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Abstract

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) has been recognized as an important modulator
of Transient Receptor Potential Receptor (TRP) channels, as well as rectifier channels and
signaling proteins. PIP2 acts as an anchor phospholipid for the recruitment of proteins to the
plasma membrane for subsequent activation and cellular signal transduction.
TRP channels are one of the most recently discovered members of the ligand-activated ion
channel superfamily and current evidence indicates that they are ubiquitously expressed.
TRPs can be modulated by endogenous stimuli such as: temperature, pH, mechanical stimuli,
endogenous and synthetic ligands, among others. PIP, has been shown to be crucial for the
recovery from desensitized states of TRPV1 and TRPMS8 channels, two of the most studied
members of the Thermo-TRP channel subgroup. Detailed knowledge of the function and
modulation of TRPs has been a focus of interest for their potential use as a therapeutic target
for pain-related diseases. In this work, coarse-grained molecular simulations were used to
elucidate possible PIP, binding sites in TRP channels. Protein backmapping was performed
to study TRPs in atomic models, in which affinity of these channels for positively charged
amino acids was found. Additionally, by means of sequence and structure information in
literature, the effect of key amino acids (arginines and lysines) in the interaction between
PIP2 and TRPV1, TRP1, TRPMS, TRPC6 and Kir 2.2 channels was analyzed, which by means of

sequence alignments allow us to raise new questions for the study of these ion channels.



Resumen

Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) ha sido reconocido como un importante modulador de
canales Receptores de Potencial Transitorio (TRP), como también de canales de rectificacion
y proteinas de sefializacion. PIP; actia como fosfolipido de anclaje para el reclutamiento de
proteinas a la membrana plasmadtica para su posterior activacion y transduccién de seiales
celulares.

Los canales TRP son uno de los miembros mas recientes descubiertos de la superfamilia de
canales iénicos activados por ligando y la evidencia actual indica que estdn expresados de
manera ubicua. Los TRPs pueden ser modulados por estimulos endégenos tales como:
temperatura, pH, estimulos mecanicos, ligandos enddgenos y sintéticos, entre otros. Se ha
demostrado que PIP; es crucial para la recuperacién desde estados desensibilizados de los
canales TRPV1y TRPMS, dos de los miembros mas estudiados del subgrupo de canales Termo-
TRP. El conocimiento detallado de la funcidn y modulacién de los TRPs ha sido foco de interés
por su potencial uso como blanco terapéutico para enfermedades relacionadas al dolor.

En este trabajo se utilizaron simulaciones moleculares de grano grueso para dilucidar posibles
sitios de unidn de PIP; en canales tipo TRP. Se realizé el backmapping de las proteinas para
estudiar los TRPs en modelos atémicos, en los cuales se encontré afinidad de estos canales
por aminoacidos con carga positiva. Adicionalmente, mediante informacién de secuencia y
estructura en literatura, se analizo el efecto de aminodcidos claves (argininas y lisinas) en la
interaccidon entre PIP; y los canales TRPV1, TRP1, TRPMS8, TRPC6 y Kir 2.2, que mediante
alineamientos de secuencias nos permiten plantear nuevas interrogantes para el estudio de

estos canales idnicos.
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1.Introduccion

1.1 Importancia biolégica de canales TRP

El dolor es una percepcidn negativa, sensitiva, emocional y desagradable que es capaz
de limitar capacidades y habilidades, asocidndose a un dafio tisular. Es una submodalidad de
varias sensaciones somaticas que poseen una funcién protectora al seializar una lesiéon que
debe ser tratada o evitada. Al contrario de otras modalidades sensoriales, tiene una cualidad
urgente y primitiva, que es la responsable del aspecto afectivo y emocional de su
concientizacion.! El dolor es una respuesta desarrollada por nuestro cuerpo para protegernos
del dafio, sin embargo, existen numerosas afecciones patoldgicas, como por ejemplo

diabetes, infecciones virales, cancer, entre otras que producen dolor persistente.

Los terminales nerviosos poseen la capacidad de detectar rdpidamente temperaturas
en rangos dafiinos o en rangos inocuos, con las que se mantiene la homeostasis (regulacion
de la temperatura) y ademas, se evita el deterioro de tejidos por exposicidon a temperaturas
daiiinas. A nivel molecular estas neuronas poseen en sus terminales nerviosos un conjunto
de receptores proteicos, preparados para reconocer y traducir los estimulos nocivos de tipo
fisico (mecanicos, osméticos y térmicos) y quimicos en sefales eléctricas. En este sentido, la
mayoria de los organismos vivos disponen de receptores capaces de distinguir un espectro de
temperaturas que van desde muy frias (<172C) a muy calidas (>502C).2 Las proteinas
involucradas en este proceso son las que pertenecen a la superfamilia de receptores de
potencial transitorio (TRP), considerandose la familia de canales iénicos mas importante que
detecta y transmite estimulos nocivos.>* Estas moléculas son capaces de detectar los
estimulos nocivos, transformandolos en sefales eléctricas y dirigiéndose hacia el Sistema
Nervioso Central (SNC) (ver Fig. 1). Como muestra la figura 1.A, es el proceso de estimulacion
de los nociceptores por lesidn tisular. Las sefiales nociceptivas y compuestos proinflamatorios
inician la propagacién de un potencial de accién a lo largo de la fibra nociceptiva hacia el
Sistema Nervioso Central (SNC) para ser percibido como dolor. La figura 1.B, muestra las
sefiales nociceptivas detectadas por algunos canales idnicos miembros de la familia TRP, los
cuales son activados directamente por sus agonistas o mediadores proinflamatorios tales

como DRG (dorsal root ganglion) o TG (trigeminal ganglion), donde en estos, las proteinas
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GPCR se encargan de responder a los estimulos que pueden que pueden ser ocasionados por

compuestos como Histamina, ATP, entre otros.®
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Figura 1: Transduccidn de la sefial de dolor. A) Esquema del proceso de estimulacidn de los nociceptores por
lesidn tisular. B) Proceso de captacidn de sefiales nociceptivas inducidas por sustancias proinflamatorias.

Los canales TRP son uno de los miembros mas recientemente descubiertos de la
superfamilia de canales idnicos, los cuales son principalmente activados por ligando.? Estos
canales estan relacionados estructuralmente entre si, y se expresan en gran cantidad de
tejidos desempenando diversas funciones a través del cuerpo y teniendo como rol
fundamental la transduccién de sefiales.”® Ademds, muchos miembros de la familia TRP son
sensores polimodales que cumplen la funcién de percibir estimulos en células excitables y no-
excitables.? Por otro lado, basado en la identidad de secuencia es posible agrupar en 7
subfamilias (Figura 2) a los canales TRP en mamiferos: (1) Los TRPC (clasicos) que presentan
diferentes modos de activacion. (2) Los TRPM (relacionados con melastatina) que presentan

un dominio quinasa unido al canal conocido como “chanzymes” (canal-enzima). Estos tipos
9
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de canales son esenciales en procesos de homeostasis de Mg*? (TRPM6 y TRPM7)%1°, Adem3s,
se ha sugerido que algunos miembros de esta subfamilia pueden jugar un rol en la deteccién
de cambios en la temperatura. (3) Los TRPV (vaniloides), corresponden a una subfamilia que
es principalmente activada por cambios de temperatura, y también estan implicados en la
deteccion de cambios de osmolaridad y estimulos mecénicos.? (4) La subfamilia TRPA (grupo
anquirina) contiene un solo miembro (TRPA1), el cual es activado por frios nocivos y por una
gran variedad de compuestos quimicos.'? (5) Los TRPN (NONP-C homdlogos) cumplen un
importante rol en la mecano-transduccién.'® (6) Los TRPP (policistina) estdn involucrados en
enfermedades renales poliquisticas. Finalmente, (7) los TRPML (mucolipina), es una
subfamilia formada por canales que estdn presentes en la membrana de vesiculas
intracelulares y estan involucrados en procesos de audicién.* El primer canal identificado de
la superfamilia TRP fue TRPV1 y se estudié en el fotorreceptor de Drosophila,*> donde se abre
por despolarizaciéon retiniana sostenida en presencia continua de luz. Fue descubierto en el
afio 1997 %y es reconocido como receptor de capsaicina. Desde entonces, se ha demostrado
que desempefia un papel central en los mecanismos del dolor 17 convirtiéndose en el canal
TRP de mamiferos mas estudiado desde el punto de vista biofisico, de su funcién celular y

regulacién 21819
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Figura 2: Familia de canales TRP. Representacidon esquematica de las subfamilias y canales que la componen.
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1.2 Termo-TRPs y su potencial funcion biomédica

Considerando la distribucion y funcionalidad de las diferentes subfamilias descritas
anteriormente, se distingue un subgrupo de canales conocidos como Termo-TRPs (Fig. 2,
TRPM, TRPV, TRPA) que son activados por un calor nocivo hasta un frio doloroso (ver Fig.3).
Los Termo-TRPs permiten percibir temperaturas frias o cdlidas, actuando como sensores en
distintos organismos.?° Los canales TRPV4 y TRPV3 sensan temperaturas consideradas altas,
que van desde los >30°C a <40°C),?! mientras que TRPV1 y TRPV2 se activan <40°C.2%23 Por
otro lado, TRPM8 y TRPA1, se activan a temperaturas relativamente bajas (<28°C).?
Adicionalmente, existen otros tres canales TRP (TRPM2, TRPM4 y TRPMS5) que también son
activados por temperatura, pero no son incluidos dentro del subgrupo Termo-TRP ya que no

son expresados en neuronas somatosensoriales primarias.?3

Figura 3: Diversidad de canales Termo-TRPs. La barra de temperatura muestra el rango de activacién de canales
termo-TRP. (Arriba izquierda a derecha)) Estructura cristalografica de los canales TRPA1 (PDB: 3J9P),
TRPMS8(PDB: 6NR4), TRPV4(PDB: 6BBJ) , TRPV3 (PDB: 6MHO) TRPV1(PDB: 6IRZ) y TRPV2 (PDB: 6U84) .

11


https://www.zotero.org/google-docs/?Nq5nvC
https://www.zotero.org/google-docs/?p8tJ9H
https://www.zotero.org/google-docs/?MTbB8a
https://www.zotero.org/google-docs/?wEpCJ1
https://www.zotero.org/google-docs/?dSqZCK

Cabe considerar que los canales del subgrupo Termo-TRPs pueden activarse no sélo por
temperatura (Fig.3), si no que también por compuestos enddgenos, compuestos naturales
derivados de plantas y compuestos sintéticos.?#?> Por ejemplo, TRPA1, se activa por
compuestos picantes de la familia de los isotiocianatos, como aceite de mostaza y alicina de
ajo.?® TRPMS, es activado por quimicos que emulan el enfriamiento, como mentol, icilina y
eucaliptol.?” TRPV1 es el Unico de esta subfamilia que es activado por vanilloides como la
capsaicina, una sustancia quimica picante que se encuentra en el aji.?® TRPV2 es estimulado
por activadores quimicos no selectivos como el 2-aminoetoxidifenilborato (2-APB)?° vy
cannabidiol. 2>39 Asi también, TRPV3 es activado por compuestos como orégano, nuez
moscada, canela, albahaca y laurel.3! Finalmente, TRPV4 es activado por el compuesto

bisandrographolide de la hierba china Andrographis paniculata.3?

1.3 Estructura tridimensional de canales TRP

En general, los canales TRP varian en sus estructuras, esto principalmente por las
caracteristicas propias de cada subfamilia. Es importante conocer las estructuras
tridimensionales de estas proteinas y su topologia, para lograr entender de las funciones que
cumplen, considerando que estos canales poseen similitudes en cuanto a estructura con otros
canales iénicos.33

Como es sabido, la funcién general de los canales TRP es regular el flujo de iones a
través de la membrana, por lo que poseen una permeabilidad selectiva.3* Estos canales
difieren en cuanto a las caracteristicas relacionadas con su funcion; por ejemplo difieren en
conductancia, cinética, mecanismos de aperturay cierre, incidencia de los cambios de voltaje
de la membrana, entre otros aspectos reguladores.® El andlisis de canales TRP mediante
algoritmos de prediccion de segmentos transmembranales (TM) da una idea de la
organizacién que presentan estos canales: 6TM en conformacién de alfa-hélice, con los
extremos carboxilo y amino terminal en la cara intracelular de la membrana(Figura 4).3%37 La

regién del poro estd ubicada en los segmentos transmembranales TM5 y TM6.38
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Figura 4: Topologia general de los canales TRP. Modelo representativo de un mondémero de los canales TRP.
Segmentos S1 a S4 (azul) representan el dominio sensor de voltaje, Segmentos S5 y S6 (rosado) representan el
poro del canal. El loop transmembranal que une los segmentos S5 y S6 conforma el filtro de selectividad del
canal. La membrana esta representada detras de los segmentos transmembranales.

Membrane

En base a su topologia de segmentos TMs, los canales TRP se han relacionado y
comparado estructuralmente con la superfamilia de canales catidnicos activados por voltaje.
Estudios bioquimicos y 6pticos postulan que los canales TRP estdn formados por cuatro
subunidades las cuales pueden estar distribuidas como homo o heterotetrameros. 33° Al estar
ubicados en la membrana celular (bicapa lipidica), su actividad esta regulada por las
propiedades fisicoquimicas de la bicapa.’’ Existe una gran cantidad de compuestos exdgenos
de naturaleza lipidica que actian como moduladores de la actividad de los canales TRP y por
esto, ha existido un gran interés en la Ultima década en investigar el rol que cumplen los
lipidos en la modulacién de canales TRP, para asi generar nuevos moduladores con fines
terapéutico. 4° Especificamente, el fosfolipido de membrana fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato
(PIP2) ha mostrado ser crucial en la modulaciéon de una gran cantidad de miembros de la
superfamilia TRP, cumpliendo el rol de activar, inhibir, desensibilizar o regular cambios

estructurales seguin sea el canal TRP al cual se produzca la unién. 442

1.4 Efecto de PIP; sobre canales TRP

El fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) conforma el 1% de todas las membranas
celulares. > Todos los canales Termo-TRPs conocidos hasta la fecha estan sujetos a la

regulacion por este ligando o al menos poseen algun tipo de interaccién con PIP2.44 Como

muestra la Figura 5, la accion de PIP; en canales como TRPMS5, TRPM7, TRPMS8 y TRP4 es de
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activaciéon, mientras que el efecto de PIP, en TRPV1 y TRPA1 sigue siendo ampliamente
debatido, aunque el lipido parece estar involucrado en la activacion del canal. 224 TRPM3
también actua como receptor de PIP; pero no se ha descrito si este influye en la actividad del
canal. ¢ Es importante considerar que PIP; puede actuar como cofactor, no sélo en canales
de la familia TRP sino que también en canales de la familia Kir>! (Fig. 5). Teniendo en cuenta
toda la informacién asociada a la uniéon de PIP, a canales de la familia TRP y el
desconocimiento de ciertos aspectos de esta unidn, se hace necesario entender los cambios

evolutivos que han permitido que esta “afinidad” se mantenga en el tiempo.%’

Enlaces con PIP2

Activa y/o inhibe

Fosfatidifinositol 4, S-bisfosfato

Figura 5: Efectos de PIP2 sobre canales idnicos. PIP; activa canales de la familia Kir y miembros de la familia
TRPM, agregando a TRP4 (recuadro izquierdo, “Activa”). Por otro lado, PIP2 se une a canales como TRPC1, TRPC5,
TRPC6 y TRPC7 (recuadro esquina superior derecha, “Enlaces con PIP2”). Finalmente, se discute si PIP2 participa
en la activacién o inhibicién de canales como TRPV1, TRP1 y TRPV5 (recuadro esquina inferior derecha, “Activa
y/o inhibe”).

1.5 Canales Kir como referencia de modulacion estructural por PIP;

En la actualidad, el mayor conocimiento estructural del efecto de la unién de PIP; en canales
idnicos se asocia a la familia de canales rectificadores de entrada de potasio (Kir).*8P?) Los

canales Kir son tetrameros compuestos Unicamente por un dominio de poro (homaélogos en
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estructura a los segmentos S5 y S6 en canales TRP), sin poseer un dominio sensor de voltaje
como otros canales catidnicos. Hasta la fecha, multiples estructuras cristalograficas de
canales Kir han sido depositadas en la base de datos PDB, en muchos casos co-cristalizadas
con el fosfolipido PIP,.49°9°1 En el reporte de la estructura cristalizada del complejo Kir2.2-
PIP,,%8P2) se ha descrito que este fosfolipido regula la actividad del canal idnico uniéndose a
los dominios transmembrana y citoplasmaticos. En el sitio de unién, PIP, forma enlaces con
aminoacidos de estas dos regiones estructurales que conforman el canal (ver Fig. 6). Las
cadenas de acilo, backbone del glicerol y cabezas primer fosfato interactian con el dominio
transmembrana, mientras que el dominio citoplasmatico interactua con el grupo principal de

inositol de PIP,.%1

La regulacién de los canales de tipo Kir, se lleva a cabo por un cambio conformacional
gue permite que la proteina varie entre dos conformaciones alternativas también conocido
como gating, % proceso que abre y cierra el canal. Un dominio citosdlico altamente
conservado en las subfamilias de proteinas Kir conforma un vestibulo que junto con el poro
transmembranal genera un largo poro de conduccidn de iones. >3 Estudios biofisicos y datos
de mutagénesis han sugerido que el sitio de unidn de PIP, en canales Kir esta compuesto por
residuos con carga positiva (Lisinas y Argininas).*? Basta informacidn se encuentra disponible
para distintos miembros de la familia Kir respecto a la descripcion estructural y funcional de
la unidon de PIP,, por lo cual Kir es un punto de referencia crucial para este trabajo de tesis al

momento de comparar la unién de este fosfolipido con miembros de la familia TRP.
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Figura 6: Estructura cristalografica del complejo Kir2.2 junto a PIP2 (PDB: 3SPH). (A) Vista superior del poro y
cuatro moléculas de PIP2 en los vestibulos de anclaje del canal Kir2.2. (B) Vista lateral del complejo Kir2.2-PIPa.
(C) Vestibulo de unidén de PIP2a Kir 2.1 donde forma enlaces con R80, K183, K188 y K189.

1.6 Modulacién de canales TRP mediada por PIP;

El sitio de unidn de PIP; en el canal TRPV1 ha sido descrito a través de técnicas
electrofisiolégicas, modelado molecular y mutagénesis, asi como también el efecto de
activacion que genera el fosfolipido sobre TRPV1.28 Este sitio, ubicado en la denominada TRP-
Box y el linker S4-S5, mostré una fuerte disminucion en la capacidad de unir PIP; en las
mutantes K571A, R575A, R579A y K694A.>* Este vestibulo de unién mostré concordancia con
la estructura cristalografica obtenida por el grupo de Julius, pero atribuyendo la funcién
inhibitoria de capsaicina TRPV1. ©° Sin embargo, multiples articulos demuestran el efecto de
activacidon generado por PIP;, como ademas descripciones estructurales detalladas de la
razon de competencia por el sustrato natural capsaicina.*>>* El mismo tipo y numero de
aminodcidos basicos han sido descritos como sitio de unidn de PIP; en TRPV1 y Kir. Estos han
sido dilucidados a través de trabajos de dinamica molecular de grano grueso de PIP; (R50,
R54, K67, R176, R206) con Kir6.2 y Kir2.2,>*® mediando su activacion. El agotamiento por
deplecion de PIP; inhibe las corrientes para canales como TRPM7, TRPM5, TRPM8 y TRPM4.

%6 por otra parte, en el caso de TRPMS, algunos residuos cargados positivamente tales como
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K995, R999 y R1008 son parte de un dominio conservado en el extremo C-terminal de los
canales TRP, los cuales son determinantes para la activacién de este canal, y estdn
involucrados en la activacion de TRPMS por PIP,. >’ También, se debe considerar el rol de este
fosfolipido en la desensibilizacién dependiente de Ca?* en este canal.® TRPV4 es activado por
estimulos hipotdnicos y de calor, pero se demostré que a la union de PIP2 neutraliza las cargas
positivas de los aminoacidos K121, R122, W123, R124 y K125, en consecuencia el canal no
responde a efectos de hipotonicidad y calor, inhibiendosé la actividad del canal.”® Canales
como TRPV5 y TRPV6 son activados por PIP; lo que conduce a la estabilizacién del canal en un

estado abierto.>?

El canal TRP1 del alga Chlamydomonas reinhardtii (crTRP1), fue heredado de un
ancestro comun de plantas y animales considerandose este como un precursor de los canales
TRP. Hay evidencia que varios organismos unicelulares dentro de los géneros
Dictyostelium, Trypanosoma, Leishmania y Plasmodium  codifican para canales de esta
superfamilia. Mediante técnicas de microscopia crioelectrénica (cryoEM), se logré observar
que el canal crTRP1 es activado por la unién de PIP; en sitios formados por la parte terminal
de S4-S5, el linker de S2-S2 y las hélices que forman a S5 y S6, siendo estas ultimas
subunidades donde se puede acomodar el grupo de la cabeza de PIP; cargado
negativamente.?? En base a esto, McGoldrick plantea que crTRP1 se heredé de un ancestro
en comun de plantas y animales, por la interaccién que mantiene este canal con PIP; que

puede estar conservada en otros miembros de la familia TRP. 6263

Considerando toda la evidencia mostrada, hay interrogantes que aun no se han
abordado, como: ¢existe un dominio comun de unién de PIP; en diversos miembros de la
familia TRP? ées posible identificar nuevos canales como miembros de la familia TRP segun
su capacidad de unir PIP,? ¢Se ha conservado el sitio de unién a PIP; desde los miembros mas
primitivos de la familia TRP? Estas, y otras interrogantes se estudiaran en esta memoria
mediante la aplicacion de metodologias de simulacién molecular de grano grueso y dindmicas
moleculares clasicas, considerando tiempos de simulacién a gran escala. Se analizaran las
secuencias de la familia TRP, para comprender tanto con factores estructurales como de

secuencia, qué ocurre en la interaccién de PIP; con los canales Kir 2.2, TRPV1, TRPMS8, TRPC6
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y TRP1. Esta informacidn podria ayudar en la determinacion de nuevos miembros de la familia

TRP en base a esos criterios.
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2. Hipotesis

Considerando la informacién estructural y los datos reportados asociados a la modulacion y
regulacion de canales de la familia TRP por Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato se plantea que:
“existe un dominio conservado dentro de la familia TRP que permite la unién y modulacién
de la actividad del canal a través del anclaje de PIP,, el cual permitira predecir nuevos

miembros de la familia modulados por este lipido”.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general:

Identificar un sitio de unién comun de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) en canales de la
familia TRP, basado en la informacion de canales conocidos como: TRPV1, TRPMS, TRPC6,
TRP1, Kir 2.2, prediciendo asi potenciales sitios de unién de PIP, en otros canales de la familia

TRP.

3.2 Objetivos especificos:

1. Generar modelos de grano grueso de los canales TRPV1, TRPMS8, TRPC6, TRP1 y Kir
2.2.

2. Realizar dinamicas moleculares (CG-SIRAH) a gran escala de tiempo de los complejos
TRP-PIP;

3. Caracterizar contactos de PIP; en canales TRP, para determinacién de sitios de unién.

4. Validar a nivel atédmico los sitios de unidn identificados para PIP; en cada canal a través
de simulacion molecular clasica.

5. Andlisis y alineamiento de secuencias biolédgicas de canales TRP..

19



4. Materiales y Métodos

Para lograr los objetivos planteados en esta Memoria de Titulo, se utilizaron metodologias de
dindmica molecular clasica y de grano grueso, ambas con solvente explicito, lo cual en
conjunto permitié generar conocimiento de los parametros estructurales que controlan la
union de PIP; en canales de la familia TRP. El siguiente diagrama, explica los cinco pasos de

esta metodologia que se siguieron para alcanzar los objetivos del trabajo:

Modelado de sistemas de grano grueso en proteinas de
4 : interes

Ejecucion de dinamicas moleculares (CG-SIRAH)

1§ <

Caracterizacion de sitios de union

(2

5 { Backmapping y dindamicas moleculares clasicas
B
Tl
T 4; ‘.hmt Analisis y alineamiento de secuencias de canales TRP
S

Diagrama 1: Esquema de pasos consecutivos de la metodologia.

4.1 Generacion de modelos de grano grueso de canales de interés

En una primera etapa, para estudiar los detalles estructurales de la interaccién del
fosfolipido PIP, y canales miembros de la superfamilia TRP, se seleccionaron canales que
poseen un sitio de unidén de PIP; validados por técnicas experimentales (cristalografia), como
también miembros en que haya sido reportada la modulacién por PIP, (activaciéon o
inhibicién). Asi, para el desarrollo de este trabajo, inicialmente se utilizaron las estructuras
cristalograficas de los siguientes canales: TRPV1, TRPMS8, TRP1, TRPC6, junto al canal Kir 2.2,
ya que este Ultimo, posee una gran cantidad de literatura existente respecto a la unién y
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modulacién por causa de PIP,. 8 Los cddigos de acceso en la base de datos Protein Data Bank
64 son 5IRZ para TRPV1,%° 6BPQ para TRPMS, %6 6PWS5 para crTRP1,5 6UZ8 para TRPC6 y 3SPG
para Kir2.2.67(P6)48(P2) Todas estas estructuras, ademas, se encuentran disponibles en la base
de datos Orientation of Protein Membranes (OPM), © la cual entrega informacién sobre la
orientacién del canal en relacion a la membrana lipidica, esto facilitando la preparacion de los

sistemas previo a ser sometidos a dinamica molecular.

Las estructuras cristalograficas de los canales mencionados en el parrafo anterior,
fueron procesadas en el servidor PDB2PQR con el fin de evaluar los estados de protonacion
de los aminoacidos protonables (Asp, His y Glu) segln el pH fisiolégico, asi como también el
microentorno de cada aminoacido en la proteina.®® Luego, cada canal se embebid en un
parche de membrana tipo POPC, 7° considerando 25A de margen desde el canal al limite de
la caja periddica, ademads tanto el canal como la membrana de POPC se orientaron respecto
a las coordenadas espaciales entregadas por OPM. Posteriormente, se adicionaron de forma
aleatoria 8 moléculas de PIP; embebidas en la membrana lipidica de POPC, alrededor de cada
canal (en el plano xy perpendicular al plano de la membrana), utilizando la herramienta
PackMol. 7* Por otro lado, el canal Kir2.2 fue sometido a los mismos protocolos antes
mencionados, luego de retirar las moléculas de PIP, co-cristalizadas en la estructura extraida
de PDB. Cabe considerar que a lo largo de este proyecto el canal Kir 2.2 fue utilizado como
control, al existir una estructura cristalografica con PIP; unida a los ya validados sitios de
unidn, para asi ajustar los protocolos de simulacion para los miembros de la familia TRP antes

mencionados.

Para estudiar la difusidn espontanea de PIP; a los potenciales sitios de unién en
canales de la familia TRP, se construyeron modelos del tipo grano grueso (coarse-grained) de
PIP, (Fig. 7) y de todo el sistema intentando imitar condiciones fisioldgicas, como prueba de
concepto se utilizé el canal Kir 2.2 co-cristalizado con PIP; para validar esta etapa de la
metodologia (Fig. 8) .72 Se transformaron los sistemas atomisticos previamente construidos a
modelos coarse-grained utilizando la herramienta SIRAH Tools que utiliza los parametros del

campo de fuerza SIRAH 2.0.7374

21


https://www.zotero.org/google-docs/?UTfbcy
https://www.zotero.org/google-docs/?To3bVn
https://www.zotero.org/google-docs/?49UZZQ
https://www.zotero.org/google-docs/?8klCsz
https://www.zotero.org/google-docs/?Kixhm5
https://www.zotero.org/google-docs/?1jsxao
https://www.zotero.org/google-docs/?2o0is1
https://www.zotero.org/google-docs/?1jsxao
https://www.zotero.org/google-docs/?3XzMmA
https://www.zotero.org/google-docs/?3oRLRv
https://www.zotero.org/google-docs/?ncKH3R
https://www.zotero.org/google-docs/?url3L0
https://www.zotero.org/google-docs/?GG6y9Q
https://www.zotero.org/google-docs/?sXPi0U
https://www.zotero.org/google-docs/?ku3L5k
https://www.zotero.org/google-docs/?ku3L5k

All atom model of PIP, Coarse-grained model of PIP,

Figura 7: Tipos de representacion de PIP2. Representacidn atémica de la molécula PIP2 y su transformacidn
con SIRAH Tools a modelo de grano grueso.

Con la finalidad de evitar la superposicién de 4&tomos, se removieron todos los lipidos
a una distancia de corte de 3.5 A con el canal y a una distancia de 2 A respecto a PIP,,
utilizando el software VMD.”> Posteriormente, el sistema fue solvatado con moléculas de
agua tipo WT4-Sirah y se adicionaron iones solvatados NaW* y CIW- (segun el campo de fuerza
SIRAH), con el fin de mantener la neutralidad de carga del sistema. Cabe considerar que las
esferas que representan iones poseen el volumen de un ién solvatado con 4 moléculas de
agua atomisticas a su alrededor. La estimacidn de la cantidad de iones que se incluyeron en
el sistema coarse-grained se consigue en base a el protocolo publicado recientemente por los
desarrolladores de SIRAH.”® Finalmente, el archivo de coordenadas resultante (Fig. 8) se
convierte mediante la herramienta pdb2gmx al formato compatible con el software
GROMACS,”’ para posteriormente proceder a ejecutar la dinamica molecular con el motor de

simulacion GROMACS 2018.2.
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Figura 8: Representacion coarse-grained del complejo Kir 2.2 co-cristalizado con PIP,. Representacion del canal
completo (plata), de los iones (amarillo), del parche de membrana tipo POPC (azul), el agua como superficie
(celeste) y las moléculas PIP2 coloreadas segun tipos de 4tomos como carbonos (rosado) y fosfatos (cyan).

4.2 Dinamicas moleculares a gran escala de tiempo de los complejos TRP-PIP>

Con el objetivo de solucionar errores conformacionales iniciales, tales como:
superposicién de aminodcidos, mala orientacién de cadenas laterales y péptidos, como
también angulos mal definidos, se realizaron dos etapas de minimizacién estructural,
aplicando restricciones posicionales a distintos grupos del sistema. En detalle, en una primera
etapa, se realizé una minimizacidn por 20.000 pasos de simulacidn aplicando una restriccién
de posicidn sobre el backbone como también en las cadenas laterales del canal. En esta etapa
de minimizacion se busca que tanto la membrana lipidica como el solvente eliminen
aberraciones generadas en el ensamble inicial del sistema. Posteriormente, en una segunda
etapa de minimizacion de 20.000 pasos se eliminaron todas restricciones en el complejo,
buscando un minimo energético conformacional de todo el sistema molecular. Las
minimizaciones son desarrolladas siguiendo protocolos previamente definidos en el grupo de

desarrollo de SIRAH Force Field.”®
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La busqueda de una conformacion de equilibrio para los complejos canal-PIP;, se
realizé, al igual que la minimizacién, en dos etapas aplicando restricciones de forma
escalonada. Asi, en la primera etapa, se aplicaron restricciones en el backbone de la proteina
y moléculas de PIP, por un periodo de simulacién de 50 nanosegundos, para facilitar el
desplazamiento de lipidos a zonas donde se hayan eliminado moléculas POPC en la
preparacion del sistema. La segunda etapa de equilibrado del sistema se realizd sin
restricciones durante 50 nanosegundos de simulacion, asegurando asi que el sistema
completo alcance un estado de equilibrio termodindmico. Finalmente, para cada uno de los
sistemas generados (15 sistemas totales) se realizaron simulaciones de produccion de datos
con un tiempo total de 1 ps. Se realizaron 2 réplicas de cada sistema (totalizando 3 cdlculos
por cada complejo) para asi asegurar un correcto muestreo conformacional del sistema
molecular. Las simulaciones de dinamica molecular fueron ejecutadas en el software

GROMACS 2018.2 utilizando la versiéon compilada para uso de tarjeta GPU.”®

4.3 Caracterizacion de contactos de PIP; en canales TRP, para determinacion de sitios de
union.

Con la finalidad de cuantificar las interacciones de PIP; con cada canal durante la
trayectoria de la dindmica molecular, y asi determinar/corroborar un sitio de unién putativo
para cada canal TRP en estudio, se disefié un script en el lenguaje de programacion Tcl/Tk
compatible con el software de visualizacion VMD, el cual utiliza como entrada la trayectoria
final de produccidn. De esta forma, se considerard como un contacto cada vez que una
molécula de PIP; ingrese en un radio de 6A de cualquier aminoécido del canal.8! Mas en
detalle, se calcularon contactos en cada paso de simulacién, midiendo la distancia desde el
centro de masa de las cabezas polares de PIP; al centro de masa de los residuos de la proteina
gue estén dentro de esta zona de interés (Figura 9). Los resultados de caracterizacion de
contactos obtenidos para cada una de las réplicas son graficados con la libreria Matplotlib de
Python,®28 obteniéndose valores de frecuencia que determinaran las zonas de alta y baja
densidad de contactos de PIP,. Finalmente, un “sitio de unién” putativo se reconoce como
una zona de alta frecuencia de contactos. Se puso especial énfasis en este analisis en las zonas

de la proteina que contengan aminodcidos con carga positiva (Argininas y/o Lisinas), asi como
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también en la disposicion estructural de “pockets” de aminoacidos que interactyan a la
distancia de corte mencionada en el punto 3. De esta forma, se identificaron zonas de mayor

frecuencia de contactos de PIP,, definiéndose asi, como posibles sitios de unién.®*

PIP2 Proteinas

Figura 9: Modelo coarse-grained de TRPV1 y PIP:: Distancia entre las cabezas polares de moléculas de PIP2 (en
rosado) y los aminoacidos que estén dentro de un radio de 6 A. Este calculo se realizara entre los centros de
masa de la cabeza del lipido y del aminodcido.

4.4 Validacion atomistica de los sitios de union identificados para PIP; en cada canal.

Para validar la estabilidad y conservaciéon en el tiempo de cada sitio de unién, se
generaron modelos atomisticos de las proteinas a partir de las conformaciones de equilibrio
de las simulaciones obtenidas con la metodologia coarse-grained. Tomando como punto de
partida la ultima posicién de la proteina de cada simulacion coarse-grained, se realizd la
“reconstruccién atomistica mas probable” (backmapping) a través del plugin de SIRAH Tools
“sirah_backmap” implementado en el software VMD, el cual utiliza las herramientas
AmberTools para predecir la orientacidon atdomica mas probable. 8 Por otra parte, para

mantener la conformacién estructural de cada PIP2 durante la dinamica molecular, se realizd

un superposicionamiento de los grupos fosfatos de PIP, tanto de las estructuras de grano
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grueso y atomisticas con el software ChimeraX.8 Para esto sélo se consideraron las moléculas
de PIP2 que se encontraran a una distancia de 3A de la proteina. Luego estas estructuras canal-
PIP, fueron ensambladas, embebidas en una membrana lipidica y solvatadas, siguiendo los
protocolos cldsicos para realizar una dindmica molecular atomistica.”® Asi, se realizaron
10.000 pasos consecutivos de minimizacidon y 7 ns de equilibrado conformacional con el
software NAMD,®” bajo el campo de fuerza CHARMM36,%¢ estudiando asi la estabilidad
conformacional de los sitios predichos por la metodologia coarse-grained. Finalmente, la
produccién de dindmica molecular para cada calculo fue de 50ns. Las trayectorias obtenidas
también fueron sometidas a la caracterizacién de contactos descrita anteriormente con las

dindmicas de grano grueso.

4.5. Analisis y alineamiento de secuencias bioldgicas de canales TRP

Con la finalidad de identificar un dominio comun para la unién de PIP, a canales de la
familia TRP, se realizé un alineamiento de secuencia aminoacidica para toda la familia de
canales TRP. En base a los cddigos de acceso PDB de los canales de interés (seccion 4.1), se
descargaron las correspondientes secuencias de proteinas desde el servidor Protein Data
Bank, y ademas se afiadieron las secuencias de canales de las familias TRP descritas en la
Figura 2. Inicialmente, se obtuvieron los largos de las secuencias, con el médulo “Bio::Seq” de
BioPerl.88 Una vez evaluado el conjunto de secuencias, y con la finalidad de identificar
dominios caracteristicos a nivel de toda la familia TRP, se realizé un alineamiento multiple con
el software Clustal Omega.?® El alineamiento multiple fue procesado con la herramienta
BioPerl y visualizado con el software Jalview.?%! Integrando la informacién obtenida en la
seccion 4.3 y 4.4, se evalué una potencial relacién entre los aminoacidos identificados como
importantes en la unidn de PIP; desde las simulaciones moleculares y aquellos que muestran
una conservacion a nivel de secuencia. De este modo se propuso una metodologia para
caracterizar dominios aminoacidicos que describen sitios de unién de PIP, en distintos

miembros de la familia TRP.
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5. Resultados y Discusidon

5.1. Ensamblado y modelado de sistemas coarse-grained de los canales de interés junto a
PIP;

Para evaluar la potencial carga neta de cada sistema, se calcularon los estados de
protonacion de los aminoacidos que componen las proteinas de interés, para esto se utilizé
el servidor web PDB2PQR, donde se corrigieron principalmente aminoacidos como lisina,
arginina e histidina.®® Se incluyeron en este andlisis los canales iénicos TRP1(PDB ID: 6PWS5),
TRPV1(PDB ID:5IRZ), TRPM8(PDB ID: 6PBQ), TRPC6(PDB ID: 6UZ8) y Kir2.2 (PDB ID: 5KUM),
extraidos desde la base de datos Protein Data Bank.%* Se utilizd el software PackMol para
afiadir 8 moléculas de PIP; de manera aleatoria alrededor de los canales. Con la finalidad de
convertir los sistemas atémicos a una estructura del tipo grano grueso, se utilizé el plug-in

I "

SIRAH-Tools para realizar el “mapeo” de las estructuras previamente generadas.”® Asi

también se generaron topologias correspondientes al campo de fuerza SIRAH (ver Figura 10).

A)

8 PIP2
Aleatorios

Figura 10: Conversion de estructuras atomisticas a grano grueso: A) Representacion atomistica de molécula de
PIP2. B) Disposicién espacial de las ocho moléculas de PIPz alrededor del canal TRPV1 (PDB ID: 5IRZ). C) Modelado
de grano grueso de TRPV1 con las moléculas de PIP.

El protocolo de ensamble y modelado de grano grueso se repitid para todos los

canales seleccionados. La figura 10 muestra una imagen representativa del ensamble del
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canal TRPV1, a modo de ejemplo de todos los complejos canales-PIP,. En la figura 11 se
observa el canal ya embebido en un parche de membrana de grano grueso de moléculas
POPC, el cual fue previamente equilibrado y ademas alineado segun la orientacién sugerida

por el servidor OPM.%8

Membrane

Figura 11: Ensamble de canales en la membrana de tipo POPC: A) Las esferas azules y rojas muestran la altura del
parche y la ubicacion en el plano tridimensional en relacién con el canal TRPV1 (PDB ID: 5IRZ).. B) Ensamble del parche de
tipo POPC preequlibrado (azul) de grano grueso en conjunto con el canal TRPV1 (amarillo), con las moleculas de PIP; (cadenas
acilicas en rosado y grupo fosfato en celeste).

Con el objetivo de facilitar el andlisis de las trayectorias de dinamica molecular, los
sistemas fueron centrados en el origen de las coordenadas tridimensionales, para
posteriormente ser solvatados con moléculas de agua de tipo WT4-Sirah, formando asi una
caja periddica de 180x180x180 A para el canal TRPV1, Cabe considerar que el tamafio es
distinto para cada canal estudiado, considerando las dimensiones espaciales de cada canal.
Estos sistemas fueron ionizados con moléculas solvatadas NaW* y CIW" (segun el campo de
fuerzas SirahFF), para asi asegurar la neutralidad de carga del sistema. La estimacion de la
cantidad de iones a incluir en el sistema coarse-grained esta basado en el protocolo publicado
por los autores del campo de fuerza SIRAH y esta cantidad depende de las cargas intrinsecas
de cada canal.”® Las estructuras finales del ensamble proteina-PIP,-membrana-agua (Fig. 11)
se convirtieron mediante la herramienta pdb2gmx al formato compatible con el software
GROMACS.”” El protocolo propuesto se repiti6 para todos los canales mencionados
anteriormente, y las dindmicas fueron ejecutadas en el motor de dindmicas moleculares

GROMACS 2018.2 para GPU. ”°
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5.2. Ejecucion de dinamicas moleculares de grano-grueso

Con el objetivo de estudiar la difusién e interacciéon entre el fosfolipido PIP; y
diferentes miembros de la familia TRP, se realizaron simulaciones moleculares bajo el
esquema coarse-grained. Se construyeron modelos de grano grueso para los cinco canales de
interés, por medio de los parametros incluidos en el campo de fuerza SIRAH. La eleccién de
este modelo tiene directa relacién con la cantidad de 4tomos involucrados en los sistemas a
simular, el tiempo de difusion necesario para observar contactos y evitarse el costo
computacional que conlleva utilizar metodologias que incluyen todos los dtomos. Por lo
anterior, la simulacién molecular de tipo grano grueso permite alcanzar tiempos de dindmica
molecular en el orden de los microsegundos con un menor costo computacional, mediante la
representacion de los sistemas con un nimero reducido de dtomos y grados de libertad. Sin
embargo, es evidente la pérdida del detalle atémico en las simulaciones obtenidas.

Para todos los sistemas construidos anteriormente, se realizaron 3 dinamicas
moleculares por sistema considerando en cada caso 8 moléculas de PIP, ubicadas de manera
aleatoria dentro de la membrana lipidica. En una primera instancia, se realizé una
minimizacion energética de 20.000 pasos sobre el backbone de la proteina, seguida de una
segunda minimizacién energética de la misma extension de pasos pero sin restricciones
posicionales aplicadas. A continuacidn, se realizaron dos etapas de equilibrado por un periodo
de 50 nanosegundos cada una. Esto con restricciones en el backbone de la proteina y
moléculas de PIP2, con una energia de 0,23 kcal/mol, sélo durante el primer equilibrado. Para
posteriormente liberar todas las restricciones en el segundo equilibrado (ver en la Figura 13).
Finalmente, para cada uno de los sistemas generados (15 sistemas en total) se realizaron
simulaciones de produccién con un tiempo total de 1 us (cada simulacién) para evaluar los

contactos de PIP; con la proteina.
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Figura 13: Desviacion cuadratica media (RMSD) de las estructuras de proteinas en funcion del tiempo de
equilibrado: Los primeros 50 nanosegundos representan al primer equilibrado que posee restricciones en el
backbone de las proteinas. Los nanosegundos restantes muestran los valores de RMSD de una segunda
dindmica molecular sin restricciones.

5.3. Identificacion de sitios de anclaje de PIP; en canales de interés

Para determinar los sitios de unién de PIP; en las proteinas de interés, se analizaron
las dinamicas moleculares de grano grueso, en las cuales para todos los canales, las moléculas
de PIP2 migran desde sus posiciones iniciales en la bicapa lipidica para interactuar de forma
cuasi-permanente con el canal. De esta forma, para definir cada contacto, se utilizé un limite
de distancia de 6A entre el grupo fosfato de PIP, (“cabeza”) y cada aminodacido de los canales
en estudio. Mas en detalle, en la figura 14 se muestra la sumatoria total de contactos de PIP;
en cada réplica de dindmica molecular (TRPV1, TRP1, TRPMS8, TRPC6, Kir 2.2), en funcién del
tiempo de simulacidn, el cual sugiere que este fosfolipido tiende a unirse en la proteina,
comprobando asi su afinidad por cada canal en estudio y su facilidad para difundir dentro de

la membrana.
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Figura 14: Sumatoria de contactos de PIPz con las proteinas en estudio: Las curvas representan la sumatoria
total de contactos de PIP2 con las proteinas en funcién del tiempo. Para cada sistema se realizé el analisis de
manera individual por cada réplica de dindmica molecular.

Como prueba de concepto y validacion de la metodologia a emplear se utilizé el canal
Kir2.2, en el cual se ha estudiado extensamente el mecanismo de unién de PIP2, esto por
estrategias computacionales y experimentales.*?*>*8 Hansell y colaboradores *8 identificaron
los aminoacidos R80, W79, R78 y K189 como esenciales para el acoplamiento de PIP2 y
posterior modulacién de la funcién del canal. Se simuld el canal Kir 2.2 y bajo las mismas
condiciones los canales TRPV1, crTRP1, TRPC6 y TRPMS. Para Kir 2.2 se logré identificar que
las moléculas de PIP; interactuan preferencialmente con los residuos K80 y K189, lo cual
concuerda con los aminodcidos previamente descritos en literatura como parte del sitio de
union de PIP;. La figura 15 muestra los contactos realizados por la cabeza de PIP; con las
cadenas laterales del canal Kir 2.2, resaltando una mayor tasa de contactos con residuos
basicos, pero ademas una tendencia a interactuar con los aminodcidos cercanos al sitio de

unién de PIP,.
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Figura 16: Contactos de PIP2 con Kir 2.2 en simulaciones CG: Contactos realizados por el grupo fosfato de PIP2
con la proteina cuantificados por un promedio de contactos. Los residuos marcados con un asterisco (*) son los
aminodacidos propuestos como sitios de unién por el grupo de Hansell.

Con la finalidad de facilitar el entendimiento de los resultados, en la figura 17 se
muestra a modo de ejemplo, la proyecciéon a nivel tridimensional de los contactos
identificados. Adicionalmente, en la figura suplementaria 2 (ver anexo) se muestran los
graficos de barras que representan los contactos observados para los canales TRPC6, TRPMS,

TRP1. Todos los graficos de barra fueron realizados con la libreria matplotlib de Python3. 8283
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Figura 17: Distribucion espacial del contacto de Kir 2.2 con PIP2: La superficie que se muestra en la imagen,
encierra a todas las regiones ocupadas por PIP2 durante la dindmica molecular. a) Vista superior de las zonas

visitadas por el lipido, b) Vista frontal de las regiones ocupadas por PIP2,

Con el objetivo de evaluar y verificar los potenciales sitios de union de PIP; en
miembros de la familia TRP, se analizaron los canales TRPV1, crTRP1, TRPC6 y TRPMS. Para el
caso de TRPV1, la figura 18 muestra que existieron contactos principalmente entre Argininas
y Lisinas, para todas las sub-unidades de este canal. Entre los distintos aminoacidos que
presentan contactos con PIP, se destacan (asteriscos) los aminodacidos Q560, K571, R579,
K694, R701 (ver MS2), los cuales han sido descritos previamente por Poblete y colaboradores.
>4 Cabe destacar, que en este reporte, el sitio de unién de PIP; fue validado por métodos
computacionales y mutaciones sitio dirigidas a nivel experimental.1’-18 Adicionalmente, en el
afio 2016, el grupo de David Julius reporté una estructura cristalografica del canal TRPV1 en
complejo con PIP;, el cual resalta la importancia de los aminodcidos L515, V518, M547 y I573
como cruciales para la estabilizacion de interacciones hidréfobas que generan moléculas
enddgenas,'® los cuales no fueron visitados en estas dindmicas por este lipido.*® Por otro lado
y de forma muy interesante, se identificaron dos aminoacidos (K431 y R432) localizados en el
segmento S1 del extremo C-terminal, los cuales podrian jugar el rol de una “antesala” previo
al anclaje de PIP; en el sitio de unién. Estos aminoacidos denominados como “sitio periférico”
muestran una alta densidad de contactos, y facilitan el ingreso al sitio de inhibicién. Este sitio

periférico se localiza en el inicio (porcidn intracelular) del segmento S1, muy cercano al sitio
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de activacion por capsaicina, siendo un sitio altamente expuesto al solvente y con una
afinidad menor por PIP; que el sitio de unidn. Se propone que este grupo de aminodcidos
podrian ser de vital importancia en el proceso de inhibicién del canal TRPV1 mediado por

PIP.%

Para el canal crTRP1 (ver MS1), el grupo de McGoldricken el afio 2020 reportd una
estructura co-cristalogréfica del complejo crTRP1-PIP,,%! describiendo un sitio de unidn
compuesto por los aminodcidos K432, S443, L444. En la figura MS1, obtenida de las
simulaciones tipo CG, se observa una gran cantidad de contactos de PIP, con los aminodcidos
K432, S443 y L444, sobre todo con los dos primeros. Estos tres residuos son descritos como
el sitio de anclaje para este lipido, de esta forma los métodos computacionales estan en
concordancia con la informacién reportada experimentalmente. Cabe destacar que sélo un
sitio de unién fue ocupado por moléculas de PIP;, en la cual cada fosfolipido ingresé de

manera independiente y Unica.

Para el canal TRPC6 (ver MS3), se encontraron interacciones con aminoacidos de
interés como K431, M432, K434 con una gran cantidad de contactos durante la dinamica
molecular. Pero difiere de la informacién descrita por literatura que caracteriza interacciones
en este canal con el residuo S448,°¢ por ende, no se puede definir un sitio de unién, pero si
una zona densa de contactos con aminoacidos bdasicos que se sitian en los alrededores del
sitio de unidn, pero que a su vez dificultan la penetracidn de PIP; al sitios de unién reportado

para este canal.

De la misma forma, para el canal TRPM8 (ver MS2), por metodologias tipo coarse-
grained se identificaron los residuos K721, T722, K723, K724, que sugieren la presencia de un
posible sitio de unién. Sin embargo, al igual que en el caso de TRPC6, para TRPM8 no existe
existid contacto directo con los residuos reportados K995, R999 y R1008 como parte del sitio
de unidén de PIP2.>7 Por otro lado, en este trabajo se propone que los residuos K721, T722,
K723, K724, podrian ser considerados como sitios de espera para la posterior penetracién al
sitio activo, aunque es necesario una mayor cantidad de datos y tiempo de simulacién para

comprobar esta hipétesis.

34


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=W05ho7
https://www.zotero.org/google-docs/?qiXxwh

2500 A

2000

1500 -

Mean of contacts

1000 A

500 4

Mo @ B e T @ o ™Nomo g N O e N g Mmoo S AT N g M~ @ O

M oMo~ Nom M mgmgo o o o W\Dhﬂl‘\hr\mgq\ol—iﬂﬁl—iﬁl—l.—qﬁ

o w v o w L 2 ral S B s 7 ~ M e M~ = P~ [

REFITETTTFRTREAORARLEGRR2E2EEEEARERO0OEEREES
Residues

Figura 18: Contactos de PIP2 con TRPV1 en simulaciones CG: Contactos realizados por el grupo fosfato de PIP2
con la proteina cuantificados por un promedio de contactos. Los residuos marcados con un asterisco (*) son los
aminoacidos propuestos como sitios de unién por el grupo de Poblete.

Con la finalidad de facilitar la visualizaciéon de los contactos generados por PIP, en
cada canal, se proyectd la distribucion de interacciones PIP, de forma tridimensional,
utilizando mapas espaciales de contactos. Mds en detalle y a modo de ejemplo, la figura 19
muestra la distribucion espacial de interaccion de PIP; al canal TRPV1, mostrando la densidad
de contactos en funcién de una escala de colores, donde una mayor densidad de contactos
estd en color naranjo, mientras qué una menor interaccion del fosfolipido con la proteina es
representada por el color amarillo. Estas distribuciones fueron calculadas midiendo las
distancias entre el centro de masa de la cabeza del grupo fosfato de PIP, a una distancia de 6
A de cualquier particula CG del canal, para todos los pasos de simulacién. Adicionalmente, en
la Fig. 19 se observa una vista frontal (Fig 19A) y superior (Fig 19B) de la densidad de
contactos, destacando los aminoacidos pertenecientes al sitio de unién en color de nube

naranja (figura 18).
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Figura 19: Distribucion espacial del contacto de TRPV1 con PIP2: La superficie que se muestra en la imagen
encierra a todas las regiones ocupadas por PIP2 durante la dindmica molecular. a) Se destacan los sitios tanto de

unién como periférico para la unién de PIP2, b) Vista frontal de las regiones ocupadas por PIP2,

5.4. Simulacién atémica de los complejos canal-PIP;

Con el objetivo de corroborar la estabilidad de las conformaciones obtenidas en
simulaciones tipo CG, como también de investigar la interaccidon de PIP, con cada canal a un
nivel de detalle superior, los sistemas de grano grueso fueron convertidos a una
representacion atomistica, utilizando el plugin “sirah_backmap”,”? el cual utiliza recursos de
AMBER Tools.3 Asi, utilizando la Ultima conformacién estructural de la simulacién CG como
punto inicial, se realizdé una “conversién conformacional” para obtener cada uno de los
sistemas en una representacion atomistica (AA). Adicionalmente, con la finalidad de respetar
las posiciones de los ligandos (PIP2), se realizé un alineamiento estructural entre moléculas
de PIP; utilizando ambas representaciones (CG y AA), donde se superpuso la posicion de la
representacién atomistica por sobre la de grano grueso, respetando las coordenadas
espaciales del grupo fosfato de PIP, (Fig. 21). A modo de ejemplo se muestra la figura 20, en
la cual se realiza la transformacién “backmapping” para los canal TRPV1, como también es
posible ver en la figura 21 la representacion obtenida para el fosfolipido PIP,. En la figura 22

se visualiza el ensamble de estos sistemas atomisticos.
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Figura 20: Conversion de TRPV1 de grano grueso a modelos atomistico: Vista superior y frontal, a la izquierda
las representaciones de la ultima posicién de la dinamica molecular (CG) de la proteina TRPV1, y en la izquierda
la representacidn atomistica de estas coordenadas espaciales.
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Figura 21: Backmapping moléculas de PIP2: a) Representacidn de grano grueso para el campo de Fuerza SIRAH.
B) Representacidn atomistica para el campo de fuerza CHARMM36. En circulos rojos se muestran las zonas que
caracterizan a los grupos fosfatos de estos lipidos, los cuales fueron utilizados como referencia para la
superposiciéon estructural de estas moléculas.
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Figura 22. Ensamblado de sistemas atomisticos: a) Estructura final de la dindmica molecular de TRPV1/ PIP2 en
CG, donde en circulos rojos se visualizan las moléculas de PIP2 embebidas en sitios de la proteina. b) TRPV1 en
representacion atomistica, en el circulo rojo se visualiza la posicion de la molécula de PIP2, en color amarillo el
grupo fosfato. En un circulo rojo acercado se puede visualizar el posicionamiento final de este.

Posteriormente, los complejos de proteinas con PIP; fueron ensamblados de la misma
manera que en el protocolo descrito en Materiales y Métodos 4.1., utilizando el campo de
fuerza CHARMMS36, respetando las mismas condiciones y dimensiones de cajas periddicas. En
una primera instancia, se realizé una minimizacion estructural de 50.000 pasos aplicando una
restriccion espacial al backbone de la proteina, seguido por un proceso de equilibrado
estructural del sistema por 8ns. Finalmente, para cada uno de los sistemas generados se
realizaron simulaciones de producciéon con un tiempo total de 50 ns para analizar los

contactos de PIP; con las proteinas.

En un principio, para el canal Kir2.2, se presentan contactos importantes de PIP, con
los residuos R80, K189, K335, relacionandose tanto con lo reportado en literatura como lo
gue se visualizé en las dindmicas moleculares de grano grueso para este complejo. En la Figura
MS5, se muestra un grafico de barras para la cuantificacion de contactos entre Kir2.2 y PIP,
identificando que el dominio R78, W79, R80 mantiene una gran cantidad de contactos en

comparacion con simulaciones CG, resaltando la importancia de dichos aminoacidos por sus
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caracteristicas basicas, lo cual facilita la unién y posterior inhibicién/activacién del canal

cuando esté lipido interactua con estos residuos.

Dentro de los canales de la familia TRP, en TRPV1, se encontrdé una alta densidad de
contactos en aminoacidos como K408, R409, 1410, K431, R500, K571, R632 y R701 (ver Fig.
MS6). Al igual que en la dinamica molecular de grano grueso, se demostré que existen
aminodcidos que son preferentes en el anclaje de este lipido en la proteina y favorecen la
activacion de este canal como K431, K571 y R701. En la figura MS6 se visualizan mas en detalle
los contactos de PIP2 con TRPV1, donde la densidad de contactos esta concentrada en
aminodcidos de caracter basico descritos anteriormente como sitios de anclaje para este

lipido.

En el caso de crTRP1, PIP, mostréd una mayor probabilidad de contactos con los
aminodacidos R127, K431, S433 , T467, y L581, localizados en el entorno del potencial sitio de
union que se describe para este canal. Particularmente, los residuos K442, S443 y F446,
también fueron encontrados en las simulaciones de CG. En este punto, es importante recalcar
gue las interacciones electrostdticas con el residuo K442 nos demuestra lo encontrado por el
grupo de McGoldrick que define a este aminoacido como vinculante para la activacion de este
canal, y este residuo es conservado en otros miembros de la familia TRP. En la figura MS7, se
muestran los principales contactos de manera detallada, destacando la tendencia de PIP; por
aminodcidos basicos y aromaticos, lo que posiblemente es originado por la formacién de
interacciones electrostaticas entre la cabeza polar de PIP,y los residuos R127, K442, S443, y

F446.

En el caso del canal TRPC6, se encontré una zona densa de contactos la cual
comprende a los aminodcidos Q198, S199,G200, L201 ,Q202(ver MS8). En este caso, K263 y
K441 en ambas dindmicas moleculares se repiten, pero en probabilidades de contactos muy
dispares. Aunque es conocida la interaccion de PIP; en canales de la familia TRPC, en general,
41 no han sido explorados los efectos de este lipido en los miembros de esta familia por lo
cual, no existe informacién que nos permita comparar lo encontrado en este trabajo. Mas en

detalle, las simulaciones realizadas a este canal nos podrian orientar hacia futuros
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experimentos que pudiesen confirmar lo encontrado en este proyecto de tesis, y asi validar

la importancia de los residuos K263 y K441 en la unién de PIP, a TRPC6.

Para el canal TRPMS, se identificd una zona de contactos, la cual contiene aminoacidos
aminoacidos tales como S731, P736, T734, los cuales no se correlacionan con lo encontrado
en la dindmica de grano grueso para este canal, pero estos residuos podrian formar puentes
de hidrégeno con PIP; en este lugar, y de esta forma se permite localizar zonas de interés en
este canal alrededor de las subunidades que conforman este canal. Mas en detalle, se puede
visualizar en la figura MS9, los aminoacidos con los que mantuvo contacto PIP; durante el
tiempo de dindmica molecular. El sitio de union reportado para este canal estd formado por
los aminodcidos K995, R999 y R1008, los cuales no fueron visitados por PIP; a lo largo de las
dinamicas moleculares realizadas en esta memoria de titulo. Esto puede ser explicado ya que
los aminodcidos reportados como el bolsillo de uniéon se localizan en cavidades internas del
canal, en particular situadas entre el segmento S4 y S6, por lo que en el tiempo simulado no
fue posible observar eventos de acople. Cabe considerar que, la gran mayoria de los contactos

observados fueron en zonas cercanas al sitio activo reportado en bibliografia.

5.5. Analisis de secuencias bioldgicas de canales TRP

Con el objetivo de encontrar un dominio aminoacidico comun para la unién de PIP;,
se realizé un alineamiento global de secuencias bioldgicas de toda la familia de canales TRP,
utilizando la informacidn descrita en el punto 4.5. En la Figura 23 se muestra el alineamiento
global de toda la familia TRP incluyendo también el canal Kir 2.2. Se destaca en rojo el dominio
“TRP-Box”, el cual es un grupo de aminodcidos caracteristicos (“EWKFAR”) y estd presente la
mayoria de los miembros de la familia TRP.?? Adicionalmente, se identificd un potencial sitio
de union para PIP; compuesto por los aminoacidos K694, R701 y R705 en el alineamiento
para el canal TRPV1, el cual estd conservado para este subgrupo de canales dependientes de
Vaniloide (TRPV). De esta forma se propone la PIP;BOX que se muestra en la figura 24 en un
recuadro negro con residuos conservados a nivel de secuencias para esta familia. K694 se
conserva en la mayoria de los miembros de la familia TRVP, pero es importante considerar
gue este aminoacido esta presente en una regidén conservada en otros miembros de esta

familia, lo que sugiere que la mayoria de los miembros pudiesen tener afinidad por este lipido.
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Figura 23: Alineamiento global de secuencias de familia TRP: El cuadro rojo nos muestra la caja TRP que
caracteriza a miembros de esta familia a nivel de secuencias.
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Figura 24: Alineamiento de secuencias para canal TRPV1: La linea roja muestra el segmento S6 del
alineamiento. En rojo se muestra la caja TRP, y en un cuadrado negro se muestra la caja PIP2-Box.

A pesar del andlisis y agrupamiento por familia, no es claro a nivel de secuencia que
exista algin dominio caracteristico de reconocimiento de PIP,. Segun lo observado a nivel
estructural, los aminoacidos que componen el sitio de unién de PIP, muchas veces pertenecen
a distintos segmentos del canal, como también a diversas subunidades de la estructura

tridimensional. Es por lo anterior, que se sugiere la necesidad de obtener una mayor cantidad
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de informacidn estructural que de indicios de residuos claves en distintas familias de canales

TRP, con lo cual orientar el estudio a nivel de secuencias.
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6. Conclusion

El efecto bioldgico que PIP, genera sobre los canales miembros de la familia TRP es un
gran tema de discusiéon considerando que la literatura reporta que la unién de PIP; en canales
idnicos tales como TRP1, TRPV1, TRPMS8, TRPC6 y Kir 2.2 permite la modulacion de la
actividad de estos. En base a lo anterior, se sugiere que a pesar de que la funcién de cada
canal es distinta, podria existir un sitio de uniéon a PIP, en comun, el cual ayuda a la
identificacion de futuros miembros de la familia TRP. Frente a esto, el incremento de
estructuras cristalograficas de canales TRP co-cristalizadas con PIP; ha ayudado a investigar a
nivel atdmico las propiedades que podrian caracterizar a los sitios de unién en diversos
miembros de la familia TRP.?2 El uso de herramientas computacionales y bioinformaticas ha
sido de gran ayuda al momento de investigar las principales interacciones que controlan la

union de este fosfolipido. En este trabajo de tesis se ha logrado concluir que:

Utilizando la metodologia de modelado de grano grueso, fue posible modelar el
macrocomplejo canal-PIP,-membrana y agua en un numero simplificado de dtomos, en
comparacion al modelado “full-atom”. De esta manera se logré aumentar el tiempo de
simulacién, utilizando a su vez, menos recursos computacionales y mas muestreo
conformacional en rangos de microsegundos. Por otro lado, en una etapa posterior a las
simulaciones CG, fue posible realizar el proceso de backmapping, en el cual se recuperaron
conformaciones con detalle atdmico provenientes desde simulaciones CG. De esta manera,
fue posible comparar nuestros resultados utilizando 2 aproximaciones de simulacién
molecular, identificando en ambas las zonas con una mayor densidad de contactos de PIP;

con las proteinas en estudio.

En base a nuestros resultados, fue posible identificar y validar los sitios de union ya
reportados experimentalmente en los canales Kir2.2, TRPV1 y TRP1 en las dindmicas de CG y
AA. Por otro lado, a pesar de que en el muestreo conformacional PIP; efectivamente visitd la
periferia de los bolsillos de unién de los canales TRPC6 y TRPMS8 no se identificaron eventos
de anclaje en los sitios propuestos por literatura. Se postula que la imposibilidad de observar

un acoplamiento molecular espontaneo en el sitio de unién de los canales TRPC6 y TRPMS,
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se puede atribuir a artefactos electrostaticos generados por la simplificacién de los sistemas
a conformaciones del tipo coarse-grained, asi como también a la necesidad de un mayor

tiempo de simulacidn para alcanzar el ingreso de moléculas de PIP; a los sitios de unién.

Cabe destacar que en todos los casos explorados el fosfolipido PIP, siempre prefirié
estar en contacto con los canales estudiados por sobre difundir libremente en la membrana
celular, lo cual da cuenta de una “afinidad” del fosfolipido por estos canales. Esta tendencia
abre la puerta a explorar en mayor profundidad la existencia de sitios periféricos que podrian
facilitar la entrada de estos ligandos para cumplir el rol de modulacién de estos canales. Lo
anterior se visualiza en canales como TRPV1 y TRPMS, donde PIP. visitd sitios ubicados en el
exterior de los tetrameros. Sélo en TRPV1 logré ingresar al sitio de uniéon, mientras que en

TRPMS8 no logra visitar los sitios de unién reportados.

Dado lo reportado en el andlisis de secuencias bioldgicas se sugiere que este proceso
debe ser aun mas exhaustivo. Utilizando un analisis de secuencia global no se encontraron
patrones que indiquen la existencia de un sitio comun de unidn de PIP; para toda la familia
de canales TRP. Aun asi, mediante el andlisis de subfamilias por separado, es posible
identificar algunos dominios que podrian indicar la existencia de un sitio de unién para PIP;,
pero deben ser confirmados por alineamientos estructurales. No es clara la teoria de que el
canal crTRP1 sea un ancestro comun. Deberia ser estudiado y comparado con cada familia
para encontrar similitudes respecto a la unién de PIP,. Finalmente, se postula que la relacion
entre canales TRP y PIP; responde a las caracteristicas fisicoquimicas de los lipidos y a
interacciones electrostaticas generadas entre la cabeza polar de PIP2 y aminoacidos basicos

gue componen los diversos sitios de unién.
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Anexo

Material Suplementario, 1. Graficos de barra de contactos en canales en dindmicas de

grano grueso para TRPMS8, TRPC6 y TRP1.

&
8

Mean of contacts

2000

1000

Figura MS1: El eje X nos muestra los aminodacidos con mayor cantidad de contactos y el eje Y nos muestra el
valor asociado a cada barra. Las barras con asteriscos (*) son residuos que pertenecen a los sitios de unién de
este canal.
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Figura MS2: Contactos promedios de PIP2 con TRPMS: El eje X nos muestra los aminoacidos con mayor cantidad
de contactos y el eje Y nos muestra el valor asociado a cada barra.
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Figura MS3: Contactos promedios de PIP2 con TRPCG6: El eje X nos muestra los aminoacidos con mayor cantidad
de contactos y el eje Y nos muestra el valor asociado a cada barra.
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Material Suplementario, 2. Sitio de unién predicho en simulaciones de grano grueso para

canal TRPV1.

Figura MS4: Bolsillo de unién de PIPz2 en canal TRPV1. La figura a la izquierda nos muestra como el fosfolipido
esta embebido en el pocket de unidn. La imagen de la derecha nos muestra la unién de PIP2 con los residuos
Q561(naranjo), R579(celeste),K694(verde), R701(rosado oscuro).
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Material Suplementario, 3. Graficos de barra de contactos en canales en dindmicas

moleculares atomisticas de Kir 2.2, TRPV1, crTRP1, TRPM8 y TRPC6.
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Figura MS5: Contactos de PIP2 con Kir 2.2 en dinamicas atomisticas: El eje X nos muestra los aminodcidos con
mayor cantidad de contactos y el eje Y nos muestra el valor asociado a cada barra
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Figura MS6: Contactos de PIP2con TRPV1 en dinamicas atomisticas: El eje X nos muestra los aminodcidos con

mayor cantidad de contactos y el eje Y nos muestra el valor asociado a cada barra.
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Figura MS7: Contactos de PIP2 con TRP1 en dinamicas atomisticas: El eje X nos muestra los aminoacidos con
mayor cantidad de contactos y el eje Y nos muestra el valor asociado a cada barra

2000

1750 4

1500 -

1250 4

1000 4

Total of Contacts

750 A

250 1

~ — ~ [ =] ~ M m o ™

AR 2228 E&EERS8 S5 S 8 g8 T T AR R

= e e e = = = R s = I~ T~ I~ s I S A w0 n 0

R E R R EEE R R R R R R

Qﬂm>‘3EEmumOHOObhhzb—mhm
Residues

Figura MS8: Contactos de PIP2con TRPC6 en dindmicas atomisticas: El eje X nos muestra los aminodcidos con
mayor cantidad de contactos y el eje Y nos muestra el valor asociado a cada barra
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Figura MS9: Contactos de PIP2con TRPMS8 en dindmicas atomisticas: El eje X nos muestra los aminoacidos con
mayor cantidad de contactos y el eje Y nos muestra el valor asociado a cada barra
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