no eixo x) e a ultima ao quarto estado mais provavel (quarta barra). A correspondéncia entre os
indices que compdem um estado e seus respectivos sitios é indicada abaixo dos grdficos, separado

também por alterndncia de cores.

Inspecao da figura 20 reitera a percepcao de que a 1mM a probabilidade é dominada pelo
estado vazio em ambas conformacdes, enquanto a concentracdes mais altas, a contribuicdo dos
sitios se torna mais evidente. E também patente a probabilidade diferencial dos sitios nas
conformacoes fechada e aberta. Na primeira, predomina a ligacdo de sevoflurano aos sitios S4Pore,
S4S5linker e em menor extensdao S6P-helix. Na segunda, ha uma clara prevaléncia do sitio
S4S5linker, seguida pelo sitio S4Pore. Observa-se ainda que, para uma mesma concentracdo de
sevoflurano, os sitios da conformacdo aberta apresentam probabilidades de ocupancia dupla

comparativamente maiores que as do estado fechado.

Apesar da complexidade das probabilidades sitio-especificas, pode-se perceber que ha maior
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afinidade pelo estado aberto em detrimento do fechado ao analisar a probabilidade de n ligantes
em todo o canal, py(n) (Figura 20, B). A distribui¢do de p,(n) é notadamente deslocada para a
direita quando comparada com pg(n), observagdo que se reflete também no niimero médio de

ligantes em A aproximadamente duas vezes maior que em F em todas as concentracdes analisadas.
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Figura 20. Probabilidades marginais de ligacdo de sevoflurano nos estados F e A em concentragdes

crescentes de sevoflurano no banho. (A) Probabilidades marginais p,(n;) de se ter n,=0 (cinza), n,=1
(azul escuro) e n =2 (azul claro) em cada sitio j , independentemente da ocupdncia dos demais sitios. (B)
Probabilidade p,(n) de se ter n ligantes interagindo com o receptor, independentemente da distribui¢do

especifica desses n ligantes pelos sitios. O niimero médio de ligantes (n,) nas conformagdes F e A estdo

destacados nos grdficos de (B).

A intrincada interagdo de sevoflurano com Kv1.2 foi também representada
tridimensionalmente pelo mapeamento de py(n,,...,n,) na densidade espacial do ligante p}(R)
para cada sitio j,como descrito nas equagoes (25) e (26) (Figura 21 A). Na pratica, pﬁ(R) é
estimada repesando, para cada sitio, a densidade de equilibrio pX(R|nj) aproximada como a
distribuicdo de poses de docking, pela probabilidade py(n j) de n; ligantes no sitio j. Ainda na

figura 21 B, sdo mostradas as projecoes das densidades no eixo transmembranico z (cf. equacao 27).
As projecoes tornam claras a maior densidade de sevoflurano na conformacdo aberta em

comparacao com a fechada, e a distin¢do entre os padroes de interacdo do ligante com as diferentes
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conformacdes da proteina.
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Figura 21. Representacdo da probabilidade espacial de ligagdo de sevoflurano nos estados
fechado e aberto em diferentes concentracdes do ligante. (A) A estrutura média de cada
conformagdo do canal, estimada a partir de trajetorias de equilibrio, estd representada em branco.
Em laranja e azul na mesma imagem, sdo representados p’,(R), ou a densidade de equilibrio de
sevoflurano em cada sitio( p,(R|n ,) ), repesada pelas probabilidades marginais pX(n,.) (B)

Projegdo das densidades apresentadas em (A) ao longo do eixo transmembranico z, p’(z).
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I1.5.2 Sevoflurano impacta a energética do canal em baixas concentracoes.

Os resultados obtidos a partir de py(n;) e py(R) mostram uma dependéncia
conformacional da interagdo de Kv1.2 com sevoflurano. As implica¢des dessa interacdo podem ser
melhor apreciadas examinando sua influéncia no equilibrio das duas conformacdes, F e A. Nesse
contexto, quantificou-se o efeito do anestésico na probabilidade de abertura p, (V) de Kv1.2 na
presenca de 1mM, 10mM e 100mM de sevoflurano. Particularmente para Kv1.2, resolveu-se a

equagdo 53 para V,,=—15,1mV (Liang et al., 2015) e fungdes de particio Z.(n,,...,n,) e

Z,(ny,..,n,), tal que Z,(n,,..,n)= > p"**"“K,(n,,..,n,) contempla todos os estados

n,....,n;

ligados (Figura 22).

S— pO(V) experimental controle (sem sevo)
- —— Experimental ImM sevoflurano f—
T Calculado 1mM sevoflurano
—— Calculado 10mM sevoflurano
- Calculado 100mM sevoflurano
0.8 -
S
~ 0.6
Q B
04
02
0 ' I

-60 -40 -20 0 20
Voltagem (mV)

Figura 22. Probabilidade de abertura do canal ionico dependente de voltagem Kv1.2 na presenca de
sevoflurano em diversas concentracées. As curvas em preto e azul sdo provenientes de dados de
eletrofisiologia e fornecem os pardmetros experimentais V ,,,=—15,1mV (preto)e V,,=—21,9mV (azul),
e AQ=3,85¢,, que melhor ajustam a curva de Boltzmann de dois estados (equagdo 46) aos dados, segundo

Liang e colaboradores (Liang et al., 2015). Em vermelho, verde e amarelo, estdo respectivamente as

probabilidades de abertura calculadas pelo formalismo apresentado (equagdo 53) para sevoflurano a 1mM,
10mM e 100mM. Os parametros V,,, e AQ para as curvas calculadas sdo os mesmos da curva experimental

para o canal na auséncia de sevoflurano.
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Solucédo das equagdes 46 e 53 mostra que a ligacdo de sevoflurano ao canal Kv1.2 produz
um deslocamento da curva de probabilidade de abertura, p,(V), para a esquerda de forma
concentragdo-dependente. A ImM, 10mM e 100mM, p, (V) foi desviada aproximadamente -1mYV,
-5mV e -30 mV do valor experimental controle (sem sevoflurano). Tal deslocamento indica que a
voltagens mais hiperpolarizadas um maior numero de canais ionicos dependentes de voltagem
Kv1.2 estariam abertos. Mais do que isso, empregando o formalismo desenvolvido para um modelo
simples (embora ndo trivial) de dois estados é possivel recuperar o resultado experimental entre
10mM e 20mM de sevoflurano, apenas uma ordem de grandeza acima da concentracdo utilizada

nos experimentos de eletrofisiologia.

Para uma concentracao fixa de 100mM de sevoflurano no banho, decidiu-se analisar as
contribuicdes de cada um dos sitios na energética do canal (Figura 23). Assim como, no limite da
aproximacdo de sitios independentes, as constantes de ligacdo para estados multiplamente
ocupados podem ser fatoradas como o produto de constantes de ligacdo individuas (cf. equacdo

31). Também as funcdes de particdo associadas podem ser decompostas tal que:

Zy(ny,...,n.)=Z,(n,,0,,..,0)X..XZ (0,,...,0__,,n) . (100)

Dessa forma, a razdo entre as funcdes de particdo calculadas para um mesmo sitio nas

Zp(04,...,1;,...,0
Z,(0,...,n,...,0

conformacgoOes aberta e fechada S) , mostradas na figura 23A podem assumir

50
valores 0<x<1 quando estabilizam a conformacdo aberta; x=1 quando ndo ha dependéncia

conformacional; e x>1 quando ha estabilizacao no estado fechado.

Segundo essa andlise, os sitios de menor afinidade, i.e. cavidade central (CC), dominio
sensivel a voltagem (VSD) e face extracelular (ext face), ndo apresentam dependéncia
conformacional e se concentram em torno do valor 1 da abscissa. Diferentemente, os sitios
S4S5linker e S4Pore sdo os principais componentes estabilizadores da conformacdo aberta,
contrastando com a ligeira estabilizacdao da conformacao fechada pela ligacao ao sitio S6P-helix.
Tal padrdo de estabilizacdo é refletido nas curvas de p,(V) sob efeito da ligagdo em cada sitio,
mostradas na figura 23 (B e C). Nota-se ainda que sevoflurano tem maior afinidade por uma das
subunidades do sitio S4Pore no canal fechado. Entretanto, como pode ser observado na figura 23
(A), esse também é um dos sitios de menor overlap entre amostragens de FEP (cf. Figura 18). Nao
obstante, o efeito global do sitio S4Pore (Figura 23, C) favorece a estabilizacdo da conformacao
aberta quando o efeito do anestésico ligado as quatro subunidades é agrupado. A analise da

decomposicdo dos efeitos sitio-especificos torna ainda mais evidente a ndo trivialidade da
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modulacdo de proteinas de membrana por pequenos ligantes, aqui ilustrada pela interacdo de

sevoflurano com Kv1.2.

1 -
A L Vv Cavidade central
0.8 L 0 <] Extface
: x O S6P-helix
— r A é W S4S5linker
@ 06 g BE A ¢ V5D
. = : A S4Pore
< ¥
> h
o

Po(V)

Voltagem (mV)

Figura 23. Decomposicdo do efeito de sevoflurano no equilibrio F ~A. (A) Decomposi¢do da contribuigcdo
de cada sitio na energética do canal Kv1.2, medido pela razdo das fungdes de partigdo individuais (cf.
equacdo 100). Valores entre 0 e 1 indicam estabilizacdo do estado A; valores iguais a 1 sdo indiferentes; e
valores maiores que 1 indicam estabilizacdo do estado F. (B) Probabilidade de abertura de Kv1.2
calculadas a partir das razées em (A). Em preto estd a curva experimental controle (sem sevoflurano) para
referéncia. (C) Mesma andlise de (B) agregando os efeitos de sitios iguais em subunidades diferentes. Em
todas as figuras, a concentragdo de sevoflurano no banho foi de 100mM, a fim de facilitar a visualizagdo
dos dados. Sitios proximos de regides flexiveis da proteina sdo destacados em vermelho, enquanto sitios em

regioes mais estdveis sdo mostrados em cinza.
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I1.5.3 Sitios e Afinidades Recapitulam Dados Experimentais Independentes

Os resultados aqui apresentados mostram que sevoflurano se liga ao canal Kv1.2 em
diversas concentracoes, preferencialmente nos sitios S4S5Linker, S4Pore e S6P-helix. Analise
desses resultados a luz de dados experimentais revelam que estes sdo consistentes com
experimentos recentes de mutagénese e de marcacdo de Kv1.2 com moléculas anestésicas
fotoativas.

Em um desses estudos, Woll et al. desenvolveram um andlogo fotoativo de sevoflurano
capaz de modular Kv1.2 de forma semelhante a molécula original.(Woll et al., 2017) Essa nova
molécula, azisevoflurano, se liga covalentemente a um residuo de aminoacido préximo quando
irradiada com luz ultravioleta. Entre outras estratégias, a confirmacdo de que a regido marcada pela
molécula fotoativa é a mesma do anestésico parental é feita via experimentos de competicdo, de
forma que se sevoflurano protege contra a ligacao do andlogo marcador, sugere-se que aquele é de
fato um sitio de ligacdo. A identidade dos aminoacidos marcados pode ser subsequentemente
identificada por espectrometria de massa.(Woll et al., 2016)

Nesse experimento com azisevoflurano e Kv1.2, foi sugerido que o anestésico se liga ao
linker-S4S5 e a hélice S6, particularmente aos residuos de aminoacido Leu317 e Thr384.
Corroborando os achados, a mutacao Leu317Ala abole a potenciacao dependente de voltagem de
Kv1.2 por sevoflurano. Ambos residuos sao proximos dos sitios S4S5linker e S6P-helix, definidos
nesta tese (Figura 24).

Destaca-se também o estudo com a mutagdo pontual do linker-S4S5, Gly329Thr (discutida
no topico I1.1.4.3).(Barber et al., 2012c) Essa mutacao converte a curva de probabilidade de
abertura de Kv1.2 na curva registrada para um canal relacionado, K-shaw?2. Tanto K-shaw?2, quanto

Kv1.2-Gly329Thr tem valores de V,,, maiores que o de Kvl.2 selvagem, porém o efeito

dependente de voltagem do anestésico é amplificado consideravelmente. Os efeitos medidos no
mutante sugerem uma regido relevante na modulacao de Kv1.2 por sevoflurano. Como pode ser
observado na figura 24, o residuo Gly329 encontra-se proximo ao sitio S4S5linker, um dos sitios

de maior afinidade apontado neste trabalho.
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Figura 24. Distdncias médias entre sevoflurano e residuos de aminodcido sugeridos por experimentos,
nas conformacdes F e A de Kvl.2. Sdo mostradas na imagem as distancias médias entre sevoflurano
ligado ao sitio S6P-helix e o residuo de Thr384; e as distdncias médias entre sevoflurano quando ligado ao
sitio S4S5linker e os residuos Gly329 e Leu317. A média das distdncias foi calculada a partir do conjunto

de poses de docking pertencentes a cada sitio.
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III. CONCLUSOES

Aplicou-se aqui a teoria desenvolvida no capitulo I a estudos estruturais da ligacao do
anestésico geral sevoflurano as conformagoes fechada (F) e aberta (A) do canal idnico dependente

de voltagem humano Kv1.2. A interacdo do anestésico com Kv1.2 foi analisada para concentragoes
do ligante de 1mM, 10mM e 100mM, para sitios de ligacdo ocupados por no méximo n}“=2.A

identificacdo dos sitios é empreendida por uma abordagem que combina buscas massivas de
docking molecular com calculos de energia livre. Este ultimo tem por objetivo obter estimativas
mais acuradas das energias de ligacdo do anestésico aos sitios de interacdo.(Deng et al., 2015) Nao
obstante as limitacdes do método de busca de sitios (IV.1), a andlise foi realizada em regides
igualmente amostradas e comparaveis nas conformacdes F e A (cf 11.5.1.3).

Os resultados apresentados sugerem que o anestésico se liga com afinidade diferencial as
duas conformacdes. Apesar de um padrdao de interacdo comparavel, analise da influéncia de cada
sitio evidencia a complexidade do padrao de ligacdo de sevoflurano, contribuindo componentes que
estabilizam o estado fechado e outras que estabilizam o estado aberto. Ainda, o efeito global das
contribuicdes acabam por estabilizar mais fortemente a conformacao aberta do canal, aumentando a
probabilidade de abertura, traduzida na forma da curva de probabilidade de abertura deslocada para
a esquerda, a voltagens menos despolarizadas (I.5.2 ). E interessante ressaltar que, porquanto
mecanismos de modulacdo indireta ou efeitos mais complexos possam contribuir para a modulacao
desses alvos por anestésicos, o presente modelo simples (posto que ndo trivial) de dois estados é
capaz de recuperar os efeitos dependentes de voltagem em concentracdes um ordem de grandeza
acima da usada experimentalmente (Figura 22).

Para além deste sistema especifico, o trabalho oferece uma nova abordagem para se
considerar e analisar quantitativamente a modulagdo alostérica ndo s6 de canais idnicos, mas de
proteinas em geral, visto que a metodologia pode ser transposta para outros sistemas. Estratégias
tradicionais apresentam limita¢cOes quando se trata de sistemas com multiplos sitios de ligacdo nao
idénticos, como os descritos. Em geral, tais métodos fornecem afinidades globais obtidas a partir de
medidas indiretas, como por exemplo curvas de dose-resposta, e modificacdes na corrente ionica de
canais i6nicos medidas na presenca do ligante (parte da motivacdo deste estudo). Diferentemente, a
metodologia apresentada possibilita obter a afinidade e impacto funcional de sitios individuais,
cujas contribuicdes podem ser combinadas a fim de descrever os macroestados acessiveis aos
experimentos. Assim, em funcdo da descricdo estrutural com resolucdo atomistica do estudo,

espera-se que este possa ajudar a racionalizar e propor novos experimentos.
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IV. LIMITACOES E PERSPECTIVAS

IV.1. Limitacoes da amostragem por docking molecular

O estudo parte da premissa que buscas de docking molecular sdo capazes de descrever
acuradamente a distribuicao local dos ligantes nos sitios. Entretanto, trés limitacdes bem
documentadas do método devem ser mencionadas: (i) o tratamento rigido dos angulos e ligacoes da
proteina; (ii) falsos resultados positivos (poses de docking em regides de baixa/ndo afinidade) e (iii)
falsos resultados negativos (falha em registrar sitios que existem).(Deng et al., 2015) A questao (i)
é tratada pela busca extensiva de poses de docking em varias estruturas de equilibrio do receptor.
Essa estratégia fornece uma alternativa eficiente para inclusdo da flexibilidade das cadeias laterais
dos residuos de aminoacido da proteina. Apesar dos esforcos para incorporar flutuacdes estruturais
da proteina e do ligante, é possivel que nem todos os sitios tenham sido amostrados corretamente.
Questdes (ii) e (iii) sdo ambas resultantes de deficiéncias da scoring function na estimativa da
energias de solvatacdo do ligante. Porém, enquanto falsos positivos sdo identificados pela
estimativa da afinidade da molécula pelo sitios via calculos de FEP (e.g. sitio Ext face), falsos

negativos nao sao tratados.

Possiveis solucdes para (iii) incluem combinar resultados de diferentes algoritmos de
docking, com algoritmos de busca e scoring functions diversos. Outras formas de amostragem,
como simulacdes de flooding também podem ser empregadas. Nesse tipo de estudo, longas
simulagcOes do receptor com concentracao explicita do ligante sdo realizadas, até que as moléculas
de ligante se particionem pelo sistema. Tais simula¢des implicam um custo computacional grande
para que se alcance o equilibrio. Em contrapartida, o método de flooding é interessante pois
permite a amostragem do espaco por importancia, livre de hipdteses prévias a respeito da
localizagdo e ocupancia dos sitios. Nota-se que para que essa outra forma de amostragem seja

incorporada, faz-se necessario adaptar a teoria apresentada em I.4. (em andamento).

IV.2. Modelo simplificado de dois estados

Os resultados mostram claramente a existéncia de dependéncia conformacional na ligacao
de sevoflurano aos estados aberto e fechado do canal. Conquanto a diferenca de afinidade de

sevoflurano pelos estados F e A seja capaz de explicar grande parte do efeito voltagem-dependente
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na probabilidade de abertura de Kv1.2, esta ndo recapitula o aumento na condutancia maxima. Para

tanto é necessaria a inclusdao de outros estados conformacionais (equacdes 56e 58, capitulo 1.4.9.).

Em sistemas experimentais, a condutancia maxima de um canal idnico dependente de
voltagem é funcdo do numero de canais funcionais presentes na membrana, da probabilidade
maxima de abertura do canal (independente de voltagem) e da condutancia unitaria (equagoes 61 e
62). Assim, em principio, alteracdo em qualquer um desses fatores, separadamente ou combinados,
poderia contribuir para o aumento de G, . Dada a escala de tempo, da ordem de segundos, da
acdo do anestésico no organismo, é improvavel que o aumento da expressdo de canais de potassio
seja responsavel pelo efeito na condutancia maxima. Complementarmente, experimentos de patch-
clamp, realizados em canais individuais (single channel) na presenca de sevoflurano também

exibem aumento em G, e igualmente excluem a hipotese do aumento do numero de canais

X

expressos na membrana. Esse mesmo estudo indica que a ligacdo do anestésico ndo acarreta
aumento da condutincia unitaria do canal de K*.(Liang et al., 2015) E sugerido portanto que o
aumento de condutancia maxima evidenciado pelo dado experimental (Figura 22, curva vermelha)
se deve principalmente a um aumento na probabilidade méaxima de abertura, voltagem-

independente, de Kv1.2.

Conhecendo os mecanismos intrinsecos de controle da conducao de ClIs, i.e. abertura ou
fechamento do gate hidrofébico e ativacao ou inativacao do FS, e lembrando que a abertura do
gate hidrofébico tem um componente fortemente dependente de voltagem, é razoavel propor que a
probabilidade de abertura maxima seja alterada pela modulacdao da entrada em estados inativos, ou
em estados intermedidrios. Uma hipdtese seria que a ligacdo do anestésico geral sevoflurano
estabilizaria o estado condutor, diminuindo a frequéncia da ocorréncia de conformagdes ndo
condutoras, consequentemente aumentando a probabilidade de abertura maxima do CI. Tais estados
no entanto ndo estdo completamente caracterizados. Um panorama para estudos futuros inclui a
caracterizagdo estrutural dessas conformagoes, seguida de investigacdes a respeito da influéncia do

anestésico no equilibrio entre estados aberto, fechado e ndo condutores.

IV.2.1. Estado nao-condutor: DSV ativado, poro fechado

Conforme mencionado em II.1.3.1, transicdes independentes em direcdo a ativacdo dos
quatro dominios sensiveis a voltagem (DSV), seguida por uma pequena transi¢ao cooperativa das
quatro subunidades precedem a abertura do poro de condugdo. Tal fato sugere que todas

subunidades de DSV devem estar na conformacdo ativada, antes que o poro se abra indicando
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independéncia entre os dominios do poro e DSV.(Blunck and Batulan, 2012b; Pathak et al., 2005;
Zagotta et al., 1994)

Simulacdes computacionais extremamente longas de Kv1.2 mostram ainda que o poro pode
transitar rapidamente entre conformacoes abertas e fechadas, mesmo quando o estimulo que abre o
canal est4 presente (i.e. em voltagens despolarizadas). Segundo os autores, isso se da em funcao da

desidratacdo e re-hidratacao transiente do poro.(Jensen et al., 2012)

Nesse contexto, Kv1.2 em um estado intermediario com dominios sensiveis a voltagem
ativados e poro fechado poderia constituir um alvo para interacdo com sevoflurano. Da mesma
forma, a desestabilizacdo desse estado ndo condutor poderia contribuir para o aumento observado

na condutancia maxima do canal.

IV.2.2. Estado nao-condutor: Inativacao do filtro de seletividade

Estruturas cristalograficas disponiveis para o canal de K" bacteriano KcsA demonstram um
filtro de seletividade (FS) constrito na regido da glicina 77 (Figura 11), caracterizando um potencial
estado de inativacao lenta do canal. Nessa estrutura, as carbonilas do residuo encontram-se voltadas
para fora do caminho de permeagdo, impedindo a coordenagao dos ions no FS.(Zhou et al., 2001)
Tal conformacao foi obtida a partir da cristalizacdo do CI submetido a baixas concentragdes de K".
Ainda, estudos recentes sugerem que o estado inativado do FS do canal é estabilizado pela
presenca de moléculas de dgua atrds do segmento do filtro de seletividade.(Ostmeyer et al., 2013)
Segundo os autores, as moléculas de agua formam pontes de hidrogénio com os grupos carbonila
de alguns residuos do FS, tornando-as indisponiveis para coordenar os ions no interior do filtro. A
estabilizacdo do estado pelas moléculas de agua justificaria as longas escalas de tempo necessarias
para a recuperacao da conducdo. Corroborando essa proposta, experimentos mostram que a
recuperacao do estado condutor do CI é acelerada quando este é exposto a condicdes de alto
estresse osmatico (2 molar de sacarose). Tal resultado se da pois altas concentracdes de soluto no

banho favorecem a saida das moléculas de dgua ligadas ao FS.(Ostmeyer et al., 2013)

A Gly77 constrita de KcsA é equivalente a Gly345 em Kvl1.2. Entretanto, estruturas
inativadas do filtro de seletividade de Kv1.2 ainda ndo foram obtidas por métodos estruturais de
alta resolucdo, como cristalografia de raio X. Ainda assim, é interessante investigar esse estado
conformacional em Kv1.2, dadas as semelhancas entre os dominios do poro de KcsA e Kv1.2, e
evidéncias experimentais da ocorréncia de inativacdao lenta nesse canal.(Baukrowitz and Yellen,

1995; Cuello et al., 2010b; Domene et al., 2008; Hoshi and Armstrong, 2013; Hoshi et al., 1991;
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Liu et al., 1996; Thomson et al., 2014) Assim como para conformacdes intermediarios, analise da
influéncia de sevoflurano na transicao para esse potencial estado pode fornecer esclarecimentos

acerca dos mecanismos de anestesia.

IV.3. Investigacao do Estado Inativado do FS de Kv1.2

Dada a hipétese de que sevoflurano estaria inibindo estados associadas a inativacdo lenta no
filtro de seletividade, faz-se necessario conhecer esses estados importantes no gate e na modulacao
de Kv1.2. Apesar de haver uma estrutura cristalografica potencialmente inativada para o canal
KcsA, o mesmo nao é verdade para descrigdes estruturais desse estado para o canal Kv1.2. Aqui,
simulacées de dindmica molecular, juntamente com métodos avancados de amostragem, foram

empregados para propor uma conformacao caracteristica do estado inativado no CIDV de interesse.

A fim de gerar um modelo estrutural do estado inativado de Kv1.2, cujo conhecimento
auxiliaria a esclarecer o papel de estados ndo condutores na modulacdo do Kv1.2 por sevoflurano,
utilizou-se a estrutura cristalografica de KcsA contendo FS inativado (PDB: 3F5W) como molde.
Em vista de similaridades de sequéncia e de estrutura tridimensional, espera-se que o estado
inativado do CI Kv1.2 seja semelhante ao de KcsA. As coordenadas dos residuos do FS condutor
de Kv1.2 foram levadas as coordenadas do filtro constrito de KcsA via Steered Molecular
Dynamics (cf. tépico I1.3.1.2 ) durante 3 nanosegundos (Figura 25A). Na estrutura final gerada, os
carbonos o de glicinas 345 opostas (ndo adjacentes) estdo separados por uma distancia de 5,1A
(Figura 25A e C). A estrutura final gerada pela simulacdo de SMD foi entdo simulada em
bicamada lipidica hidratada durante 40 ns e a estabilidade do filtro constrito e do restante da
proteina avaliada via analise de RMSD (Figura 25B). Os baixos valores de RMSD da estrutura com
filtro constrito durante o periodo de equilibracdao sugere que a estrutura gerada é estavel. Nota-se

porém que o tempo de simulagado avaliado ainda é muito limitado

Ainda a fim de avaliar a viabilidade do estado ndo-condutor, o método de umbrella
sampling foi empregado para estimar o potencial de forca média (PMF) associado a duas
coordenadas de reacdo: i) distancia entre os Ca de glicinas 345 opostas, denominado R; ii) a
posicdo axial de um ion K* atravessando o FS, em relacdo ao centro geométrico das glicinas, ou Z.
As conformacgoes iniciais ao longo da coordenada de reacdo da inativacdo, necessarias aos calculos
de US, foram retiradas da trajetéria de SMD mencionada acima. A partir desta, foram filtradas

estruturas condizentes com cada uma das janelas pré-definidas (cf. 11.4.4 ).
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Figura 25. Produg¢do do potencial estado ndo-condutor. A) Coordenada de reagdo durante
simulagdo de SMD definida como a distdncia entre os carbonos-a das glicinas 345 de duas
subunidades ndo adjacentes do canal. O grdfico mostra a aproximagdo dos residuos em fungdo do
tempo. B) RMSD da proteina completa (azul) e somente do segmento correspondente ao filtro de
seletividade inativo (SF, em verde) durante a simulagdo de equilibrio. Magnitude do RMSD mostra a
estrutura estavel ao longo de pelo menos 30 ns. C) Estrutura condutora (esquerda) e ndo condutora
(direita)do filtro de seletividade. Observa-se a distdncia entre Ca (esferas azuis). fons K* sdo
representados por esferas amarelas. A direita, sdo mostradas as densidades dos oxigénios (cinza)do
grupo carbonila (O) ou da cadeia lateral (OG1, ligado ao carbono gama) dos residuos do FS,
calculadas para a conformagdo condutora. A posigdo dos oxigénios define os sitios de ligagdo a ions
K" cujas delimitagcbes sdo destacadas como dreas coloridas entre as densidades dos oxigénios. Note
que o eixo vertical é posicionado no centro geométrico dos carbonos-a da Gly345, assim como a

coordenada de reagdo do ion.
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A superficie de energia livre resultante é mostrada na figura 26. Deve-se notar que esse PMF
corresponde a aproximacdo simétrica das quatro subunidades, de forma que o eixo horizontal do
grafico corresponde a média entre a distdncia do Ca da Gly 345 das subunidades 1 e 3, e das
subunidades 2 e 4. E possivel observar um minimo de energia em R préximo a 8,5 A, dado que o
fon esteja no sitio s2 (0 a 2 A no eixo Z). Consistentemente, essa é a separagdo média entre 0s
atomos observada em trajetorias de equilibrio, de sorte que essa coordenada corresponde ao estado
condutor do FS. Apesar de a superficie ainda ndo estar completamente convergida, é possivel notar
um minimo local em aproximadamente R=5,0 e Z=4,0 (sitio s1). Aqui, ndo é permitida a presenca

do ion no sitio s2 pois o FS se encontra constrito na regido.

Os dados apresentados ainda sdo incipientes e simulagoes mais longas, juntamente com
andlises adicionais se fazem necessarias para garantir a convergéncia dos dados. Apés a validacao

da estrutura ndo condutora, pretende-se investigar sua interacao com sevoflurano.

Figura 26. Superficie de energia livre bidimensional (R e
Z) associada a permeacdo de ions K' em diferentes
conformagdes do filtro de seletividade. PMF obtido via
simulagdes de dindmica molecular em associagdo com
cdlculos de umbrella sampling, utilizando as estruturas
geradas durante a simulagdo de SMD. Coordenada R
indica a separagdo média entre Ca do residuo Gly345 do
FS de subunidades ndo adjacentes. Z é a posigcdo axial de
um ion K*. Valores de energia sdo indicados no gradiente a
direita e estdo em unidades de kcal.mol”. Observa-se que
de fato na estrutura proposta como ndo condutora, as
barreiras de energia requeridas para condugdo do ion sdo
proibitivas. O mesmo ndo é observado em conformagodes

com separagdo média das glicinas maiores do que 8A.

IV.4. Conexado entre resultados microscopicos e efeitos fisiolégicos

Os resultados apesentados sdo promissores e oferecem uma perspectiva otimista no sentido

que um fendmeno relativamente simples como a modulagdo alostérica do equilibrio de dois estados

é capaz de reproduzir medidas eletrofisioldgicas. Entretanto ndo é possivel delinear uma conexao

83



direta entre os resultados apresentados e o fendmeno macroscopico conhecido como anestesia.
Sabe-se medidas realizadas em sistemas reducionistas de eletrofisiologia e realizadas in vivo nao
estdo forcosamente correlacionadas e podem apresentar divergéncias significativas.(Lugli et al.,
2009; Jurd et al., 2003; Werner et al., 2011; Eckenhoff and Johansson, 1999) Assim, é necessario
estabelecer uma relagdo direta entre a modulacdao de Kv1.2 por sevoflurano e o fendmeno de
anestesia, em sistemas realistas. Face a essas limitacdes, e no escopo de um projeto ja aprovado,
pretende-se desenhar experimentos in vitro com células neuronais e in vivo a fim de desafiar os

resultados aqui apresentados e averiguar os impactos da modulacdo de Kv1.2 por sevoflurano.
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Membrane proteins are primary targets for most therapeutic indications in cancer and neurological
diseases, binding over 50% of all known small molecule drugs. Understanding how such ligands impact
membrane proteins requires knowledge on the molecular structure of ligand binding, a reasoning

that has driven relentless efforts in drug discovery and translational research. Binding of small ligands
appears however highly complex involving interaction to multiple transmembrane protein sites
featuring single or multiple occupancy states. Within this scenario, looking for new developments in
the field, we investigate the concentration-dependent binding of ligands to multiple saturable sites in
membrane proteins. The study relying on docking and free-energy perturbation provides us with an
extensive description of the probability density of protein-ligand states that allows for computation of
thermodynamic properties of interest. It also provides one- and three-dimensional spatial descriptions
for the ligand density across the protein-membrane system which can be of interest for structural
purposes. lllustration and discussion of the results are shown for binding of the general anesthetic
sevoflurane against Kv1.2, amammalian ion channel for which experimental data are available.

Membrane proteins are critical for diverse processes in cells. Given their relevance, membrane proteins are tar-
gets for a large family of ligands, including small drug molecules featuring a wide spectrum of pharmaceutical
properties. How such ligands modulate the function of membrane proteins must at some point build on under-
standing ligand binding, a reasoning that has driven growing efforts in the field'. Currently, though not refuting a
membrane-mediated mechanism in which ligands may impact proteins indirectly through modification of bilayer
properties?, high-resolution measurements and manifold studies involving molecular dynamics (MD) support
that small ligands bind membrane proteins at low concentrations® . Specifically, partitioning of such molecules
across the water-membrane phases allows accessibility-to and binding-to multiple transmembrane (TM) protein
sites featuring single or multiple occupancy states. In contrast to typical one-to-one substrate interactions against
enzymes, binding of small ligands to membrane receptors appears highly complex and might depend further
on chemotypes, protein-types and conformations as recently evidenced in structural studies of ion channels> .
Within this scenario, solution of the problem implies demonstrating ligand binding and determining from first
principles how that affects protein equilibrium to modulate function. Although some progress has been made in
one or more of these aspects, a detailed description of the problem still misses.

Here, as a pre-requisite to solve this hierarchical problem, we investigate ligand binding to a specific pro-
tein conformation that features multiple sites occupied by one or more ligands in a concentration-dependent
manner. For that purpose, we present a rigorous theoretical framework to tackle the problem via a combined

. docking and free-energy perturbation (FEP) approach. In part, the framework represents an extension of pre-
. vious treatment dealing with binding of water molecules to a single receptor site of the bacteriorhodopsin pro-
. ton channel®. Specifically, the theory provides us with a complete description of the probability density of the
protein-ligand bound states allowing for computation of any thermodynamic properties of interest. Besides that,
a three-dimensional description of the binding problem is readily derived by mapping state-dependent into
space-dependent probability densities of the ligand which can be of special interest for structural measurements.
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Ilustration and discussion of the approach is presented for binding of the general anesthetic sevoflurane against
Kv1.2, a mammalian voltage-gated potassium channel for which experimental data are available.

Theory and Methods

Consider a microscopic system constituted by M molecular species in thermodynamic equilibrium. The potential
energy of the system is U(rM) with rM = {ry ..., s Iyyps o> 1y} denoting the degrees of freedom of the M
molecular constituents; r; is a shorthand for the entire set of Cartesian coordinates of molecule i. The system
comprises of a single protein receptor fixed at the origin of the coordinate system and embedded in a large
membrane-aqueous volume that contains N identical ligands under dilute conditions. The protein is assumed to
remain in a well-defined conformational state providing with s distinct binding sites for ligands. For simplicity, we
consider that ligands dissolve uniformly across the membrane-aqueous region of the system from where they can
partition into the protein binding sites. The lipid and aqueous phases thus provide with a reservoir volume V
occupled by ligands at constant density p and excess chemical potential t. We consider further that every site
Jj =1, ..., s corresponds to a discrete volume 8V that can be populated by 0 < n; < n"*"* ligands. Then, there is
a maximum number of bound O states accessible to the protein receptor in the system, max(O) = Ty (n" + 1).
We denote by O(n,, ..., n,) the specific state featuring exactly n; bound ligands at corresponding sites and by
n = n, + ... + n, the total number of bound ligands in this state.

Equilibrium binding constant.  Under these considerations, solution of ligand binding to multiple receptor
sites relies fundamentally on determining the equilibrium constant K(n,, ..., n,) for the process
0(0y, ..., 0,) + nL < O(n,, ..., n;) where,0(0,, ..., 0,)is the empty receptor state with all ligands occupying the
system reservoir'®!°. Because the system is dilute, K(n1,, ..., n,) relates to the microscopic probability densities of
each of the reaction species at equilibrium

L p(ny ..., 1)
p" p(0, .., 0) (1)

in which, p(n,, ..., n;) denotes the probability of finding the protein receptor at the ligand-bound state O(n,, ...,
n,). Note that for dilute solutions, equation (1) is equivalent to its classical definition in terms of the concentration
of each of the species in the process.

For a fixed temperature 3 = (kzT)™", p(1;, ..., n,) is formally expressed as the canonical probability density of
the system? which allows restatement of equation (1)

5 M
K( ) B . . j;vldrnl--»f;’vsdrnsfvd'N nfdrM N,—BUC™)
Mo M) = X N N [ g M-N,-8UGM)
s fvdr fdr e (2)

K(ny, ..., n) =

<l

in terms of configuration integrals over the ligand-bound O(n,, ..., n,) and ligand-free O(0,, ..., 0,) states of the
protein. Here, the volume integral over the reservoir and site specific regions of the system are restricted to micro-

scopic configurations r™ accessible to O(n,, ..., n,) and +2N) corrects for the degeneracy of the state
nyt...on —
given the indistinguishable nature of the ligands. '

In the present form, equation (2) can be evaluated in the context of MD simulations and free-energy pertur-
bation (FEP) calculations® by taking into consideration the reversible work W(R") associated with the centroid

configuration R” = {R,, ..., R,} of n ligands

n g, ~BW(R")
NI fwldR “.fWSdR e

m!...n(N=n)! deRne—Bw(Rﬂ) (3)

1
K(ny, ..., n) = = %
p

where,

Cowaey JArOIR{(r) — R\l... [dr,(R(r,) — R,) [dr " [drM Ve VU0
e =
[drsIR\(r) — R{)... [dr,8[R () — R;] [drN~" [deM N U™

is defined relative to a reference system Uy(r™) in which all the interactions of the 7 ligands with the remaining
particles of the system are switched off. Here, R;(r;) is explicitly given

Ri(ri) Natom Z (X, Vs Z)
i (x,y,2)€er;
from the Cartesian coordinates of the N/**" atoms of ligand i and {R}, ..., R;} is any arbitrary set of reference

positions of the ligands in the system. Within this definition, W(R") corresponds to the free energy variation
associated with transfer of ligands from gas phase to their molecular environments. Note that by construction, the
single-molecule reversible work W(R,) has a simple connection with the excess chemical potential [t (or identi-
cally, the solvation free energy) for any position R; of the ligand in the reservoir that is, e WIR) — 7P The
implications for the reservoir integral of n ligands in equation (3) are then clear
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f dR"e BW®RY _ yyn i
14

4
given their weak couplings in the reservoir volume under dilute conditions that is, W(R") ~ W(R)+
. + W(R,). As presented in Computational Methods, e™™ can be evaluated from one single FEP calculation

handhng the reversible decoupling of the ligand from the reservoir. On the other hand, estimation of the site
specific integral in equation (3) by means of FEP requires the use of an auxiliary external potential to ensure an
accurate sampling of the ligand in the binding site volume. This is critical to ensure that the ligand has a well
defined chemical potential at the last stages of decoupling from the protein cavity'> '°. By defining a harmonic
potential coupled to ligand i

spy _ 1 2
w(R) = k(R — R;]

in terms of a reference position R} of the ligand at the binding site then

3
dR™ ... f dR"e PWR) _ ﬁ [Z—W]Z e Wi
v, i1 | Bk,

o

(©)
in which W} corresponds to the free-energy of # site-specific bound ligands relative to a gas phase state given that

3
the same ligands i = 1, ..., n are restrained to occupy an effective volume [n_| (Zl)z centered at the equilib-

Ok;
rium positions R at the protein sites (cf. Supplementary Information text for details). Equations (3), (4) and (5)
thus establish that
3
n 2 B
K(ny, ..., n) = ; H [2_7‘—] o~ BLW;i—nf
! onlli2 | Bk;

(6)
for the thermodynamic limit N > #, (Nlj— ~ N". Here, corrects the equilibrium constant for the

equivalent configurations of n; 1nd1st1ngulshaBle ligands within the site volumes oV,
By describing the equ111br1um constant in terms of ligand binding over multiple protein sites, equations (1) to
(6) are generalizations of the formulation in reference'> dealing with water occupancy of the bacteriorhodopsin

proton channel. Within this formulation, knowledge of K(n,, ..., n,) ensures the probability of any occupancy
state
ﬁ(n1+"'+nS)K(l’l1, o ns)
plmy oo m) = _(n{+...+n)) / ’
Zn{ ,,,,, nl K("p EEE ns) (7)

to be known in principle from free-energy calculations. Here, the normalization condition appearing on the
denominator of equation (7) runs from the occupancy state O(0,, ..., 0,) up to O(n;"*, ..., n"**). The relevance
of the result is clear

A) = A nl,....nlyP i’l/, EERE] I’lS/
( ) n{;n;( >(1 s) ( 1 ) (8)

as the ensemble average of any thermodynamic property of the system A(n;, ..., n!) for state O(nI, s e ns, ) can be
known from equation (8). Note, in equation (7), p(n,, ..., n;) depends on the density or concentration of the
ligand in the reservoir thus providing us with a useful equation for investigation of concentration effects on
binding.

From equation (6), an absolute binding free-energy AG°(n,, ..., n,)'¢ associated with state O(n,, ..., n,) can be
also defined as

AG(ny, ..., n) = — B 'In[K(ny, ..., n) x (C°)"] ©)

where it is understood that this refers to the free energy of binding # ligands to the protein receptor from a refer-
ence standard reservoir concentration C° = 1M or in units of number density C° = (1,660A°) L. The standard
free energy

3
AG oy p ) = (W = i) = B 'In ] € [Bk] R e

then rewrites in terms of three contributions: i) the free-energy variation of binding from the gas phase under
restrained potentials minus the excess potential, ii) the free-energy change when the restrained, gas-phase ligands
are allowed to expand to occupy a volume (C°)™" and iii) the free-energy correction for n indistinguishable
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ligands into the binding sites. Note that for the case of n =1, this equation reduces to the familiar formulation
considered in FEP studies, AG°(n = 1) = [W; — fi] — 8 'In [ eff‘;“‘”]

Independent binding sites.  Although rigorously correct and insightful, equation (6) cannot be applied to
solve in practice multiple correlated binding events. The complexity in estimating W, from FEP increases signif-
icantly with the number of inter-correlated sites along the receptor structure. In contrast, equation (6) can be
simplified under the condition of ligand interactions to multiple independent sites; a condition that we expect to
be fulfilled in large membrane proteins featuring sparse binding sites for ligands. Within this scenario, the PMF
W(R") for the bound state of # ligands can be approximated

W(R") = W(R™, ..., R") =~ W(R™) + ... + W(R™) (10)
thus ensuring the binding constant K(#,, ..., n,) to be factorized, as the product of independent equilibrium
constants

Ky, ..., n) =K(ny, 0,...,0,) x ... x K(0,, ..., 0,_, 1) (11)
where,

K(”p 02, NN }’ls) e—B[W;{l—nlﬁ]

Il
|~
—
—_—
o
3
_
N

3
1| (2m 2| = W* —n il
KO, ..., 0,1, 1) = —1‘[[—] Wil
) ’ n! (i1 | Bk;

(12)

denote respectively the binding constant of n; ligands to each of the j sites on the receptor structure. Description
of equation (11) is of practical relevance by allowing computation of K(#,, ..., n,) from a series of independent
and parallel free-energy calculations aimed at determining binding affinities individually.

Position-dependent probability densities. So far, the treatment describes the probability density of
states p(n1,, ..., n,). For further progress, we explore mapping p(#,, ..., n,) into the probability density p(R) of any
given ligand 7 to occupy position R in the system (regardless the position of the remaining N — 1 ligands). The
probability density p(R) is given by

p(R) = fd T fdrlé[R (r) — R].. fderdrM N,-8U(™)
r

where, R, () is the instantaneous centroid position of ligand i =1 in the system. The factor N accounts for equiv-
alent configurations of the indistinguishable ligands. Given our original consideration that the reservoir is a
homogeneous volume occupied by ligands with position-independent density p, the probability p(R) simplifies to

(R), Y ReV
(®) = {pf( > T REN
p, reservoir (13)

for every protein site j = 1, ..., s. The determination of p(R) thus reduces in practice to knowledge of p;(R) within
each site.
By defining the configuration-dependent number of bound ligands ' (r;, ..., ry) as a function of their cen-

troid positions R;(r;) in the system
N
BT e 1) = z:{deé[Ri(ri) ~R]
i=1
the probability density p/(R)

pR) = — N f drS[R!(r) — R]...

fdM )
=1

fdrN /‘ o[n; (rl, O N "j]] fdrM—NefﬁU(rM)

can be restated in terms of discrete occupancy states of the binding site,
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p,(R)

,,,,,

= > p(n) x p(R|n)
;=0 (14)

in which, p(R|n;) is the local density at site j when occupied exactly by n; molecules and p(r;) is the probability for
this occupancy state. In the definition of #’ (r,, ..., ry), the Dirac delta functions §[R,(r;) — R] ensures counting
of bound ligands within the site volume onlly. This definition is identical to that considered by Roux and cowork-
ers'>. In equation (14), p(R|n;) describes the local equilibrium density of the ligand, conditional to a specific
number of bound molecules that satisfies Jg v dRo(R| "j) = n; In contrast,

J

,,,,, (15)

denotes the marginal probability of site j to be occupied by #; ligands regardless the occupancy of the other sites.

Equations (13) and (14) establish a formal relation between space-dependent and state-dependent densities of
the system. At a fine level, this relation involves the set of equilibrium constants K(n,, ..., n,) satisfying p(n;). The
result can be of interest by embodying the probability densities of multiple occupancy states of the protein recep-
tor into p(R). Besides that, equations (13) and (14) can be useful for analysis of spatial projections of p(R). For
instance, the density profile along the z direction of the system can be achieved as

p(z) =p x A2) + 3 p(2)
j=1 (16)

where, A(z) = AxAy is the total area of the membrane-aqueous region along the Cartesian x and y directions (cf.
Supplementary Information for details).

Symmetry of membrane proteins. For completeness, note that we have considered j = 1, ..., s distin-
guishable sites for ligand binding on the protein receptor with volume 6V, and site-specific affinity
K(0;, ..., n, .., 0,). Typically, membrane proteins are in average f-fold symmetric structures given their oligo-
meric nature. Therefore, there might be effectivelyk = 1, ..., s’ < s distinguishable sites for ligand binding across
the protein subunits such that

6Vj: Vi
K(0,, ..., By oo 0,) = K(0, ..., m, ..., Oy)

for every j € {j};. This implies that K(n,, ..., n,) for any occupancy state of the protein involving s independent
sites can be reconstructed in average

o
Ky, ..., n) = K(O,...,n,...,O,)X("k)
1 s kl;[l 1 k s (17)

from the individual affinities of k distinguishable sites allowing all previous results to be derived accordingly.

Here, x(n;) is the symmetry number for the site occupancy n; appearing in state O(n,, ..., #,) - the symmetry
number satisfies s = 35 x ().
The f-fold symmetry ensures K(0,, ..., #, ..., 0,) and derived results to be estimated from the average
estimator
- 1
S ieth (18)

T . sy . _— -2 2
over the set of indistinguishable independent sites j € {j};, with associated statistical errors 73 = A, — A, . Note
that, A, only converges o — 0 in the limit of a complete ensemble for the protein conformation under
consideration.

Computational methods. A procedure was designed to solve the molecular binding of the haloether sevo-
flurane to the Kv1.2 channel under assumption of independent binding sites and saturation conditions up to
n"** = 2. The procedure consisted of (i) an extensive production of docking solutions for the ligand-receptor
interaction, (ii) clustering of docking solutions into binding sites along the receptor structure and (iii) estimation
of binding affinities using the free-energy perturbation (FEP) method. First completion of steps (i) through (iii)
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solved the ligand channel interaction for singly-occupied binding sites. Double occupancy of receptor sites were
investigated by inputing the first generated ensemble of docked structures into another round of (i) through (iii)
calculations. In detail, step (i) was accomplished by docking sevoflurane as a flexible ligand molecule against an
MD-generated ensemble of membrane-equilibrated structures of the channel to properly handle the molecular
flexibility of the protein receptor. Docking calculations were restricted to the pore domain region of the channel,
free from the membrane surroundings. Step (ii) provided the location of 6V; volumes lodging docking solutions
for the ligand along the channel structure. Each of these volumes were treated as binding site regions in step (iii)
calculations.

Following this procedure, binding constants were solved by inputting the FEP estimates into equations (11)
and (12), allowing for direct solution of p(n,, ..., n,) via equation (7). Determination of p(R) followed equations
(13) and (14) with p(n;) calculated according to equation (15) and p(R| ”j) estimated from the ensemble of docking
solutions. Both estimates p(n,, ..., n;) and p(R) were solved for sevoflurane concentrations in the range of
1-1000 mM. A detailed description of the calculations is provided as Supplementary Text.

Results

Here, the main goal is to contribute a theoretical structure-based study of concentration-dependent binding of
ligands against multiple saturable sites in membrane proteins. The work is illustrated in the context of binding of
the general anesthetic sevoflurane to the well-understood open structure of the Kv1.2 channel*> . Our choice is
justified as previous findings support that sevoflurane binds Kv1.2 through multiple sites?* to induce potentiation
in a dose-dependent manner?.

Ligand reservoir. In Theory and Methods, the equilibrium binding constant (see equation (6)) and following
results are derived in the limit of a homogeneous diluted reservoir occupied by ligands at constant density p and
excess chemical potential fi. Given that, we treated the system reservoir as a homogeneous aqueous solution
despite its intrinsic inhomogeneity provided by the solvated lipid bilayer. An in-water excess potential of
—0.1kcal/mol (cf. Supplementary Information for details) was then estimated as the reservoir potential of sevo-
flurane and concentration effects were investigated for in-water densities p in the range of 6.02 x 107 A—>- 6.02
x 107*A~3 (1 mM - 1000 mM in concentration units).

Resolution of ligand sites on the protein receptor. From a total of ~15,000 docking solutions, cluster-
ing analysis returned 12 interaction sites for sevoflurane on Kv1.2 (Fig. 1). The interaction sites spread over the
TM region of the channel at the S4S5 linker, at the S6P-helix interface of adjacent subunits and at the extracellular
face. A minimum site-to-site distance of ~15 A demonstrates their non-overlap distributions along the channel
structure. Re-docking of sevoflurane generated in turn a total of ~5,000 solutions, solving the interaction of two
ligands for all sites but the extracellular face.

Ligand binding at low 1 mM concentration.  From the docking ensemble, there are up to 3'2 occupancy
states of the channel that might contribute to sevoflurane binding. To evaluate this quantitatively, we performed
a series of FEP calculations to estimate the per site binding affinity for one and two bound ligands via equation
(12) (Table 1, Supplementary Fig. S1). As shown in Table 1, binding constants (or absolute binding free-energies)
for the individual sites are heterogeneous and take place under a diverse range ie., 1077-10"" mM ™. There is
however a clear decreasing trend of affinities involving sites respectively at the S4S5 linker, S6P-helix interface
and extracellular face.

Under the assumption of independent sites, equilibrium constants K(#,, ..., n,) for every occupancy state of
the channel were then reconstructed from the per-site affinities (equation (11)) to determine the state probability
p(ny, ..., n,) for a fixed ligand concentration in the reservoir (equation (7)). At low 1 mM concentration (Fig. 2),
p(ny, ..., n,)is largely dominated by the probability of the empty state p(0;, ..., 0,) implying only a small fraction
of channel occupied states with non-negligible occurrences. Within this fraction, the most likely states involve
single and double sevoflurane occupancy of the S4S5 linker as expected from the affinities reported in Table 1.
Consistent with p(n,, ..., n,), the average number of bound ligands computed from equation (8) is 0.08
molecules.

The complex distribution of the multiple occupied states of the channel was readily visualized in three dimen-
sions by mapping p(#,, ..., #,) into the position-dependent density p;(R) of sevoflurane in each of the binding
sites. As prescribed in equation (14), this involved reweighing the marginal probability p(n;) of site j by the local
equilibrium density of the ligand p(R|n,). Here, p(n;) was computed from equation (15) by coarse-graining over
state probabilities in Fig. 2a whereas, p('/R|nj) was calculated from the centroid distributions of docking solutions
shown in Fig. 1b,c. As shown in Fig. 2, non-zero marginal probabilities for n,= 1 and ;=2 take place only for
sites at the $4S5 linker. The consequence for the distribution p;(R) at 1 mM is then clear, there is one dominant
interaction spot for sevoflurane at the S4S5 linker that contrasts with vanishing densities at the other docking sites
(Fig. 3). From equation (16), projection of p/(R) along the transmembrane direction z of the system, p;(z), stresses
further the result.

Concentration dependence of ligand binding and saturation effects.  So far, our study supports
that in average 0.08 sevoflurane molecules bind Kv1.2 at 1 mM, preferentially at the S4S5 linker. It is informative
to clarify further the dependence of the results on concentration changes of the ligand in the reservoir. Figures 2
and 3 show p(n,, ..., 1), p;(R) and related quantities for reservoir concentrations of 10 mM, 100 mM and 1 M.
Here, estimates at 1 M must be seen with caution as the presented formulation is designed to describe dilute con-
ditions only. Expectedly, there is a clear shift of p(#,, ..., n;) towards states of the channel that enhances signifi-
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Num of docking solutions

Site

S6P-helix interface Extracellular face S48S5 linker

Figure 1. Resolution of sevoflurane sites on Kv1.2. (a) Molecular Dynamics simulation system containing

the Kv1.2 channel (cyan) embedded in a fully-hydrated lipid bilayer (gray). Inset illustrates the MD-generated
ensemble of channel structures considered for docking calculations. (b) Docking solutions for singly-occupied
sites. Shown is the ensemble average structure of the channel along with the set of centroid configurations of
sevoflurane (points) determined from docking. Centroid configurations of sevoflurane were clustered as a
function of their location on the channel structure, that is at the S4S5 linker (orange), at the S6P-helix interface
(blue) and at the extracellular face (green) next the selectivity filter. Each of these clusters was treated as an
interaction site j for sevoflurane with volume 6V/. Inset shows a representative molecular structure resolved
from docking. (c) Following another round of docking calculations started from structures in (b), solutions for
doubly-occupied sites were resolved by determining if volumes 6V; could accommodate the centroid positions
of two docked ligands at once (inset). (d) Per site number of docking solutions for single (cyan) and double
(gray) ligand occupancy. Voltage-sensor domains of the channel are not shown for clarity in (b,c).

cantly the average number of bound ligands with concentration increase ie., ~1.63, 5.74 and 8.54 molecules.
Careful inspection of p(ny, ..., 1) (or in a simpler way of p(n;)) confirms the major relevance of sites at the $455
linker over the entire concentration range, accompanied by an increasing importance of binding regions at the
S6P-helix interface. In contrast, the probability density for sites at the selectivity filter remains negligible for all
concentrations. The density of sevoflurane p;(R) and its TM projection p;(z) make sense of the results by showing
the concentration dependent population of bound ligands.

As shown in Table 1, note for completeness that equilibrium constants for doubly-occupied sites are compa-
rable to or even higher than estimates for one-bound ligand thus revealing important saturation effects in which
one or two ligands can stably bind the channel at individual sites. The result is especially true for spots at the S4S5
linker.
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Site | k; Wite K(0...1;...0) AG(0...1...0) K Wi te w3 K(0...2;...0) AG(0...2...0)

1 0.053 —45+0.2 5.93E—-01 —3.8 0.196 —3.6+0.2 —8.14+—-04 5.41E4-00 —5.1
S6P-heli 2 0.141 —4.74+0.2 1.92E—01 —3.1 0.137 —4.340.2 —9.04+-0.4 9.71E4-00 —54

-helix

3 0.084 —5.0+0.2 6.86E—01 -39 0.084 —3.8+0.3 —8.84+—-05 3.14E+4-01 —6.1

4 0.036 —3.84+0.3 3.26E—-01 —34 0.174 —334+04 —-7.14-0.7 2.14E4-00 —4.5

5 0.530 1.5+0.4 7.57E—07 4.3 — — — — —

6 0.453 —0.8+0.4 4.63E—05 1.8 — — — — —
Ext. Face

7 0.283 —0.84+0.4 9.36E—05 1.4 — — — — —

8 0.332 —4.240.5 2.28E—02 -1.9 — — — — —

9 0.061 —6.4+0.2 1.18E+01 —5.6 0.004 —4.0+0.3 —10.44—-0.5 7.45E4-04 —10.7

10 0.127 —7.5£0.0 2.51E+401 —6.0 0.004 —52+0.2 —12.74-0.2 1.18E+06 —124
$485 linker

11 0.037 —6.71+0.3 4.19E+01 —6.3 0.003 —7.0+0.3 —13.74-0.6 4.97E+07 —14.6

12 0.058 —5.6+0.3 3.30E+4-00 —4.8 0.003 —6.1£0.3 —11.74+—-0.6 1.00E+06 —12.3

Table 1. FEP calculations and equilibrium binding constants for singly- and doubly-occupied sites”. *Units for
force constants k;, Wy & €, K(0 ... 1;...0) and AG°(0... 1;...0)are kcal/mol/A2, kcal/mol, mM " and kcal/mol,

respectively. Idem for doubly occupied sites. W3 was computed as a two-step process Wy = Wy + W
involving ligand coupling to a vacant site W;* followed by binding of a second ligand at the preoccupied site W;

|1
I

FEP estimates and statistical errors (¢) were determined based on at least two independent FEP runs (cf.
Supplementary Information for details).
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Figure 2. State-dependent binding probabilities for different concentrations of sevoflurane at the reservoir. (a)
Sorted values of p(n,, ..., n,) over the channel occupancy states. Strings for the four most likely states are
highlighted. (b) Marginal probabilities p(r;) of site j, for n;= 0 (gray), n;=1 (blue) and ;=2 (cyan). (c)
Probabilities p(r) for macrostates O(n). Here, p(n;) and p(n) were computed by coarse-graining over state
probabilities in (a) according to equation (15) and Supplementary equation S1, respectively. Average number
(n) of bound ligands as a function of the reservoir concentration are indicated in (c).

4-fold symmetry. Kvl.2 is a homotetramer. Sevoflurane sites identified from docking are therefore indis-
tinguishable across the channel subunits implying that there might effectively be 3 distinguishable regions for
ligand binding on the channel structure that is, S4S5 linker, S6P-helix interface and selectivity filter. Table 2 shows
average estimates and associated errors for sevoflurane affinities against each of these distinguishable regions.
According to equation (18), statistical errors reflect the structural heterogeneity across the channel subunits
implicit in the calculations as a result of finite MD-sampling of the Kv1.2 open conformation. Given that, Table 2
must provide us with statistically improved estimates when describing sevoflurane affinities to each of the distin-
guishable sites on Kv1.2. Following equation (17), we made symmetric all previous results for 1 M concentration
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Figure 3. Position-dependent binding probabilities for different concentrations of sevoflurane at the reservoir.
(a) Shown is the ensemble average structure of uthe channel along with the density p/(R) of sevoflurane (cyan) in
each of the binding sites (isovalues of 9 x 10~*A~3). Voltage-sensor domains are not shown for clarity. (b)
Projection of p,(R) along the transmembrane direction z of the system, p,(z). Note that the TM projection of p(R)
across the entire channel-membrane system can be approximated by combining, into equation (16), the
individual site projections p;(z) with projections elsewherep(z) = p x A(z), where p is the ligand reservoir
density and A(z) is the membrane area.

KQ©...,1;,...0) AG(0...,15...0) | K(0...,2,...0) AG(0...,2,...0)
S6P-helix | 4.49E—01+1.99E—01 | —3.6 1.22E+01 + 1.14E+01 | —5.6
Ext.face | 573E—03+:9.84E—03 | —1.0 —
$4S5 linker | 2.06E+01+ 1.46E+01 | —5.9 1.30E+07 +£2.12E+07 | —13.8

Table 2. Averaged-out estimates for singly- and doubly-occupied distinguishable sites”. *Units for binding
constants K(0 ... 1, ... 0) and absolute binding free-energies AG°(0 ... 1 ... 0) considered for singly-occupied
sites k are mM " and kcal/mol, respectively. Idem for doubly occupied sites.

of sevoflurane in the reservoir (Fig. 4). Reduction to symmetry causes redistribution of ligand-channel probabil-
ities without modifying its average properties.

Discussion
Membrane proteins are primary targets for a large fraction of small molecule drugs that likely bind the protein
receptor through complex concentration and saturation effects. Understanding the molecular structure of ligand
binding thus prompts new advances in experimental and theoretical fronts, justifying the work herein. We pre-
sented a theoretical approach based on docking and FEP to study concentration-dependent interactions of lig-
ands to multiple saturable sites in membrane receptors. Here, our study relies on two underlying assumptions that
(i) docking can faithfully describe ligand interactions at protein sites and that (ii) binding events are independent
over multiple sites. Specifically related to assumption (i), we have considered the generated ensemble of dock-
ing solutions to estimate the location of binding sites 6V; and the local distribution of the ligand p(R|#,) in each
of the identified sites. The generation of false positive hits is however a well documented drawback of docking
algorithms as a result of limitations of the scoring function in describing ligand solvation energies and protein
flexibility?®. In this regard, the combination of extensive docking calculations against an ensemble of equilibrium
receptor structures to handle protein flexibility and FEP calculations based on fine force-fields to accurately esti-
mate solvation energies are critical aspects of the presented strategy to minimize such drawbacks?. Given the
same limitations of the scoring function, it is also not guaranteed that all binding hits nor that p(R|#;) can be
accurately known from docking. In this regard, although not considered here, it might be important to integrate
docking results from different algorithms involving different scoring functions in order to characterize the bound
ensemble. Still, thanks to the generality of the presented formulation, extension of the current approach to sam-
pling techniques other than docking, including all-atom flooding-MD simulations®®”!!, might also be an impor-
tant refinement in that direction (manuscript in preparation). When compared to docking, flooding-MD applied
to membrane protein has however the disadvantage of handling with full partition of the ligand into protein sites
for which slow kinetics may reflect into high computational costs for sampling convergence. In relation with
assumption (ii), it is true that for case specific systems, the additive PMF in equation (10) may be a severe approx-
imation that will likely fail as soon as nearby sites are simultaneously occupied. Given that, elaboration of a proper
treatment of site dependence in multiple binding events and evaluation of its usefulness will be highly welcome in
future studies. Before that and for certain systems, the formulated work based on equation (10) must therefore be
seen as an 0-level approximation of more elaborate and still more complex descriptions of the binding constant.
The approach is illustrated here in the context of sevoflurane binding to Kv1.2 over [l mM — 1 M] and satura-
tion conditions up ton"* = 2. A detailed description of sevoflurane binding and its implications for Kv1.2 func-
tion exceeds the main scope of this contribution and will be published elsewhere. Still, we find it pertinent to
discuss key results of the study. The model system was chosen as previous findings support that sevoflurane binds
Kv1.2 through multiple sites?* to induce potentiation in a dose-dependent manner®. Specifically, sevoflurane
shifts leftward the voltage-dependence of channel and increases its maximum conductance. Overall, our calcula-
tions demonstrate that sevoflurane binds Kv1.2 in a concentration dependent manner, binding preferentially the
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Figure 4. Symmetric state-dependent and position-dependent probabilities for sevoflurane at 1 M. (a) Sorted
values of p(n,, ..., n,) over the channel occupancy states. Strings for the five most likely states are highlighted.
(b) Marginal probabilities p(n;) of site j, for n;=0 (gray), n;=1 (blue) and ;=2 (cyan). (c) Shown is the
ensemble average structure of the cl;lannel along with the density p/(R) of sevoflurane (cyan) in each of the
binding sites (isovalues of 9 x 107* A~?). Projection of p/(R) along the transmembrane direction z of the system
p(2) are also shown with error bars.

$4S5 linker and the S6P-helix interface over a range of concentrations. From a physical-chemical point of view,
spots at these channel regions are primarily hydrophobic pockets (Supplementary Fig. S2) providing with favora-
ble interaction sites for the uncharged sevoflurane molecule. In contrast to the aforesaid spots, sites nearby the
selectivity filter of Kv1.2 are primarily hydrated amphiphilic pockets (Supplementary Fig. S2) that disfavors sevo-
flurane interaction as reflected in the free-energies shown in Table 1. The unfavorable binding free-energies for
the singly-occupied site thus support that the non-negligible fraction of poses determined from docking (Fig. 1d)
corresponds to low affinity or false positives.

Its is particularly worth of mention that our findings recapitulate independently very recent photolabeling
experiments demonstrating that photoactive analogs of sevoflurane and propofol do interact at the S4S5 linker
and the S6P-helix interface of Kv1.2 at the open-activated state?” 5. In detail, Leu317 and Thr384 were found
to be protected from photoactive analogs, with the former being more protected than the latter. As highlighted
in Supplementary Fig. S3, atomic distances of these amino-acid to bound sevoflurane molecules at the S4S5
linker and S6P-helix interface are found here to be respectively 5.54 1.1 A and 10.6 + 1.1 A, in average more or
less standard deviation. Such intermolecular distances imply their direct interactions with bound sevoflurane in
agreement with the measured protective reactions. Besides that, our calculations also recapitulate the stronger
protection of Leu317 in the sense that, relative to sites at the S6P-helix interface, the affinity of sevoflurane is
found here to be higher at S4S5 linker given its stable occupancy by one or two ligands. The result is also consist-
ent with previous Ala/Val-scanning mutagenesis showing a significant impact of S4S5 mutations on the effect of
general anesthetics on family members of Kt channels®. In special, a single residue (Gly329) at a critical pivot
point between the S4S5 linker and the S5 segment underlines potentiation of Kv1.2 by sevoflurane?*. When bound
at the S4S5, sevoflurane is found here to be in proximity to that amino acid (Supplementary Fig. S3).

The stable interaction of sevoflurane at the S4S5 linker of Kv1.2 is also consistent with independent
structure-based calculations showing binding of one or two sevoflurane molecules at the linker of the homol-
ogous bacterial sodium channel NaChBac!'. On the other hand, the unfavorable or absent interactions at the
central cavity and next the selectivity filter of Kv1.2 contrasts with sevoflurane binding at analogous regions of
NaChBac!! due major structural differences between Na* and K™ channels. Specifically, the central cavity of
potassium channels misses open-fenestrations of the sodium relatives® and K*-selective filters are sharply dis-
tinct from Na*-selective ones®. Because sevoflurane induces potentiation rather than blocking of Kv1.2, we read

SCIENTIFICREPORTS|7:5734 | DOI:10.1038/541598-017-05896-8 10


http://S2
http://S2
http://S3
http://S3

www.nature.com/scientificreports/

the negligible or absent density of the ligand at the central-cavity of the pore in Fig. 3 as a self-consistent result of
the study.

Kv1.2 potentiation by sevoflurane has been attributed to stabilization of the open-conductive state of the
channel*. Given the critical role of the $4S5 linker for the gating mechanism of the channel®, it is likely that
sevoflurane-S4S5 interactions as found here are at the origins of the experimentally measured voltage-dependent
component of anesthetic action. Besides that, it is also likely that binding of sevoflurane at the S6P-helix inter-
face might interfere allosterically with the selectivity filter operation thus affecting channel’s conductance.
Such hypotheses have been raised also in the context of anesthetic action on bacterial sodium channels” !,
Corroboration of such hypotheses from a molecular perspective is however not trivial and will necessarily involve
further structural studies to demonstrate how ligand binding affects protein equilibrium to modulate function.

As we advance in the early stages of the membrane structural biology field, our study treats and reveals a new
layer of complexity in ligand binding that brings us novel paradigms to think the problem and to delineate
research accordingly. Traditional methods have limited applicability to systems with multiple non-identical sites
as such methods can only yield global- rather than relative-affinities for individual sites. Besides that, most of
these methods provide us with apparent affinities derived from dose-response experiments which essentially are
indirect measurements of the binding event. Ligand-induced modifications of the recorded ionic current of an
ion channel is an example of such indirect measures. By gathering information at the level of individual sites that
can be combined into the description of macrostates as well (see Supplementary equations S1 to S3), the approach
here brings direct structural-level information that may therefore help to design and interpret experiments. For
instance, affinity constants for individual sites can help rationalizing recordings from photoaffinity® and NMR'
labeling measurements when probing ligand interactions to specific protein sites. Another important possibility
may rely on the combination of our approach with measurements from high-resolution mass spectrometry'® and
time-resolved x-ray/neutron interferometry’!. Recent advances allow determining high-resolution spectra and
electron-density profiles for membrane proteins in their native environment with concrete perspectives to deter-
mine such records for ligand-bound proteins as well. The link here between p(n,, ..., n;) and p,(R) can be there-
fore useful to resolve unique three-dimensional maps matching experiments. In this case, an auxiliary model
distribution for the ligand heavy atoms would be required to describe the ligand electron density from the point
distribution encoded in p,(R).

We believe the study is of broad interest by providing a common framework for investigation of ligands and
membrane proteins, useful in producing new results in the field. To the best of our knowledge, Fig. 3 represents a
deeper and first revealed structural view on the intricate mode of interactions that might take place between small
ligands and membrane proteins. In particular, it becomes clear that from a molecular recognition standpoint,
small ligands can be very promiscuous implying that not all binding events might elicit functional effects. Besides
complex concentration and saturation effects, that promiscuous nature is also an important take home message
that should guide new developments to properly account for ligand binding and its interplay with protein equi-
librium and function.
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Concentration-Dependent Binding of Small Ligands to Multiple Saturable Sites in Membrane
Proteins
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SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS

Membrane Equilibrated Channel Structures. The Kv1.2 structure in the open state was obtained from Treptow and Tarek.' The
construct was previously acquired via molecular dynamics (MD) simulations of the published x-ray crystal structure.” Modeling
details and validation can be found in the original paper.
The channel structure was embedded in the lipid bilayer for MD relaxation and subsequent molecular docking of sevoflurane.
Specifically, the structure was inserted in a fully hydrated and neutral (zwitterionic) all atom palmitoyloleylphosphatidylcholine
(POPC) phospholipid bilayer. After assembled, the macromolecular system was simulated over an MD simulation spanning ~ 20 ns,
at constant temperature (300 K) and pressure (1 atm), neutral pH, and with no applied TM electrostatic potential. The channel
structure remained stable in its starting open conformation throughout the simulations. In the Kv1.2 simulation, the root mean-square
deviation (rmsd) values for the whole TM domain, as well as for segments S5S6 (pore) and the S4S5 linker, range from 1.0 to 3.5 A,
which agrees with the structural drift quantified in previous simulations of the channel.
Molecular Docking. Using AutoDock Vina,® sevoflurane was docked against a MD-generated ensemble of 1200 structures of the
channel. Docking solutions were resolved with an exhaustiveness parameter of 200, by searching a box volume of 50.0 x 50.0 x 100
A’ containing the pore domain region of the protein receptor (voltage sensors were excluded from docking). Sevoflurane was allowed
to have flexible bonds for all calculations. Clustering of docking solutions was carried out following a maximum neighborhood
approach.
Molecular Dynamics. All MD simulations were carried out using the program NAMD 2.9.* Langevin dynamics and Langevin piston
methods were applied to keep the temperature (300 K) and the pressure (1 atm) of the system fixed. The equations of motion were
integrated using a multiple time-step algorithm.’ Short- and long-range forces were calculated every 1 and 2 time-steps respectively,
with a time step of 2.0 fs. Also, periodic-boundary conditions were employed. Chemical bonds between hydrogen and heavy atoms
were constrained to their equilibrium value. Long-range electrostatic forces were taken into account using the Particle Mesh Ewald
(PME) approach.® The CHARMMS36 force field’” were applied and water molecules were described by the TIP3P model.® All the
protein charged amino acids were simulated in their full-ionized state (pH=7.0). All MD simulations including FEP calculations (see
next) were performed on local HPC facility at LBTC.
Free-Energy Perturbation (FEP). The excess chemical potential {t associated with coupling of the ligand from gas phase to bulk
water and W:/ associated with coupling of »; ligands from gas phase to site ;j under restraints were quantified via FEP. Because
computation of @ does not depend upon the choice of concentration, so long as the same thermodynamic state is used for the
solution and gas phases, we estimated the excess potential by considering one sevoflurane molecule embedded into a water box of 60
x 60 x 60 A’, W:, was computed here by taking into considering the whole ligand-channel-membrane system.
All FEP calculations were performed in NAMD 2.9* by considering the Charmm-based parameters for sevoflurane as devised by
Barber et al.’ Starting from channel-membrane equilibrated systems containing bound sevoflurane as resolved from docking, forward
transformation were carried out by varying the coupling parameter in steps of 0.05 (or for convergence purposes, in steps of 0.025 at
final stages of the process). Each transformation then involved a total of 80 windows, each spanning over 32512 steps of simulation.
For the purpose of improving statistics, free-energy estimates and associated statistical errors were determined using the simple
overlap sampling (SOS) formula'® based on at least two independent FEP runs.
Specifically for ligand-protein calculations, the free-energy change WT for singly-occupied sites was computed as a FEP process that
involves ligand coupling to a vacant site. Differently, for doubly-occupied sites, W; was computed as a two-step FEP process
involving ligand coupling to a vacant site W: followed by binding of a second ligand at the preoccupied site W;“ . Because is a
W; state function, the stepwise approach is equivalent to a single-step process involving simultaneous coupling of two ligands to the
protein site that is, W;Z WT+ W;“ . The colvars module' in NAMD 2.9 was used to apply the harmonic restraint potentials when
computing these quantities. As described in the main text, the value of W:/ depends on the parameters of the restraint potential
adopted in the FEP calculation ie., the reference positions of the ligands in the bound state {RT, R;/} and the magnitude of force
constants {ky,..., k, } . By minimizing the contribution of the restraint potential to the binding free-energy W:, , Roux and coworkers
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in which, (R;),....(R,) and (3 R}),...(dR}) are respectively the equilibrium average positions for each of the 7, bound ligands at
site j and their corresponding mean-square fluctuations. Here, these parameters were estimated from the docking configuration
space and the resulting force constants, in the range of 1.0 to 10.0 kcal/mol/A?, were considered for computations of the bound state.
Convergence of sampling. Here, a per-site measure for the ensemble of docking solutions effectively sampled in FEP was
determined by quantifying the overlap o(A4 B ,.) between the configuration space in both calculations'
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their square roots. Specifically, 4; and B; were determined as symmetric 3X3 covariance matrices for centroid positions R; of
the ligand at site
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were solved from the column major eigenvectors {R;, R,, Ry} of the rotation matrix R and the associated eigenvalues
{M, s, Ay} . Note that the overlap equation o( A4 B ,.) is expectedly 1 for identical samplings and O for orthogonal spaces.

Derivation of main text equation (5). Derivation of equation (5) is standard and follows from the coordinate transform
(¥")>(R",Q",I") involving the centroid positions R" , orientations Q" and internal I" degrees of freedom of the n ligands.
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In this case, the Jacobian of the transformation does not depend on the R" degrees of freedom allowing for cancellation of (Q",I")
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contributions. The effective volume [H (
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6—2)2] thus results from the 3# -dimensional Gaussian integral appearing in line 4.

Derivation of main text equation (16). The spatial projection along the z direction of the system shown in equation (16) derives as
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where, A(z)=AxA y is the total area of the water-membrane region along the Cartesian x and y directions.

Coarse-graining over states O(n,,...,n,) . Description of the binding problem in terms of macrostates O(n) can be of interest for
macroscopic measurements. Consider any macrostate O(n) of the system mapping an ensemble of accessible states O(n,,...,n,) in
which 5 ligands bind the receptor regardless their specific distributions over the binding sites. Because O(n) is degenerate, the
probability density of the macrostate

can be determined by coarse-graining over the receptor states O(n,,...,n,) featuring exactly n=mn,+...+n, bound ligands. Here, the
Kronecker delta function &, ensures summation over states accessible to O(n) only. The consequence is that the equilibrium
constant K(n) for the process O(0)+nL=0(n) ,

K(n)= Z 6n‘,nK(”;”"’”;) (52)

can be fully reconstructed from K(nlny) constants. Supplementary equations (S1) and (S2) ensure the extension of the previous
results to macrostate O(n) , where

p"K(n)
pn=<—+
27 Kn) (53)
gives the probability density and
AG(n)==p""In[K(n)x(C)']

establishes the link between K(n) and the standard binding free-energy AG’(n) associated to each of the states satisfying
supplementary equation (S1).
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Site

S6P-helix Ext face S4S5 1k

Supplementary Figure. S1. Configuration space overlap o(A »B j) between FEP and docking calculations (cf. Supplementary Materials and
Methods). Note that overlap is larger than 0.25 for the majority of singly- (cyan) and doubly-occupied (gray) sites supporting that FEP samples
successfully the volumes &V ; determined from docking.

Supplementary Figure S2. Close view of sevoflurane interaction sites at Kv1.2 at the S4S5 linker (A), S6P-helix interface (B) and nearby the
selectivity filter (C). The molecular surface in each of the binding sites is colored by physical-chemical properties of the constituting amino acids:
hydrophobic (white), polar (green) and charged (blue or red). Note that sites (A) and (B) are primarily dehydrated hydrophobic pockets whereas the
site nearby the selectivity filter is amphiphilic and largely hydrated.
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Supplementary Figure S3. Average atomic distances between the centroids of sevoflurane and photolabeled Kv1.2 residues. Distances were
measured considering ensembles of both equilibrium protein structures inputed into docking searches, and sevoflurane docking poses pertaining to a
given binding site. As highlighted in the image, average distance between sevoflurane geometric center when bound to S6P-helix site and Thr384 is
10.621.1A; average distance of the ligand when bound to S4S5-linker site to residues Leu317 and G329 are respectively 5.5+1.1A and 16.320.9A.
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ABSTRACT: The direct-site hypothesis assumes general anesthetics bind ion channels to impact protein equilibrium and function,
inducing anesthesia. Despite advancements in the field, a first-principle all-atom demonstration of this structure-function premise
misses. We focus on the clinically used sevoflurane interaction to anesthetic-sensitive Kv1.2 mammalian channel to resolve if
sevoflurane binds protein’s well-characterized open and closed structures in a conformation-dependent manner to shift channel
equilibrium. We employ an innovative approach relying on extensive docking calculations and free-energy perturbation and find
sevoflurane binds open and closed structures at multiple sites under complex saturation and concentration effects. Results point to a
non-trivial interplay of conformation-dependent modes of action involving distinct binding sites that increase channel open-
probability at diluted ligand concentrations. Given the challenge in exploring more complex processes potentially impacting channel-
anesthetic interaction, the result is reassuring as demonstrates the process of multiple binding events alone may account for open-
probability shifts recorded in measurements.

KEYWORDS: general anesthetics | ion channels | binding free energy | protein equilibrium

Introduction

Volatile and injected general anesthetics encompass a diverse array of small and uncharged chemotypes including haloalkanes,
haloethers and alkylphenols. Despite efforts reaching back over a century, clarification of their microscopic mechanism in general
anesthesia has proven difficult and wanting. A favored hypothesis proposes that ion channels in the brain are implicated, among
which members of ionotropic neurotransmitter receptors, voltage-gated and non-gated ion channels are best-known players
(Covarrubias et al., 2015; Franks, 2008; Franks and Honoré, 2004). Primary exemplars are the Cys-loop nicotinic acetylcholine and
y-aminobutyric acid class A receptors, the voltage-gated sodium and potassium channels, and the tandem pore potassium channels.
An extensive series of electrophysiological studies corroborate the hypothesis by demonstrating inhibition to potentiation effects of
general anesthetics on the various receptor targets. Beyond these electrophysiological studies of reductionist systems, the current
view has gained additional support from gene knockout experiments demonstrating for some of these channels the in vivo role on a
clinically-relevant anesthetic outcome. For instance, the knockout of the non-gated tandem pore potassium channel trek-1 produces
an animal model (Trek1-/-) resistant to anesthesia by inhalational anesthetics (Heurteaux et al., 2004).

How general anesthetics modulate ion channels to account for endpoints of anesthesia must at some point build on understanding
electrophysiological data in the context of ligand binding, a reasoning that has driven mounting efforts in the field. Currently, though
not refuting other molecular processes likely contributing for anesthetic action (Cantor, 1997; Finol-Urdaneta et al., 2010; Roth et al.,
2008), crystallography and manifold studies involving molecular dynamics support that anesthetics bind ion channels at clinical
concentrations (Arcario et al., 2017; Barber et al., 2011, 2014a; Brannigan et al., 2010; Jayakar et al., 2013; Kinde et al., 2016;
LeBard et al., 2012; Nury et al., 2011; Raju et al., 2013). Binding interactions have been evidenced in anesthetic containing systems
of mammalian voltage- and ligand-gated channels, and bacterial channel analogs as well. Specifically, partitioning of anesthetics in
the membrane core allows accessibility-to and binding-to multiple transmembrane (TM) protein sites featuring single or multiple
occupancy states - a process that might depend further on chemotypes, channel-types and conformations. Although some progress
has been made in one or more aspects of the current view, a first-principle demonstration that anesthetics bind ion channels to affect
protein equilibrium and function as recorded in experiments still misses.

Here, we focus our efforts on the haloether sevoflurane and its molecular interaction to Kv1.2, a mammalian voltage-gated potassium
channel. Experimental work supports that sevoflurane potentiates the channel in a dose-dependent manner (Annika F. Barber et al.,
2012; Liang et al., 2015). Effects on current tracings include a leftward shift in the conductance-voltage relationship of the channel
and an increased maximum conductance. Among all other aspects that might impact channel-anesthetic interactions in general, we
are specifically interested in determining if sevoflurane binds the well-characterized open-conductive (O) and resting-closed (C)
structures of Kv1.2 (Long et al., 2005; Stock et al., 2013) in a conformation-dependent manner to impact protein equilibrium. Very
recently, we went through an innovative structure-based study (Stock et al., 2017) of concentration-dependent binding of small
ligands to multiple saturable sites in proteins to show that sevoflurane binds the open-pore structure of Kv1.2 at the S4S5 linker and
the S6P-helix interface - a result largely supported by independent photolabeling experiments (Bu et al., 2017; Woll et al., 2017).
Here, we aim at extending these previous calculations to investigate sevoflurane interactions with the entire TM-domain of the
channel and more importantly, to resolve any conformational dependence for its binding process to channel structures. Accordingly,
in the following sections, we first provide the theoretical framework to study binding of sevoflurane to a fixed conformation of the
channel under equilibrium conditions. A state-dependent strategy is put forward to describe anesthetic binding in terms of occupancy
states of the channel that embodies multiple saturable sites and concentration effects. The strategy is then generalized to account for
ligand effects on the C-O equilibrium, allowing for reconstruction of voltage-dependent open probabilities of the channel at various
ligand concentrations. Anticipating our results, we find that sevoflurane binds Kv1.2 structures at multiple sites under saturation and
concentration effects. Despite a similar pattern of molecular interactions, binding of sevoflurane is primarily driven towards the
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open-conductive state shifting leftward the open probability of the channel at diluted ligand concentrations.

Theory

Anesthetic Binding and Channel Energetics. Consider the voltage-gated channel embedded in a large membrane-aqueous volume
that contains N ligand molecules under dilution. The protein is assumed to remain in a well-defined conformational state X
providing with s distinct binding sites for ligands. For simplicity, we consider that ligands dissolve uniformly across the membrane-
aqueous region of the system from where they can partition into the protein sites. The lipid and aqueous phases thus provide with a
bulk volume V occupied by ligands at constant density p and excess chemical potential {t . We consider further that every site
j=1,...,s corresponds to a discrete volume 8V that can be populated by O<nj<n;"ax ligands. We denote by O;(nl, ...,n,) the
specific occupancy state featuring n; bound ligands at corresponding sites and by n=n,+...+n, the total number of bound ligands
in this state.

Under these considerations, solution of ligand binding to multiple receptor sites relies fundamentally in determining the equilibrium
constant Kx(”1,~~- ,n,) for the process Oy(0,, w,0)+nL =0y(n,,... ,n,) where, 04 (0,, ... ,0,) is the empty receptor state with all
ligands occupying the bulk. As shown in previous work (Stock et al., 2017), K,(n,,...,n,) can be evaluated from MD-based free-

energy perturbation (FEP) calculations

n

1 2 2 - “(n)-nit
KX(nl,m’ns):n '..n ,[H (B_;:)Z]e BIW(n)-n] (])
FLETYY (RS o], ¢

in which [ is the solvation free energy of the ligand in the bulk and W;(n) corresponds to the free-energy of n site-specific
bound ligands relative to a gas phase state given that ligands i=1,...,n are restrained to occupy an effective site volume

n

213 _ o
[H (B—Jktm at structure X . Eq. [1] is solved for the thermodynamic limit N>>n and

i=1

Y corrects the binding constant for
leeng!

equivalent configurations of n; indistinguishable ligands within the site volumes 0V . Within this formulation, knowledge of
K, (n,,...,n,) ensures the probability of any occupancy state

_(n+..4n,)
p " K 4 (ny,..,ny)
Px(Ny,...,ng )= - g - -
x( 1 ) Z F_)[‘n't.jm)Kx(nl:~~~:n5) 2)

My

to be known in practice from free-energy calculations (Chipot and Pohorille, 2007). Note in eq. [2], py(n,,...,n,) depends on the
number density or concentration of the ligand at the reservoir thus providing us with a useful equation for investigation of
concentration effects.

To investigate any conformational dependence on ligand binding, we consider eq. [2] in the context of conformational equilibrium of
the channel over a range of TM voltages. Specifically, we consider the very same microscopic system submitted to a Nernst potential
induced by non-symmetrical electrolytes between membrane faces. The capacitive nature of the channel-membrane system ensures
the Nernst potential to account for a voltage difference V' across the lipid bilayer. Accordingly, by denoting as r® the entire set of
Cartesian coordinates of the channel, the free energy of the protein F (V) in the particular conformation X =X (rP)

e"”*“”ocf drPg,[X'(rp)_X]e—ﬂ[U(r"‘J+Q(r")V] (3)

can be written within an arbitrary constant, in terms of an effective potential energy of the protein U(rf)+Q(r")V when coupled to
the external voltage V with charge Q(r") (Roux, 2008). From eq. [3], the open probability of the channel then reduces to
~BF,(V)
_ e
PolV)= ey, i @)
for the case of a voltage-gated channel with two conformational states X={ C,0} connected by the reaction process C &0 . In
terms of chemical free-energies of the receptor F.(V=0) and F,(V=0) and the corresponding excess free-energies A F(V)
and AF,(V), eq. [4] simplifies into the familiar two-state Boltzmann equation

po(V):[1+e+I5AQWm*V]]—1 .
in which,
AFo(V)=AF(V)
\'%4
is the gating charge AQ=Q,—Q,, resulting from differences in the effective protein charge in each conformational state and

Fo(V=0)—F.(V=0
y _FolV=0)-F(v=0] o
AQ
is the midpoint voltage in which p.(V)=p,(V) (Roux, 2008). From eq. [5], the equilibrium constant between protein states C
and O then writes as

AQ=

Q)

K (V)=e PaalVaY]

with K(O):ef'w"’AQ determining their equilibrium at 0 mV. In eq. [6 and 7], the voltage-independent free energies account for the
microscopic potential energy of the channel and its solvation energy in each state whereas the corresponding voltage-dependent
excess free energies are proportional to the applied voltage and associated protein charges.

By combining eq. [2 and 5] through a generalized thermodynamic-cycle analysis dealing with all possible states of the ligand-free
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and ligand-bound receptor, binding effects on the channel energetics can be then explicitly expressed over a range of membrane
voltages

K(V)Z,(n, ...,n,)

pO(V):ZC(nL...,ns)+K(V)Zo(nL...,ns) ®
in terms of the partition functions
Zo(ny,.on)= Z | pm K (n )
Zo(ny,...,n)= ‘Z ‘ﬁ(";)'"')'"‘)Ko(n'l,...,n;)
for the ensemble of occupancy states in each of the provt’eiyr; conformations. Eq. [8] simplifies into
po(V)=[1+ Zc(’h,n-: n) e»fmo[v,ﬂ/]{1 ©)

Zo(ny...,ny)
the two-state Boltzmann equation embodying now the free-energy contributions arising from ligand binding. Note that eq. [8] is
achieved by rewriting the state probability densities

pelV)= T pelmyor, V)
po(v): Z po(n;,...,n;,V)

in terms of the reference state p¢(0,,...,0,,V) .

In the following, we consider eq. [1, 5 and 9] to investigate the molecular binding of sevoflurane to open and closed structures of
Kv1.2, and its functional impact on the channel energetics.

Results and Discussion

Binding of Anesthetics to Multiple Channel Sites. We applied large-scale and flexible docking calculations to solve sevoflurane
interactions to Kv1.2 structures X={C,0} (Fig. 1). A total of ~ 6,000 docking solutions was generated per channel conformation
and clustered into 21 ligand interaction sites. The interaction sites spread over the transmembrane region of the channel at the S4S5
linker, S6P-helix interface and at the extracellular face, next to the selectivity filter. Further docking sites were resolved within the
voltage-sensor, at the S4Pore interface and at the central-cavity of the channel. Re-docking of sevoflurane generated in turn a total of
~ 13,000 solutions per channel conformation, solving the interaction of two ligands for all sites but the extracellular face.

From the docking ensembles, there is up to 2x3% occupancy states of the channel structures that might contribute for sevoflurane
binding and functional effects. To evaluate this quantitatively, we performed an extensive series of FEP calculations to estimate the
per-site binding affinity for one- and two-bound ligands against the channel structures (Fig. S1, Table-S1 and S2). Binding constants
for the individual sites are heterogeneous and take place under a diverse range, i.e. 10® (mM™) - 10" (mM?). There is however a
decreasing trend of affinities involving sites respectively at the S4S5 linker, S4Pore and S6P-helix interfaces, voltage sensor, central
cavity and extracellular face.

To determine if sevoflurane binds channel structures X={C,0} at clinically relevant concentrations, we computed binding
probabilities py(n,,...,n,) for dilute concentrations of the ligand in solution, i.e. 1mM, 10mM and 100mM. Equilibrium constants
Ky (n,,...,n,) for every occupancy state of the channel were then reconstructed from the per-site affinities to determine state
probabilities via eq. [2]. Here, estimates of K,(n,,...,n,) were determined for the condition of independent binding sites as
minimum site-to-site distances of ~15 A demonstrated their non-overlap distributions in each of the channel structures. At low 1mM
concentration, py(n,,...,n,) are largely dominated by the probability of the empty state p,(0,,...,0,) implying only a small
fraction of bound states with non-negligible occurrences (Fig. S2). Within this fraction, the most likely states involve single
occupancy of the S4S5 linker or the S4Pore interface as shown by the marginal probabilities p,(n ].) at the individual sites (Fig. 2).
At higher concentrations, there is a clear shift of p,(n,,...,n,) towards states of the channel that enhances significantly the average
number of bound ligands. Careful inspection of pX(n,.) confirms the major relevance of sites at the S4S5 linker and S4Pore interface
over the entire concentration range, accompanied by an increasing importance of binding regions at the S6P-helix interface. In
contrast, py(n I.) for sites within the voltage-sensor, at the central cavity and nearby the extracellular face of the channel remains
negligible over all concentrations. For completeness, note in Table-S1 that equilibrium constants for doubly-occupied sites are
comparable to or even higher than estimates for one-bound molecule thus revealing important saturation effects in which one or two
sevoflurane molecules can stably bind the channel structures at individual sites. The result is especially true for spots at the S4S5
linker and S4Pore interface.
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Fig. 1. Resolution of sevoflurane sites at the homotetrameric Kv1.2 structures C and O. (A) Atomistic systems containing Kv1.2 structures
(cyan) embedded in a fully-hydrated lipid bilayer (gray) were MD simulated to produce molecular ensembles considered for flexible docking
calculations. (B) Docking solutions for singly-occupied sites. Shown is the ensemble-average channel structures C and O, along with the set
of centroid configurations of sevoflurane (points) determined from docking. Centroid configurations of sevoflurane were clustered as a
function of their location on the channel structures that is, within the voltage-sensor (green), at the S4S5 linker (yellow), at the S4Pore (dark
blue) and S5P-helix (light blue) interfaces, at the central cavity (violet) and extracellular face (pink). Each of these clusters was treated as an
interaction site j for sevoflurane with volume 8V ;. (C) Following another round of docking calculations started from structures in (B),
solutions for doubly-occupied sites were resolved by determining if volumes 8V, accommodate the centroid positions of two docked
ligands at once. (D) Per site number of docking solutions for single (cyan) and double (gray) ligand occupancy. (E) Representative molecular
structure resolved from docking. Voltage-sensor domains in two opposing channel subunits are not shown for clarity in (B) and (C) lateral
Views.

The complex distributions of the multiple occupied states of structures X={ C,0} were described in three dimensions by mapping

px(n,,...,n,) into the position-dependent density pk(R) of sevoflurane in each binding site j (cf. eq. 18 And 20). As shown in
Fig. 3 and supplementary Movies S1 and S2, the density of sevoflurane makes sense of the results by showing the concentration
dependent population of bound ligands. Projection of p&(R) along the transmembrane direction z of the system, pﬂf(z) , stresses
further the results (cf. eq. 20). Note from p’;((R) that sevoflurane binds channel structures in a concentration dependent manner,
binding preferentially the S4S5 linker and the interfaces S4Pore and S6P-helix over a range of concentrations.

So far, our calculations demonstrate that sevoflurane binds Kv1.2 structures over a range of concentrations, preferentially at the
linker S4S5 and at the segment interfaces S4Pore and S6P-helix. From a physical-chemical point of view, spots at these channel
regions are primarily dehydrated lipid-accessible amphiphilic pockets providing with favorable interaction sites for the polar
lipophilic sevoflurane molecule (Fig. S3). It is worth mentioning that these findings recapitulate recent photolabeling experiments
demonstrating that photoactive analogs of sevoflurane do interact at the S4S5 linker and at the S6P-helix interface of the open-
conductive Kv1.2 channel (Bu et al., 2017; Woll et al., 2017). In detail, Leu317 and Thr384 were found to be protected from
photoactive analogs, with the former being more protected though. As shown in Fig. S4, atomic distances of bound sevoflurane to
these amino-acid side chains are found here to be respectively 7.28+2.5 A and 10.4443.66 A, in average more or less standard
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deviation. Such intermolecular distances are consistent with direct molecular interactions and therefore consistent with the measured
protective reactions - similar conclusions hold for the closed channel as well. Besides that, our calculations also recapitulate the
stronger protection of Leu317 in the sense that relative to sites at S6P-helix, the affinity of sevoflurane is found to be higher at the
S48SS linker given its stable occupancy by one or two ligands. The stable occupancy of the linker by one or two ligands as computed
here, is consistent with recent flooding-MD simulations of the homologous sodium channel NaChBac (Annika F Barber et al., 2012;
Barber et al., 2014a) and more importantly, with previous Ala/Val-scanning mutagenesis showing a significant impact of S4S5
mutations on the effect of general anesthetics on family members of K* channels (Barber et al., 2011). In special, a single residue
(Gly329) at a critical pivot point between the S4S5 linker and the S5 segment underlines potentiation of Kv1.2 by sevoflurane (Liang
et al., 2015). Sevoflurane is close to that amino acid when bound at the S4S5 linker.
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Fig. 2. C and O state-dependent binding probabilities for different concentrations of sevoflurane at the reservoir. (A) Marginal probabilities
px(n;) of site j, for n;=0 (gray), n;=1 (blue) and n;=2 (cyan). Marginals at the extracellular face of the channel are negligible for
every structure/concentration and are not shown for clarity. (B) Probabilities py(n) for macrostates Oy(n) mapping an ensemble of
accessible states Oy(n,,...,n,) in which n ligands bind the receptor regardless their specific distributions over the binding sites. Here,
px(n;) and py(n) were computed by coarse-graining over state probabilities in Fig. S2 according to eq. [19 and 21], respectively. Average
number (n,) of bound ligands as a function of the reservoir concentration is indicated in (B).

In contrast to the aforesaid spots, sites within the voltage-sensor, at the main pore and nearby the extracellular face of the Kv1.2
structures are primarily hydrated lipid-inaccessible amphiphilic pockets that weaken sevoflurane interaction as reflected in the state-
and space-dependent densities shown in Fig. 2 and 3. The binding probabilities at these sites thus support that the non-negligible
fraction of poses determined from docking (Fig. 1D) corresponds to low affinity or false positives. In particular, because sevoflurane
induces potentiation rather than blocking of Kv1.2 (Annika F. Barber et al., 2012; Liang et al., 2015), we read the negligible or
absent density of the ligand at the central-cavity of the channel as a self-consistent result of the study - especially for the open-
conductive state. Supporting that conclusion, note that binding constants as computed here are upper bounds for the affinity of
sevoflurane under the ionic flux conditions in which potentiation takes place. Accordingly, as shown in Fig. S5, the binding affinity
of a potassium ion at the central cavity overcomes that of sevoflurane due its binding and excess free-energies under applied
voltages. Once bound, the ion destabilizes sevoflurane interactions and the molecule is not expected to bind the channel cavity at low
concentration. As also shown in Fig. S5 supplementary Movie S3, even under the occurrence of rare binding events, sevoflurane
appears unable to block the instantaneous conduction of potassium which is also consistent with its potentiating action.

Weak interactions at the main pore and nearby the selectivity filter of Kv1.2 contrasts with sevoflurane binding at analogous regions
of NaChBac (Annika F Barber et al., 2012; Barber et al., 2014a) due major structural differences between Na* and K* channels.
Specifically, the pore of potassium channels lacks lipid-accessible open-fenestrations of the sodium relatives and K*-selective filters
are sharply distinct from Na*-selective ones.

Anesthetic Binding Impacts Channel Energetics. Despite a comparable pattern of molecular interactions, careful inspection of
px(n ,.) or p&(R) reveals for most sites, an obvious differential affinity of sevoflurane across Kv1.2 structures (Fig. 2 and 3). The
overall consequence for sevoflurane binding is then clear: the average number of bound ligands to the open-conductive channel
exceeds systematically that number for the resting-closed channel over the entire concentration range. There is therefore a
remarkable conformational dependence for the anesthetic interaction, with sevoflurane binding preferentially the open-conductive
structure.

Implications for Kv1.2 energetics were then investigated by quantifying modifications of the open probability p,(V) of the channel
induced by sevoflurane at concentrations of 1mM — 100mM (Fig. 4). Specifically, from the partition functions Z.(n,,...,n;) and
Zo(n,,...,n;) across the entire ensemble of occupancy states of the channel, solution of eq. [5 and 9] shows that sevoflurane shifts
leftward the open probability of Kv1.2 in a concentration-dependent manner - voltage shifts amount from -1.0 mV to -30.0 mV with
concentration increase of the ligand in solution. For a fixed ligand concentration (100 mM), decomposition analysis reveals further
that ratio values for the partition functions at individual sites j can be smaller, equal or larger than unity, implying a non-trivial
interplay of conformation-dependent modes of action involving distinct sites (cf. eq. [23 and 24]). In detail, binding of sevoflurane at
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the low affinity sites within the voltage-sensor, central cavity and next the extracellular face of the channel are mostly conformation
independent and do not impact open probability (ratio = 1). On the other hand, conformation-dependent binding of sevoflurane to
sites at the S4S5 linker and the S4Pore interface accounts for the overall stabilization of the open channel (ratio < 1). That effect
contrasts with the mild stabilization of the closed conformation of Kv1.2 induced by binding of sevoflurane at S6P-helix and
reflected in rightward shifts of p,(V) (ratio > 1). The overall conformation-dependent binding process is therefore encoded
differentially across distinct channel regions.

CLOSED

1mM4i
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20—
10mM4
100mM4
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Py (Z)

Fig. 3. C and O position-dependent binding probabilities for diluted concentrations of sevoflurane in the bulk. (A) Shown is the ensemble
average structure of the channel (white) along with the density pj(R) of sevoflurane (orange and cyan) in each of the binding sites
(isovalues of 9x107° A®). As presented in eq. [18], this involved reweighing the marginal probability px(n;) at the binding site j by the
local equilibrium density of sevoflurane py(R|n;) . The marginal px(n;) was computed from eq. [19] by coarse-graining over state
probabilities in Fig. S2 whereas, py(R|n;) was calculated from the centroid distributions of docking solutions shown in Fig. 1B and 1C. (B)
Projection of pj(R) along the transmembrane direction z of the system, p%(z) . Projections were determined as prescribed in eq. [20].

Potentiation of Kv1.2 by sevoflurane has been attributed to stabilization of the open-conductive state of the channel (Liang et al.,
2015). Given the critical role of S4 and S4S5 linker on the gating mechanism of the channel (Long et al., 2005), it is likely that
sevoflurane interactions with these segments as found here are at the origins of the experimentally measured voltage-dependent
component of anesthetic action. While restricted to sevoflurane interactions with the resting-closed and open-conductive structures,
the presented two-state binding model only embodies left- or rightward shifts in the open probability of the channel and therefore, it
cannot clarify any molecular process accounting for maximum conductance increase as experimentally recorded and shown in Fig.
4A. As supported by a recent kinetic modeling study (Annika F. Barber et al., 2012), generalization of eq. [9] to include a third non-
conducting open state yet structurally unknown is needed to account for such conductance effects. We then speculate that binding of
sevoflurane at the S4Pore and S6P-helix interfaces might interfere allosterically with the pore domain operation thus affecting
channel’s maximum conductance. A working hypothesis also raised in the context of anesthetic action on bacterial sodium channels
(Barber et al., 2014a; Raju et al., 2013), assume indeed that non-conducting states of the selectivity filter are implicated.
Corroboration of a such assumption from a molecular perspective is however not trivial and will necessarily involve further structural
studies to demonstrate how ligand binding might impact non-conducting open states of the channel to affect maximum conductance.
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Fig. 4. Sevoflurane binding effects on C-O equilibrium. (A) Open A | — ligand-free p(V)
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. . . . alculated e evollurane

computed from eq. [5 and 9] by taking into consideration parameters,

v, =-21.9mV and AQ=385e , for best two-state Boltzmann fit of
measured data (Liang et al., 2015). A reference experimental curve (red) is
show for sevoflurane at 1 mM concentration. (B) Decomposition analysis
at 100mM ligand concentration. Shown is the FEP sampling overlap versus
ratio values for C-O partition functions at the individual binding sites j .
Per-site ratio values can be equal, smaller or larger than unity meaning
respectively that sevoflurane binding is not conformational dependent,
stabilizes the open structure or stabilizes the closed structure. Binding sites ;o
located nearby flexible protein regions for which the root-mean-square 0 0 40 ET) 0 20
deviation (RMSD) between channel structures is larger than 4.0 A are Voltage (mV)
highlighted in red (c¢f. eq. [14, 23 and 24] and Fig. S1 for details). (C)
Decomposition analysis of p,(V) curves in terms of partition ratio values B
showing in (B). (D) Same decomposition analysis in terms of an aggregate 08
per-site contribution across channels subunits. At 100mM, binding of
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Here, we carried out extensive structure-based calculations to study
conformation-dependent binding of sevoflurane to multiple saturable C 1
sites of Kv1.2 structures X={C,0} - the total MD simulation time
was ~2.0 ps. Binding of sevoflurane was studied for ligand
concentrations in the range of ImM - 100mM and saturation
conditions up to n;*=2. Our study relied on the assumption that e
molecular docking can faithfully describe ligand interactions at protein
sites. Specifically related to that assumption, we have considered the
generated ensemble of docking solutions to estimate the location of
binding sites dV; and the local distribution of the ligand pX(R\nj) .
The generation of false positive hits is however a well documented
drawback of docking algorithms as a result of limitations of the scoring
function in describing ligand solvation energies and protein flexibility D i
(Deng et al., 2015). In this regard, the combination of extensive I
docking calculations against an ensemble of equilibrium receptor
structures to handle protein flexibility and FEP calculations based on
fine force-fields to accurately estimate solvation energies are critical
technical aspects of the applied methodology to minimize such
drawbacks (Deng et al., 2015). Given the same limitations of the |
scoring function, it is also not guaranteed that all binding hits nor that -
pX(R|nj) can be accurately known from docking. In this regard, L
although not considered here, it might be important to integrate o ke
docking results from different algorithms involving different scoring
functions in order to characterize the bound ensemble. Still, thanks to

the generality of the presented formulation, extension of the current investigation to sampling techniques other than docking,
including all-atom flooding-MD simulations (Arcario et al., 2017; Barber et al., 2014a; Brannigan et al., 2010; LeBard et al., 2012;
Raju et al., 2013), might also be an important refinement in that direction (manuscript in preparation). Despite these sampling
improvements that may eventually be obtained, it is worth mentioning that the configuration space in FEP calculations overlap
between channel structures at individual sites, meaning that sampling and binding affinities were evenly resolved between states (Fig.
S1 and 4B). Besides that, most of the identified binding sites are located nearby flexible protein regions for which the root-mean-
square deviation between channel structures is larger than 4.0 A. Then for the purpose of quantifying any direct ligand effect on
channel energetics, the determined conformational dependence of binding sevoflurane at these gating-implicated protein regions
appears robust and likely to impact function.

Structural knowledge allied to solid electrophysiological data available for Kv1.2 make this channel an interesting model system
for molecular-level studies of anesthetic action thereby justifying our choice. In detail, the atomistic structures complain most of the
available experimental data characterizing closed and open conformations of the channel in the native membrane environment
(Stock et al., 2013). Previous findings support further that sevoflurane binds Kv1.2 to shift leftward its voltage-dependence and to
increase its maximum conductance in a dose-dependent manner (Liang et al., 2015). Despite a similar pattern of interactions, we
found here a clear conformational dependence for sevoflurane binding at multiple channel sites. The ligand binds preferentially the
open-conductive structure to impact the C-O energetics in a dose-dependent manner as dictated by the classical equilibrium theory
for chemical reactions embodied in eq. [9]. Front of the difficulty in conceiving and characterizing other, still more complex
molecular processes that might impact channel energetics under applied anesthetics (Cantor, 1997; Finol-Urdaneta et al., 2010; Roth
et al., 2008), the result is reassuring by showing that in principle the isolated process of sevoflurane binding to Kv1.2 accounts for
open-probability shifts as recorded in experiments. Within this scenario, the calculations reveal unexpectedly, contrasting per-site
contributions to the overall open probability of the channel. For instance, at 100mM concentration, binding of sevoflurane at the
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S48SS5 linker and S4Pore interface significantly stabilizes the open structure of the channel overcoming the mild stabilization of the
closed structure by ligand binding at the S6P-helix interface. By showing this non-trivial interplay of conformation-dependent modes
of action involving distinct binding sites, the result is particularly insightful and should guide us to design novel site-specific
mutagenesis and photolabeling experiments for further molecular characterization of anesthetic action.

Although not addressing the paucity of in vivo experimental evidences that a binding process to a specific molecular target as
presented here is related to any clinically-relevant anesthetic outcome, our study adds support to the direct-site hypothesis by linking
binding free-energy and protein energetics. As such, our study treats and reveals a new layer of complexity in the anesthetic problem
that brings us novel paradigms to think their molecular action and to design/interpret research accordingly. To the best of our
knowledge, the main-text Fig. 3 and 4 represent in the context of structural studies, a deeper and first revealed view on the intricate
mode of interactions that might take place between general anesthetics and ion channels to impact function.

Computational Methods

A procedure was designed to solve the molecular binding of sevoflurane to the open-conductive (O) and resting-closed (C) structures
of Kv1.2 for saturation conditions up to n'}mx =2 . For both channel structures, the procedure consisted of (i) an extensive production
of docking solutions for the ligand-receptor interaction, (ii) clustering of docking solutions into binding sites along the receptor
structure and (iii) estimation of binding affinities using the free-energy perturbation (FEP) method. First completion of steps (i)
through (iii) solved the ligand channel interaction for singly-occupied binding sites. Double occupancy of the receptor sites was
investigated by inputing the first generated ensemble of docked structures into another round of (i) through (iii) calculations. In
detail, step (i) was accomplished by docking sevoflurane as a flexible ligand molecule against an MD-generated ensemble of
membrane-equilibrated structures of the protein receptor. Docking calculations included the transmembrane domain of the channel,
free from the membrane surroundings. Step (ii) provided the location of 8V; volumes lodging docking solutions for the ligand
along the channel structures. Each of these volumes were treated as binding site regions in step (iii) calculations. FEP calculations
were carried out by taking into consideration the whole ligand-channel-membrane system.

Following this procedure, binding constants K,(n,,...,n,) for channel structures X={C,0} were solved by inputting FEP
estimates into eq. [1], allowing for direct solution of state-dependent probability distributions via eq. [2]. Here, affinity constants
were solved for the condition of independent binding sites. Ligand-free and ligand-bound open probability curves were respectively
computed from eq. [5 and 9] by taking into consideration previously determined experimental values of V ,=—15.1mV and
AQ=3.9e, for Kvl.2 (Liang et al., 2015). Estimates were determined for sevoflurane concentrations in the range of ImM - 100mM
(or in density units, 6.02x107A° = 6.02x10°A?). A detailed description of the calculations is provided bellow.

Membrane Equilibrated Channel Structures. The Kv1.2 structure in the open-conductive (O) state was obtained from Treptow
and Tarek (Treptow and Tarek, 2006). The construct was previously acquired via molecular dynamics (MD) simulations of the
published x-ray crystal structure (Long et al., 2005). The resting-closed (C) structure of Kv1.2 was obtained from Delemotte et al.
(Delemotte et al., 2011). Modeling details and validation can be found in the original papers.

Structures C and O were embedded in the lipid bilayer for Molecular Dynamics (MD) relaxation and subsequent molecular docking
of sevoflurane. Specifically, each structure featuring three K* ions (s4s2s0) at the selectivity filter was inserted in a fully hydrated
and zwitterionic all atom palmitoyloleylphosphatidylcholine (POPC) phospholipid bilayer. After assembled, each macromolecular
system was simulated over an MD simulation spanning ~ 20 ns, at constant temperature (300 K) and pressure (1 atm), neutral pH,
and with no applied TM electrostatic potential. The channel structures remained stable in their starting conformations throughout the
simulations. The root mean-square deviation (rmsd) values for the channel structures range from 1.5 to 3.5 A, which agrees with the
structural drift quantified in previous simulation studies (Delemotte et al., 2011; Treptow and Tarek, 2006).

Molecular Docking. We used AutoDock Vina (Trott and Olson, 2010) to dock sevoflurane against the MD-generated ensemble of
channel structures C and O. Each ensemble included 120 independent channel configurations at least. Docking solutions were
resolved with an exhaustiveness parameter of 200, by searching a box volume of 100 x 100 x 100 A containing the transmembrane
domain of the protein receptor. Sevoflurane was allowed to have flexible bonds for all calculations. Clustering of docking solutions
was carried out following a maximum neighborhood approach.

Molecular Dynamics. All MD simulations were carried out using the program NAMD 2.9 (Phillips et al., 2005) under Periodic
Boundary Conditions. Langevin dynamics and Langevin piston methods were applied to keep the temperature (300 K) and the
pressure (1 atm) of the system fixed. The equations of motion were integrated using a multiple time-step algorithm (Izaguirre et al.,
1999). Short- and long-range forces were calculated every 1 and 2 time-steps respectively, with a time step of 2.0 fs. Chemical bonds
between hydrogen and heavy atoms were constrained to their equilibrium value. Long-range electrostatic forces were taken into
account using the Particle Mesh Ewald (PME) approach (Darden et al., 1993). The CHARMM?36 force field (Huang and MacKerell,
2013) was applied and water molecules were described by the TIP3P model (Jorgensen et al., 1983). All the protein charged amino
acids were simulated in their full-ionized state (pH=7.0). All MD simulations, including FEP and voltage-driven simulations (see
next), were performed on local HPC facility at LBTC amounting to a total run time of ~2.0 ps.

Free-Energy Perturbation (FEP). Eq. [1] was simplified here for the condition of ligand interactions to multiple independent sites -
a condition that appears to be fulfilled at the channel structures featuring sparse binding sites for sevoflurane. Within this scenario,
binding constants for structures X={ C,0} were factorized as the product of independent equilibrium constants

)=K4(n,,0,...,0,)X...xK(0,,...,0,_,,n,) (10
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denote respectively the binding constant of n; ligands to each of the j sites at structure X .
Accordingly, the excess chemical potential [T associated with coupling of the ligand from gas phase to bulk water and W;(n,.)
associated with coupling of n; ligands from gas phase to site j under restraints were quantified via FEP. Because computation of
@ does not depend upon the choice of concentration, so long as the same thermodynamic state is used for the solution and gas
phases, we estimated the excess potential by considering one sevoflurane molecule embedded into a water box of 60 x 60 x 60 A°.
W;( n ,.) was computed by taking into considering the whole ligand-channel-membrane system.
All FEP calculations were performed in NAMD 2.9 (Phillips et al., 2005) by considering the Charmm-based parameters for
sevoflurane as devised by Barber et al. (Barber et al., 2014b). Starting from channel-membrane equilibrated systems containing
bound sevoflurane as resolved from docking, forward transformation were carried out by varying the coupling parameter in steps of
0.01. Each transformation then involved a total of 100 windows, each spanning over 31800 steps of simulation. For the purpose of
improving statistics, free-energy estimates and associated statistical errors were determined using the simple overlap sampling (SOS)
formula (Lu et al., 2004) based on at least two independent FEP runs.
Specifically for ligand-protein calculations, the free-energy change W;(l ,.) for singly-occupied sites j was computed as a FEP
process that involves ligand coupling to a vacant site. Differently, for doubly-occupied sites, W;(Z j) was computed as a two-step
FEP process involving ligand coupling to a vacant site W;(l ].) followed by binding of a second ligand at the preoccupied site
W;(Z f 1].) . Because W;(2 ].) is a state function, the stepwise approach is equivalent to a single-step process involving simultaneous
coupling of two ligands to the protein site that is, W;(Z j)=W;(1 ].)+W;(2 ].|1 ].) . The colvars module (Fiorin et al., 2013) in NAMD
2.9 was used to apply the harmonic restraint potentials when computing these quantities.
The value of W;(n ].) depends on the parameters of the restraint potential adopted in the FEP calculation ie., the reference positions
of the ligands in the bound state {Ry(1,),...,Ry(n;)} and the magnitude of force constants {ky(1,),...,ky(n,)} . By minimizing
the contribution of the restraint potential to the binding free-energy W;(ni) , Roux and coworkers (Roux et al., 1996) devised
optimum choices for the parameters

{Ry(1,)=(Ry(1))),...,Rx(n,)=(Ry(n)))} (12)
and

__ 3B __ 38"
= Gr B =
in which, (Ry(1,)),...,(Rx(n;)) and ([d RX(ll.)]2>,...,<[6Rx(n,.)]2> are respectively the equilibrium average positions for each of
the n; bound ligands at site j and their corresponding mean-square fluctuations when interacting to structure X . Here, these
parameters were estimated from the space of docking solutions and the resulting force constants, in the range of 0.03 to 1.35
kcal/mol/f&z, were considered for computations of the bound state.

The equilibrium binding constant (eq. [10 and 11]) and following results are derived in the limit of a homogeneous diluted reservoir
occupied by ligands at constant density p and excess chemical potential @ . Given that, we treated the system reservoir as a
homogeneous aqueous solution despite its intrinsic inhomogeneity provided by the solvated lipid bilayer. An excess chemical

potential of -0.1 kcal.mol" was estimated here as the reservoir potential for sevoflurane in bulk water.

Sampling Overlap. Here, a per-site measure of sampling overlap o(Ai, B,.) between FEP configurations in structures C and O

tr((AilQ_ Bil/Z)Z)
Vir Ajttr B ’

was determined (Hess, 2002) from the square root of the covariance matrices A; and B; associated respectively to C and O
samples at site j . Specifically, A

and B; were computed as symmetric 3X3 covariance matrices for centroid positions R; of
the ligand at site j

o(A;,B;)=1— (14)

J

— T
Xj_<(Rj_<Rj>)'(Rj_<Rj>) >
and their square roots
X1 /2:R diag(}\llz,)\/;/z,)\/;/z) RT

were solved from the column major eigenvectors {R,,R,,R;} of the rotation matrix R and the associated eigenvalues
{A\;,N, A5} . Note that overlap is expectedly 1 for identical samplings and O for orthogonal configuration spaces.

Absolute Binding Free Energy and Ensemble Averages. An absolute binding free-energy AG%(n,,...,n,) (Gilson et al., 1997)
associated with state O;;(n'1 ey ns) can be defined as

AG%(n,,...,n.)=—p 'In[K 4(n,,...,n,)x(C°)"] (15)

where it is understood that this refers to the free energy of binding n ligands to the protein structure X={C,0} from a reference
standard reservoir concentration C°=1M or in units of number density C°=(1,660 A’)"" . Still, the relevance of eq. [2] is clear
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<AX>: Z ‘<Ax>(n;,m,ns)px(nv1’~~-’n;) (16)

as the ensemble average of any thermodynamic property of the system Ay (n'l,... ,n;) for state O;(n'l,..., ns) can be known from
eq. [16].

Position-Dependent Probability Densities. As demonstrated in reference (Stock et al., 2017), state-dependent probabilities
px(n,,...,n,) for channel structures X={C,0} can be mapped into the probability density p,(R) of any given ligand i to
occupy position R in the system (regardless the position of the remaining N —1 ligands). Given our original consideration that the
reservoir is a homogeneous volume occupied by ligands with position-independent density p , the probability p,(R) simplifies to
px(R),Y RSV,

px(R): z .
P, reservoir

a7

for every protein site j=1,...,s . The determination of p,(R) thus reduces in practice to knowledge of the per-site density p"X(R)

Z px(n)xpx(RIn;) (18)

where, py(R|n ,.) is the local density at site j when occupied exactly by n; molecules and px(n].) is the probability for this
occupancy state. In eq. [18], p,(R]n j) describes the local equilibrium density of the ligand, conditional to a specific number of

bound molecules that satisfies f sy dRp4(R|n j)=n ; . In contrast,
pX(nj): Z ‘Bn/,n/px(nvl’""nvs) (19)
denotes the marginal probability of site j to be occupied by n; ligands regardless the occupancy of the other sites.

Eq. [18] establishes a formal relation between space-dependent and state-dependent densities of the system. At a fine level, this
relation involves the set of equilibrium constants K,(n,,...,n,) satisfying px(n].) . From eq. [18], spatial projections of p,(R)
along the transmembrane z direction of the system can be achieved as

px(z)=pxAlz pr (20)

where, A(z)=AxAy is the total area of the membrane-aqueous region along the Cartesian x and y directions.

Coarse-Graining Over States. Consider any macrostate O;(n) of the system mapping an ensemble of accessible states
Oy (n,,...,n,) in which n ligands bind the receptor regardless their specific distributions over the binding sites. Because Oy (n)
is degenerate, the probability density of the macrostate

= z 6n‘,npx(n;’~")n;) (1)

can be determined by coarse-graining over the receptor states O; (n,,...,n,) featuring exactly n=n,+...+n, bound ligands. Here, the
Kronecker delta function 0 .~ ensures summation over states accessible to Oy(n) only.

Binding of Potassium and Sevoflurane at the Main-Pore of Kv1.2. FEP calculations to quantify the binding free-energy of
sevoflurane against a preoccupied central cavity of Kv1.2 with bound potassium was computed as described in the Free-Energy
Perturbation (FEP) section. Specifically, the free-energy change W;(Z ,.) for double occupancy of the central-cavity by potassium
and sevoflurane was computed as a two-step FEP process involving coupling of the ion to the central cavity W:,(l ,.) followed by

binding of the anesthetic at the preoccupied cavity W,(2,[1,) thatis, Wo(2,)=Wy(1;)+W(2,]1,) . Absolute binding free energies
AGy(0,,...,1,,...,0,) and AGp(0,,...,2

»Ys

;»-,0,) were then computed from the respective binding constants Ky(0,,...,1,,...,0,)
and K,(0,,...,2 joeees 0,) according to eq. [11 and 15]. An in-water excess potential of -69.52 kcal.mol" was estimated for potassium.
Specifically for K*, a total binding free-energy was obtained by summing up its absolute binding free energy with its charge ( q )
excess free energy ( q¢V ) under an applied external voltage V (Dong et al., 2013; Souza et al., 2014). The voltage coupling ¢

was determined in the form of the “electrical distance”

d —%(I)(VHV:O (22)

where, @(V| is the local-electrostatic potential of the ion at the central cavity of the open channel. In practice, we applied the
charge imbalance protocol (see next) to solve O, from two independent 2ns-long simulations at voltages V=0mV and
V=600mV . For both runs, ®(V| was estimated from the electrostatic potential map of the system and subsequently applied into
eq. [22] to solve O, for dV=600mV .

To investigate the conduction properties of Kv1.2 with bound sevoflurane at the main pore, the open channel structure was simulated
under depolarized-membrane conditions using a charge-imbalance protocol (Delemotte et al., 2008).

Partition Function Decomposition. In the limit of s independent sites, binding constants can be factorized as the product of
independent equilibrium constants eq. [11] then ensuring the associated partition function to be factorized in terms

Zy(ny,..,n)=Zy(n,,0,...,0,)X...X Zx(0,,...,0,_y,n,) (23)
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of per-site contributions. Eq. [23] is useful to estimate the per-site contributions impacting the opening probability of the channel as
defined in eq. [9]. For any given site j , ratio values

Z:(0,,..,n;,..,0) |71
ren—— P | 24
Zo(0y,.0n,...,0,) <1 (24)

mean respectively that ligand binding is not conformational dependent, stabilizes the open structure or stabilizes the closed structure.
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