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RESUMEN

La Panexina 1 (PANX1) es una proteina de membrana que forma canales que
permiten el flujo no selectivo de moléculas. Estudios recientes han reportado la
estructura tridimensional de este canal lo que abre la oportunidad de explorar sus
propiedades de permeacion y las moléculas que podrian fluir a través de este canal.
En esta tesis se generaron modelos computacionales y posterior a ellos simulaciones
de dindmica molecular para evaluar la termodindmica de permeaciéon del ion Ca?* a
través del canal de PANX1. Exploramos el comportamiento molecular de la proteina
ante el paso del ion Ca?*. en condiciones de baja conductancia de iones con los
residuos del dominio carboxi terminal (DCT) intactos y en condiciones de alta
conductancia, asociada en general a inflamacion, con su DCT removido. Se encontro
que el ion de Ca?* no cruza el poro del canal de PANX1 en su configuracién completa
debido al bloqueo que aportan los anillos de C426 y E414 del DCT. Por otro lado,
cuando la PANX1 esta clivada, esta si permite el paso de Ca?* a través de su poro

central.

Palabras clave: Panexina 1, PANX1, permeaciéon de Calcio, Modelos

Computacionales, Dinamicas Moleculares.



INTRODUCCION

Descripcion de la Panexina 1

La (PANX1) es una proteina presente en vertebrados (1) involucrada en diferentes
procesos tanto fisioldgicos como patoldgicos que incluyen la modulacién de la
plasticidad sinaptica y la memoria (2-4), la absorcién de la glucosa (5), presién
sanguinea (6), inflamacién (7,8), muerte celular (7), dolor crénico, la migrafia con

aura, el ataque cerebrovascular, la epilepsia (8) y enfermedad de Alzheimer (9).

La PANX1 (figura 1) es un canal de membrana formado por 7 unidades (heptamero)
qgue conecta el espacio extracelular con el medio interno de la célula. Cada mondmero
contiene cuatro hélices transmembrana, con los dominios carboxi terminal (DCT) y
amino terminal orientados hacia la cara citoplasmatica (10). Su estructura se puede
esquematizar en tres dominios, el dominio extracelular (DEC), dominio
transmembrana (DTM) y el dominio intracelular (DIC). En algunos casos se ha
descrito que un canal de una célula se puede conectar a otra PANX1 para formar un
canal intercelular, sin embargo, esto solo ha sido observado en condiciones de
sobreexpresidén de esta proteina puesto que presenta residuos glicosilados (NAG) en

el DEC que impide esta conformacién (10-13).

120[A]

Figura 1: PANX1. Heptamero de 426 aminodacidos que crea un canal intermembranal para
ATP y otros iones no selectivos



Los canales de PANX1 exhiben dos estados de actividad, un estado de baja
conductancia en condiciones fisioldgicas en donde es “auto-inhibida” por su DCT en
un mecanismo similar a la “bola y cadena” de los canales idnicos voltaje-
dependientes, permeando aniones como NO-3, CI- y glutamato a través de tuneles
laterales hacia el poro central (14,15). Ademadas, presenta un estado de alta
conductancia, en condiciones tanto fisioldogicas como patoldgicas causando una
sefalizacion para la inflamacién o muerte celular, en donde la PANX1 permite la
liberacion de ATP (16) y otras moléculas de gran tamafio. La activacion de este canal
en condiciones patoldgicas implica el clivaje irreversible de su DCT mediado por
caspasas 1, 3, 7y 11 (17-19).

Investigaciones en este canal en situaciones de estrés mecanico, sugieren que la
proteina puede estar involucrada en la propagacion de Ca?* intercelular (20). Otros
trabajos no solo apoyan esta teoria, sino que también relacionan a la sobreexpresion
de la PANX1 en el reticulo endoplasmatico, con la liberacion e incremento de Ca?*
intracelular desde los mismos reticulos, sugiriendo que este canal es capaz de servir

como puente intermembrana para el ion Ca?* (21).

Si bien estos hallazgos presentan un avance en el entendimiento de la PANX1,
también se generan otras dudas, especificamente acerca del mecanismo de
transporte del ion Ca?* a través del canal. Paralelo a esto, siempre es aconsejable y
necesario tener una corroboracion visual de la permeacion de Ca?* a través de la
PANX1. Sin embargo hasta el momento el microscopio con mayor resolucion hasta
ahora construido, el microscopio de deplecién por emision estimulada (STED) y tiene
una resolucién en tejidos vivos de hasta 20[nm] (22), mientras que la PANX1 tiene

un largo aproximado de los 12[nm] (10).

Simulaciones de Dinamicas Moleculares

Es por esto por lo que, con la finalidad de aportar mas informacién a los experimentos
in vitro, el area experimental "“In Silico” ha evolucionado una de sus ramas dedicada
a dindmicas moleculares. El término "“In Silico” fue acufiado por primera vez en un
taller de aplicaciones de modelos autématas celulares (modelos matematicos y
computacionales que describen la evolucidon de un sistema en pasos discretos) (23),
por el matematico mexicano Pedro Miramontes en 1989; quien dos afios después
presentd su tesis doctoral disefiando simulaciones en acidos nucleicos (24). Sin

embargo, la primera aparicion del término en articulos literarios fue en el capitulo



"Physiological Studies in Silico” escrito por Hasn B. Sieburg, del libro "1990 Lectures

in Complex Systems” en 1991 (25).

Estos experimentos son aplicados en simulaciones de procesos (ya sean naturales o
artificiales) modelados por computador, con el propdsito de aportar otra forma de
validacion y entregar mayor evidencia a los experimentos en sistemas reales
estimando una prediccién mas detallada de las dinamicas en las interacciones de los
cuerpos modelados, y a su vez evitar riesgos ademas de ahorrar en materiales,

tiempo y espacio.

En el caso de las dinamicas moleculares, estas técnicas sirven para evaluar
interacciones entre atomos o moléculas pequefas con macromoléculas mas
complejas. En el ambito bioldgico las interacciones pueden ser entre un ligando y un
receptor (26-28), o el paso de iones a través de algun canal de interés (29,30) como

por ejemplo, la PANX1.

Para generar una simulacion, primero se debe contar con una estructura o modelo.
Para esto se puede utilizar un cristal de interés entregado por "The Protein Data
Bank” (PDB) (31,32). En el caso de no contar con un cristal, o de contar con uno sin
su sitio de interés o incompleto, se recomienda crear un modelo que satisfaga esta
carencia. La generacion de este modelo puede ser por diferentes métodos:
Modelacion "Ab initio” o "De Novo” (33) que consiste en modelar una estructura paso
a paso, en funcion del comportamiento de fragmentos aminoacidicos ya conocidos.
Otra técnica también es por "Prediccion de Estructura Secundaria” la cual infiere su
forma secundaria y terciaria a partir de las torsiones @ (phi) y ¥ (psi) que van
tomando los carbones alfa (Ca) de la cadena peptidica en la secuencia aminoacidica
(34). El “Reconocimiento de Plegado” es la técnica en la cual se crea la estructura en
base a la comparacion de fragmentos plegados de la secuencia a modelar, con
fragmentos similares pertenecientes a otros cristales (34,35). La técnica utilizada en
este trabajo es la de "Modelado por Homologia” (36) que consiste en realizar una
busqueda del cristal con la secuencia de mayor similitud con la secuencia de interés
en la proteina a modelar y crear una estructura a partir de él. Para esto es ideal que
la proteina ya exista en la base de datos PDB de manera que su secuencia sea lo mas
idénticamente posible. En el caso de la PANX1 los cristales existentes datan del afio
2020 (37). Sin embargo, hasta la fecha de este trabajo existe solo uno que contiene
el DCT ademas del resto de la secuencia completa, salvo por 12 residuos de la cara
externa extracelular, siendo el cristal con mayor detalle cercano a la proteina PANX1
(10).



Las formas de validar un modelo son variadas, de acuerdo con la cantidad de residuos
y estructuras que componen a la proteina. La determinacion mas comun es
calculando la Raiz de la desviacién cuadratica media (RDCM) o "Root-Mean-Square
Deviation (RMSD)”, la cual estima diferencias espaciales y angulares entre residuos
equivalentes, ya sea separados en el tiempo o superpuestos en un mismo instante
"t”. Sin embargo, esta funcidn al entregar el mismo peso a todos los residuos de la
proteina es propensa a sufrir una mayor sensibilidad a desviaciones locales alterando
el resultado de la topologia global, sobre todo en multimeros con grandes cantidades
de aminoacidos como la PANX1 (38). Otro método de validacion es el grafico o plot
de Ramachandran, el cual sirve como un verificador indirecto de la estequiometria y

geometria de la proteina (39).

Preguntas para resolver de este trabajo

Debido a lo planteado anteriormente, el primer problema a solucionar es determinar
la factibilidad del ion Ca?* de atravesar el canal de PANX1, ya sea en estado de baja
conductancia como en el de alta conductancia asociado al corte de su DCT, de ser
posible verificar la contribucion de la entrada de Ca?* a su transporte, y determinar

cuales son los mecanismos implicados en su transito.

El segundo problema es que los medios actuales no permiten observar de manera
directa este mecanismo de transporte, debido a las escalas nanométricas en las que
ocurre este proceso. Por lo que es necesario incurrir a otros métodos de observacion,
como son los modelados moleculares via simulaciones de dindmica molecular. Estos
generan una vision virtual de lo que podria ocurrir en este universo nanométrico.
Modelando el entorno que rodea al canal de PANX1 y perfiles fisicoquimicos, es
posible evaluar si el ion Ca?* transita o no a través de este canal, y de ser asi,

determinar qué mecanismos utiliza para tal proceso.

El propdsito de este trabajo es intentar describir el comportamiento de Ca?* al
interactuar con el canal intermembrana PANX1, cuando se encuentran en un estado
natural y completo, por lo tanto, de baja conductancia idnica; y cuando se encuentra
inflamado con su DCT (ubicada en la cara interna del canal) clivada y por ende en
estado de alta conductancia idnica. Para este trabajo se utilizaran analisis de eventos
de permeabilidad y de densidad volumétrica a partir de simulaciones de dindmicas
moleculares basados en modelos creados desde el repositorio de proteinas

proporcionado por banco de datos de proteinas (PDB).



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Este trabajo consta de una hipétesis nula y dos alternativas:

Ho: El ion Ca?* no es capaz de transitar a través del canal de PANX1, tanto en estado

de baja como en el de alta conductancia.

Hi: El ion Ca?* no es capaz de transitar a través del canal de PANX1 en estado de
baja conductancia; sin embargo, es capaz de transitar a través del canal de PANX1

en estado de alta conductancia, es decir, cuando el canal se encuentra clivado.

H2: El ion Ca?* es capaz de transitar tanto en el canal de PANX1 en estado de baja

como de alta conductancia.

Objetivo General

Determinar viabilidad del ingreso del ion Ca?* extracelular a través del canal de
PANX1 hacia la célula, mediante de permeabilidad y densidad via simulaciones de

dindmica molecular.

Objetivos Especificos

e Generar modelos simplificados que repliquen el potencial electrostatico de
superficie de la PANX1 para realizar estudios sistematicos del transito del ion de

Ca?* a través de este canal.

e Determinar el mecanismo de transporte y la via que utiliza. En el caso contrario,
determinar que el mecanismo de bloqueo del paso del ion Ca?*. Mediante
visualizacion de las posibles rutas de permeacién, conteo de eventos de
permeabilidad y mapas de densidad volumétrica, obtenidos por simulaciones de

dindmica molecular.



METODOLOGIA

Generacion del Modelo de PANX1

Para la creacion del modelo se utilizé el cristal 7DWB (10) obtenido de la base de
datos PDB (40), al cual se agregaron y ordenaron los residuos faltantes con el
servidor PDBFixer (41). El cristal resultante se utilizé como plantilla para los archivos
PDB finales, tanto de la proteina PANX1 completa como clivada, usando el software
MODELLER (42). Segun la puntuacién de energia discreta optimizada de la proteina
(DOPE) mas baja, se seleccioné para la PANX1 clivada al 6to modelo, mientras que
para la PANX1 completa, se utilizé el 9no modelo de un total de 10 opciones para
cada proteina. Para la validacion de los modelos de PANX1 completa y clivada, los

modelos se sometieron a un analisis de Ramachandran en el servidor MolProbity (43).

Se utilizé el servidor CHARMM-GUI (44-48) para crear la caja de agua, se agregd
una membrana compuesta de 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(POPC) vy se rellené con 2M de CaCl2.

Simulacion

Se utilizd6 el programa VMD-NAMD (49,50) en el servidor proporcionado por el
doctorado de Biofisica de la Universidad de Valparaiso; en donde se relajé a la
proteina por cerca de 40[ns] y a continuacion se aplicé un diferencial de potencial
aproximado de -134mV por 1000[ns] (1[us]), a lo largo del poro, en el eje Z de la
caja. Para reducir el tiempo de calculo se realizd una reparticion de masas de
hidrégeno (HMR) (51)

Analisis de resultados

Para la visualizacion del poro en la PANX1 completa y clivada se utilizé el servidor
MOLEonline (52). Para el analisis de eventos de permeabilidad se contabilizé el paso
de iones de Ca?*, CI- y moléculas de H>O por separado; a través del poro de la PANX1
tanto completa como clivada. Para la visualizacion de densidad volumétrica de cada
particula Ca%*, CI- y H20, se utilizé el plugin de densidad volumétrica proporcionado
por el programa VMD (49,53).



RESULTADOS

Modelos de PANX1

Ambos modelos obtenidos representan a la proteina conformada de 7 mondémeros de
similares caracteristicas a las descritas en la literatura general, los que se encuentran
rodeados por una membrana de fosfatidilcolina (POPC) que se encuentra
aproximadamente desde los 20[R] sobre el eje Z, a la altura del residuo A2, hasta
los -20[A] bajo el eje Z, a la altura del residuo L24. Estos mondémeros se componen
de una seccidon extracelular (DEC), compuesta por 2 hélices alfa y 3 laminas beta;
una secciéon transmembranal (DTM) compuesta por 5 hélices alfa, de las que una de
ellas se conecta hasta la seccidn intracelular en donde se encuentran de 5 a 6 hélices
alfas mas, de acuerdo con el estrés o torsion ocurriendo en la secciéon en aquel

momento.

Figura 2: Modelos de PANX1 en estado completo y clivado, compuesta por 2 hélices alfa y 3
laminas beta en la zona extracelular, 5 hélices alfa en la zona transmembranal y 5 a 6
hélices alfa en la zona intracelular. A) PANX1 completa: en rojo, DCT compuesto por 53

residuos, desde el residuo G380 hasta el residuo C426. B) Panx1 clivada: DCT eliminado,
ultimo residuo marcado en rojo es el D379.

Para la PANX1 completa, el DCT se encuentra al interior del poro, de color rojo en la
figura 2A, siendo el Ultimo residuo C426. En la proteina clivada (figura 2B), este

dominio desaparece quedando como ultimo residuo D379.



Verificacion de los modelos

Se gener6 un plot de Ramachandran para mostrar la distribucién de los angulos ¢
(phi) y ¢ (psi) de los enlaces peptidicos en los modelos obtenidos. Los angulos ¢
corresponden a las rotaciones en torno al enlace entre el grupo amino y el Ca, los

angulos ¥ corresponden a las rotaciones en torno al enlace entre el Ca y el grupo
carboxilo de cada aminoacido. En conjunto estos angulos definen la orientacién de

los enlaces peptidicos en una proteina.

Como se observa en las figuras 13 y 14 del anexo, la mayoria de las conformaciones
de los enlaces peptidicos se encuentran en las regiones permitidas del plot. Estas
regiones se definen por las restricciones estéricas y de energia que limitan los angulos
@ Yy Y que pueden adoptar los enlaces peptidicos. Para los que no se encuentran
dentro de las regiones permitidas se marcé en rojo aquellos residuos que se
encuentran dentro del poro y en naranjo a los residuos que se encuentran alrededor
de la entrada de este. Los que no se encuentran marcados quiere decir que sus
residuos se encuentran en un sector que no tiene contacto directo con la cara interna
del poro, ya sea la cara externa o la cara media del canal. En las tablas 3 y 4 del
anexo se encuentra un listado de los residuos que se encuentran fuera de las zonas
favorecidas, aquellos que cuentan con valores atipicos. A continuacion, en la tabla 1

se muestra un resumen de los resultados del analisis de Ramachandran.

PANX1Completa PANX1Clivada

Residuos favorecidos

88.0% (2612/2968)

88.2% (2328/2639)

Residuos permitidos

96.5% (2864/2968)

96.8% (2554/2639)

Outliers (atipicos)

3.50% (104/2968)

3.22% (85/2639)

Z score

-1.00 £ 0.15

-0.47 £ 0.16

Tabla 1: Resultados del anéalisis de Ramachandran

Analisis del poro

Tras un analisis con el servidor MOLEOnline (52) se obtuvo resultados de la forma,
carga e ionizacion del poro en el tiempo t=0[s], es decir cuando la proteina se
encuentra en estado rigido, uniforme y sin movimiento de iones en su interior. El
poro consta de una serie de cuellos de botella compuestos por anillos del mismo
residuo, pero de los diferentes mondmeros de la proteina. Las mediciones de la

posicion de los anillos en el eje Z del poro estan en funcién del centro de masa



compuesto por los 7 residuos que componen al anillo. Cabe recordar que el largo
espacial que abarca un aminodcido puede llegar entre 3,4 a 4[R] de largo (54). La
medicién del radio en los graficos de carga e ionizacion estan en funcion de la sonda
creada por el servidor, por lo que representa una forma aproximada del poro en
t=0[s].

PANX1 Completa

En la figura 3, el primer anillo formado por W74, a aproximadamente 49.3 & del

centro del eje Z, tiene un radio r=6.67 A. Mas abajo, a Z=33.17 /3\, se encuentra el
segundo cuello compuesto por un anillo de C426 de rx4.54 A de radio, el cual
corresponde al ultimo residuo del DCT. El tercer cuello de botella se forma por un
sector con carga idnica positiva con rx4.68 A y con su limite superior en el residuo
R420a Z=16.5 A&, y con limite inferior en el residuo K415 a los Z=7.46 A. Esta seccion
con carga positiva se corta abruptamente por una nueva seccion compuesta por una

serie de residuos que en su mayoria vienen con carga negativa.
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Figura 3: Composicion de residuos relevantes del poro en la PANX1 completa con sus
graficos de carga y de ionizacién. En azul, residuos con carga positiva, en rojo los con carga
negativa,; en gris y naranja residuos sin carga con el color del mondémero al que pertenecen.
En el esquematico se muestran los residuos relevantes en la carga e ionizacion del poro. Los

gréficos a la derecha muestran las secciones en las que el poro se encuentra cargado

positiva y negativamente y la capacidad de ionizacion de dicha seccion.



A Z=2.68 A se encuentra el residuo E414 con un radio r=5.36 &, el cual da el limite
superior para esta seccion del poro que estd cargada negativamente. Esta seccién
continlia hasta el residuo D405 a Z~-18.64 A con un radio de #10.59 A. Mas abajo
en el eje Z, a los =-28,29 &, estd el residuo E398 el cual abre una nueva seccién
negativa, sin embargo, de un radio mas amplio estimado de 12.56 A. Para finalizar,
a ~-42.76 R del eje Z se encuentra el residuo E177 el cual da término a la sonda por
lo que su radio se observa con un radio pequefio, cercano a los 2.86 A. Sin embargo,
el radio real del anillo E177 se encuentra cerca de ~17.02 A. En la imagen también
se observa el residuo K409 en Z=-4.73 A, si bien este residuo tiene carga positiva,
se encuentra aislado en el sector negativo del poro por lo que tiende a reducirse la
carga negativa y por lo tanto su capacidad de ionizacion. Los residuos E391 y E390,
ubicados a Z=-37,71 /&, si bien, en la figura se observan alejados del centro, estos
se encuentran en un rincon del poro, de tal forma que no presenta relevancia para el

radio del poro, pero si para la magnitud de carga negativa del sector.

PANX1 Clivada

Por el otro lado, en la figura 4 tenemos a la PANX1 en estado activado o clivado, el

cual carece de su DCT desde el residuo G380. Esto aumenta el radio del poro de
acuerdo con lo observado en los analisis de carga y de ionizacidon. Se observa a los
~47.42R del eje Z al residuo W74 con un radio de ~6.75 A. Mas abajo a #28.91A en
el eje Z, se encuentra E57 a una distancia aproximada de 5.94 A del centro del poro.
El cuello de botella del poro, con radio #6.61& esta formado por un anillo de M1 a
Z~21.45 A. A la distancia Z=9.25 A con un radio amplio aproximado de 13.05 A se
encuentra el residuo E9 el cual, segun la grafica de carga entregada por el servidor
MOLE, explica la existencia de carga negativa en el sector. El residuo E14, que se
encuentra en el 1.2 A en el eje Z y con un radio de ~12.44 &, marca un nuevo
espacio cargado negativamente que se prolonga hasta el final del poro en el residuo
E177 que estd en Z=-42.08 A, intercalado por la presencia de residuos con carga
positiva desde los residuos K148 con Z=-31.06 A, y R166 con z~-54.15 A. En el
grafico de cargas y de ionizacidén se observa una tendencia a la neutralidad a medida

que se acerca al final del poro.
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Figura 4: Composicion de residuos relevantes del poro en la PANX1 clivada con sus graficos
de carga y de ionizacién. En azul, residuos con carga positiva, en rojo los con carga
negativa,; en gris y naranja residuos sin carga con el color del monémero al que pertenecen.
Los residuos con carga positiva del lado intracelular, si bien tienen gran presencia en poro,
no se observa su presencia en el grafico de cargas, pero si en el grafico de ionizacion
marcando un contrapeso para las cargas negativas.

Visualizacion de la simulacion

Las simulaciones para ambas proteinas registraron bloqueos o arrestos tanto del ion
Ca?* como para el ion Cl-. También se observd que al generarse estas ionizaciones
también ocurrian efectos de deformacion de la cadena peptidica debido al arrastre o

empuje por parte de los iones de Ca?* y de CI-.

En la PANX1 completa, se observa la compactaciéon producida en el DCT cuando los
iones de Ca?* (amarillo) y CI- (cian) ejercen presion contra los residuos de C426, que
en un momento inicial t=0[s] estaban en Z=33[A]. Se observa una compactacién
progresiva del DCT producto de la presiéon impuesta por la solucion de CaClz y H20.
Esta compactacidon eventualmente se detiene y mantiene estable de acuerdo con las
fuerzas impuestas tanto por la solucién y las paredes internas del mismo poro. Esta
posicién se mantendria hasta el final de la simulacién. El desplazamiento del anillo
de C426 es imperceptible. Sin embrago, como se observa en la figura 5, si se puede
percibir la deformacidén que sufrid el anillo al encontrarse con los iones de Ca%* y ClI-.
Esta presion por parte de los atomos de Ca?* empujando e ionizando al anillo de
C426 desde arriba, e ionizando al anillo de residuos de E414, compacta el tubo del

poro, achatandolo en los extremos.



Figura 5: Comportamiento de DCT. Anillos de C426 (ramas en la parte superior) y E414
(ramas en la base). En T=0[s], previo a su interaccion con Ca?* (amarillo) y [Cl'] (cian). En
T=30[ns], el anillo de C426 interactuando con iones de Ca?* se deforma tratando de resistir

el paso de los iones. En T=500[ns], tanto los residuos de C426 y E414 se mantienen
bloqueando el paso de Ca?*, sin embargo, permiten el paso de CI-, el cual transita por la
zona media del tubo.

Esto crea un espacio entre medio que ademas estd compuesto por R420, R418 y
K415 (figura 6), por lo que este espacio se encuentra cargado positivamente. A través
de él los iones de CI- quedan en libre transito, separados del Ca?*, lo que permite un
paso facilitado entre el anillo de C426 y E414.
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Figura 6: Espacio de transito de Cl~. A) se observa la permeabilidad del tubo solo para el ion
Cl. B) Misma imagen girada 90 grados a la derecha para visualizar el ensanchamiento del
tubo debido a la presion ejercida hacia C426 y E414. C) Misma imagen, esta vez con la nube
de carga positiva producida por los residuos R420, R418 y K415.



Este bloqueo de Ca?* se produce gracias a la ionizacion de los grupos carboxilos de
los residuos de E414 por la parte baja y por la parte superior C426 con apoyo de
D423. En la figura 7B se observa el arresto de iones de Ca?* por parte de los grupos
carboxilos del anillo de E414. La atraccion de estos iones reduce el didmetro del poro,
prohibiendo el paso de otros iones de Ca%*. Misma situacidén ocurre en el anillo de
C426 el cual se observa en 7C y 7D donde se aprecia inclusive como se tuerce la
cadena para retener a un ion de Ca2* con 2 residuos de C426 de distintos mondémeros,

mas el apoyo de un D423.
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Figura 7: Ionizacion de residuos E414 y C426 en DCT. A) Bloqueo del paso de Ca?* a través
del poro; se observa un vacio entre el anillo de C426 (superior) y E414 (inferior). B) Anillo de
E414 reduciendo su radio al ionizarse con dos dtomos de Ca?*. C) Anillo de C426 arrestando
iones de Ca?*. D) Se observan 2 residuos de C426 y 1 de E414 unidos a un atomo de Ca?*.
Varios grupos carboxilos pueden unirse a un solo atomo de Ca?*.



Figura 8: Paso de Ca?* a través del cuello de M1 y E9 en la PANX1 clivada. A y B) Vista aérea
y frontal de la nula interaccion de Ca?* con el anillo de M1. C y D) Mismas vistas, pero
marcando el anillo de E9; los dtomos de Ca?* se encuentran alineados con los grupos

carboxilos de EOS.

En cuanto a la PANX1 en estado clivado, vale decir en alta conductancia, también se
observa la ionizacién de las paredes internas del poro. El cuello de botella formado
por M1, en contraste con C426, no se ve afectado por el paso de Ca?*. A quienes si
afecta es a los residuos E9, E14 y E19; como muestran las figuras 8B y 8D. También
se observa ionizacion por parte de Cl- con los residuos basicos que se encuentran
cargados positivamente como la Arginina y Lisina. Ejemplo de esto se muestra en la

figura 9B donde se observa a K36 enlazado idénicamente con Cl-.



Figura 9: Enlace idnico de entre atomos y residuos del poro. A: Enlace idnico entre atomos
de [Ca?*] y grupo carboxilo de residuos de E14 y E19. B: Enlace idnico entre un atomo de
[CI'] y el grupo amino de K36.

En cuanto las entradas/salidas del poro, caracterizados por los residuos W74 y E177,
en la figura 10 se observan los cambios de estos en el tiempo. Tanto en t=0[s], W74
y E177 estan intactos y ordenados; a diferencia de en los tiempos t=30[ns] y

t=500[ns], donde se nota una ligera deformacién de W74 a diferencia de E177.
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Figura 10: Deformacion de las entradas del poro extracelular (W74) e intracelular (E177).
Arriba: Movimientos en el anillo W74, el cual esta compuesto por una red estructurada, lo que
le permite mayor rigidez y estabilidad tanto en t=0[s], t=30[ns] y t=500[ns]. Abajo:
Movimientos en el anillo E177 mas flexibles.



Analisis Estaticos

Densidad de Volumen

Se realizé un analisis de densidad de volumétrica para las particulas de ClI, Ca?* y
H>0O presentes en el poro de la PANX1 en estado completo y clivado dentro del

volumen dado por el cilindro hrrr? siendo:
h = {-70[A] < z < 70[A]} (1)
nr? = ((x?) + (y?)) < 242 (2)

El analisis de densidad volumétrica entrega valores entre 0 y 1 y se define como la
probabilidad de encontrar una particula del grupo en cuestion, dentro del espacio
solicitado; basandose en el peso y radio de la particula. Se estima observando todas
las particulas presentes, en cada intervalo de tiempo y se promedia su presencia para
cada voxel (55). Para el desarrollo matematico completo de la formulacion de la

ecuaciéon que define este andlisis, se recomienda el trabajo de Cohen J., et al (53).

Para observar estas densidades de volumen, se emplea un isovalor minimo que
permite al visualizador mostrar toda densidad con probabilidad igual o mayor a este
isovalor. Esto facilita comparar entre zonas poco densas de focos con mayor
probabilidad de presentar una particula, ya sea de Ca?*, Cl- o H20. En el caso de las
graficas a continuacién se seleccioné un voxel de 1[A]® y un minimo isovalor de
0.0001, que representa al 0.01% de probabilidad de encontrar una particula del

grupo de interés.

En la figura 11, se observan coloreados en azul la presencia del ion Cl. En este caso
se observa la presencia de la particula a lo largo de todo el cilindro tanto en la PANX1

completa como en la clivada.

Para el ion Ca?*, coloreada en naranjo; en la PANX1 completa se observa un vacio
de densidad, es decir una ausencia de particulas, en el centro del poro sobre los
20[A] y sobre el eje O[A]. A su vez esta divisién estd marcada por una alta densidad
de particula justo en los limites de esta division. En la PANX1 clivada, por otro lado,
se observa la presencia del ion a lo largo de todo el poro con una alta densidad en el

centro, donde en la completa existia un vacio.

Para las moléculas de H20 en verdes, tanto en la PANX1 completa como clivada se

observa una alta densidad de particula.
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Figura 11: Probabilidad de densidad de particula para Cl-, Ca?* y H,O. Se observa la
presencia de las cargas a lo largo de todo el poro, salvo para el ion Ca?* en la PANX1
completa.



Analisis de Permeabilidad

Se hizo un conteo de eventos de permeabilidad, para el poro de la PANX1 en estado
completo y clivado. Para la PANX1 completa no hubo ningln evento de permeacion
o para Ca?* o para CI, si para H20. En cambio, para la PANX1 en estado clivado si se
registraron permeaciones tanto para Ca2?*, Cl- como para H20. A continuacion, se
muestra en la tabla 2 los eventos de permeacién y las corrientes registradas para

Ca?*, CI" y H20 en las PANX1 completa y clivada.

De acuerdo con trabajos previos que sugieren el paso de Ca?* a través del canal de
PANX1 cuando esta unido a otra PANX1 via "gap junction”. Se puede inferir que el
paso de Ca?* por el canal puede ser ascendente y descendente. Es por esto que se
considerd la suma total de permeaciones para el calculo del flujo de particulas. El
calculo de flujo de particulas estad en funcién de una ecuacidon de la recta entre el

tiempo y los eventos de permeacién ocurridos en este intervalo de tiempo:
f(x)=ax+b (3)
Por otro lado, el calculo de corriente I esta dado por la ecuacién:
[ =— (4)

En donde N es el nimero de eventos de permeacidn, g es el valor de la carga y tes
el tiempo transcurrido. Para efectos de flujo se consideré a gcomo un valor unitario
que representa a cada particula que permea el poro. Al extrapolar las ecuaciones (3)

y (4) se obtiene:
N=1It+b (5)

con b como el offset al inicio de cada conteo.

Ca2t Cl- H20

COM CLIV COM CLIV COM CLIV
Perm ascendentes 0 43 0 277 1742 65091
Perm descendentes 0 29 0 251 1632 64986
Total permeaciones 0 72 0 528 3374 130077
Total Particulas/[ns] 0.0 0.0803 0.0 0.5675 3.1109 131.3688
R2 1.0 0.9839 1.0 0.9770 0.9891 0.9961
b 0.0 -1.1366 0.0 17.1678 126.5601 3228.5951

Tabla 2: Conteos de permeaciones, y flujo de particulas promedio

En la figura 12 se muestran los eventos de permeacién y corrientes instantédneas para

los iones CI- en azules, Ca?* en rojos y H20 en verdes.




N° Eventos/[ns] Particulas/[ns]

0.04 004
002 002 T
=
=
0.00 0.00 =
[w]
Q
-0.02 -002 =
-0.04 -004
: T T T y v T T T T y
[} 200 400 600 800 1000 0 200 400 €00 800 1000

600

300

200 200

100 100

o g 8 8
= g B
AMDTXNV

g
g
g
g
B
g
g
]

200 400 600 800 1000
0.04 0.04
0.02 0.02 -
=
=
0.00 000 E
0
Q
~0.02 —0.02 =
=004 —0.04
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

= B 8 &8 & 85 8 3

- B B 8 8 858 8 3 B

\\
AMDTXNVd

c.
§4
g
g
g
8
g
g
g
o]
g |
]

200 400 600 800
3500 3500
3000 3000
2500 2500

=

2000 2000 =

>

=

1500 1500 0

(=]

1000 1000 =
500 500
0 0

200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
140000
-

120000 / -
100000 /’ 100000

T

B

80000 B0000 =

=

60000 50000 I~

[

40000 40000 <
20000 20000
0 0

0 200 400 500 800 1000 0 200 400 600 800 1000

Figura 12: Curvas de permeacion y corrientes instantaneas para Cl- (Azules), Ca?* (Rojos) y
H>O (Verdes).



DISCUSION

Modelos de PANX1

Los modelos creados coinciden con la forma que entrega la literatura, si bien existen
algunos residuos con valores atipicos, esto puede deberse a la baja resolucién del
cristal donde se obtuvieron los modelos. Sin embargo, para una proteina de este
tamafio el analisis de Ramachandran arroja valores de puntuacién Z menores |2],

significando que esta por dentro de los valores dptimos.

La cantidad elevada de soluto aplicado fue con la intencidon de visualizar de mejor
manera los eventos de permeacién y densidades dentro del poro. Sin embargo, estos
iones se encuentran en gradientes de concentraciéon que determinan la direccién de
su flujo. Para dirigir el flujo se aplicd un potencial eléctrico de -134mV, que no tuvo

efecto probablemente ante la alta concentracion de iones.

PANX1 Completa

De acuerdo con los resultados obtenidos se observd que en los anillos de C426 y
E414 de la PANX1 en estado completo, existe un bloqueo al paso de iones de Ca?*
debido a la afinidad que estos tienen con la carga negativa de los residuos que
componen el anillo. Esto se puede observar en las imagenes de las simulaciones,
donde se muestra la ausencia de Ca?* entre los anillos, imagenes que coinciden con
el mapa de densidades volumétricas que muestra el mismo vacio entre los 20[A] y
O[A] del eje Z, y una alta concentracién de iones rodeando este vacio;
especificamente donde se encuentran los anillos C426 y E414 desplazados por la

presion producida por el flujo de iones.

Caso contrario ocurre para los iones CI" los cuales si pueden traspasar estos anillos.
Si bien se observan en las imagenes de simulaciones y de densidad volumétrica, la
presencia del ion dentro del espacio entre los anillos, no se observan eventos de
permeacion a través del poro. Posiblemente esto puede deberse a que los iones
lograron atravesar un anillo, pero no los 2, atrayéndose a la zona compuesta por
anillos de K415, R418 y R420. Probablemente es necesario mas tiempo de

observacion para este proceso.



Para el caso de la molécula de H20 en el mapa de densidades se observa en su
maximo observable y en el analisis de permeabilidad se observa una gran cantidad

de permeaciones, tanto ascendentes como descendentes.

PANX1 Clivada

En el caso de la PANX1 en estado clivado, a diferencia del canal en estado completo,
se observa en que si existe un paso de Ca?* por el poro, de acuerdo con las imagenes
de simulacién, densidad volumétrica y andlisis de permeabilidad. Sin embargo,
también se observan uniones de Ca?* con los residuos con carga negativa que existen

en las paredes internas del poro.

Ademas, se muestra una diferencia en la cantidad de permeaciones entre el ion Ca%*
y el ion ClI. A pesar de que el solvente es de CaClz, lo que significa un ion Ca%* por
dos iones de ClI-, se observa que la cantidad de Cl- que permea al poro supera en mas
de 7 veces a la cantidad de Ca?*. Esto indica que el ion Ca?* no tiene un flujo tan
expedito.

Si se comparan los valores de permeaciones ascendentes y descendentes, en todos
se observa una diferencia a favor de las permeaciones que provienen desde -Z. Sin
embargo, esta diferencia es minima.

Para el caso de la molécula de H20, no existen limitaciones para su presencia dentro
del poro clivado, sus eventos de permeabilidad superaron en mas de 38 veces su
permeabilidad en la PANX1 completa.

CONCLUSIONES

e Es factible el paso del ion Ca?* a través del canal de PANX1 en estado clivado,
y este se puede dar por ambos sentidos, considerando el estado fisioldgico y
el gradiente de concentracidon del Ca?*.

e No es factible el paso del ion Ca?* a través del canal de PANX1 en estado
completo, debido al bloqueo ocurrido por los anillos de C426 y E414 en el
DCT.

e Las paredes internas del poro en la PANX1 estan compuestas por residuos con
carga negativa, los cuales se acoplan con iones de Ca?*.

e Los modelos y simulaciones generados en este trabajo entregaron valores
coincidentes con la literatura, y por lo tanto los resultados sirven como un
respaldo para apoyar experimentos in vitro o in vivo aplicados a la PANX1

dirigidos a evaluar el flujo idnico de Ca?* mediante otras técnicas.



e El paso de H20 por el canal de PANX1 no tiene restricciones en su flujo, lo que

puede sugerir cambios en la presiéon osmética de la célula.
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ANEXOS

PANX1 COMPLETA

General case Isoleucine and valine
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Figura 13: Plot de Ramachandran para la PANX1 completa. En rojo estan marcados los
residuos atipicos que se encuentran en la cara interna del poro. En naranjo se encuentran los
residuos atipicos que se encuentran en la entrada del poro.



Outliers PANX1 Completa

A27G Glycine ! -25.4.45.9 C313P Tranz-Pro ! -T7.1.-113.7 E313P Trans-Proil -72.6.-121.7
AS7G General { -66.3.13.6 C 35685 General ! -23.3.-171.6 E360G Glycine ! -24.4,-131.5
AS9S General 1 51.8,858.2 C360G Glycine { -22.8.-135.0 E421L General ! 54.1,166.1
ABYG General (122.0,-33.4 Cc421L General 1 55.3,165.0 F27G Glycine { -27.8,45.3
A9gs General { 45.6.-154.0 D27 G Glycine { -56.5,3.1 F57G General ! -67.3.14.7
Al70C General ! -54.7,38.5 D595S General 1 43.1.563.4 F5a5 General 1 43.9,55.2
Al173 P Trans-Pro ! -131.9,-173.5 DBIG General ! 16.4,-132.5 Faz A General /1 -43.3.-81.5
A178 A General ' 167.1.170.9 D95 G General { -32.5,144.9 F9a5 General ! 77.7.-107.2
A 249 L General ! -57.6,89.4 D100 A General { 48.6,87.3 FO985§ General { -173.4,16.1
A299p General | -66.5.-164.3 D101L Pre-Pro{21.1,133.7 Fl170C General ! -24.2.41.3
A 300 A General { -47.0,172.2 D170C General { -24.2,35.8 F173 P Tranz-Pro{ -108.3,-17.3
Azlzp Trans-Pro il -T7.0.-120.9 D173 P Tranz-Pro ! -138.4.-173.4 F178 A General { 167.7,172.1
A 360G Glycine { -23.8,-134.3 D178 A General ! 164.3,165.5 F249L General { -55.0,87.6
B270G Glycine ! -26.7,44.6 D249 L General 1 -59.8,91.5 F300 A General ! -43.4,173.2
B595S General 1 50,9,53.3 D299 P General ! -67.7,-165.3 F313 P Trans-Pro ! -77.1,-113.4
BR9G General { 124.5,-161.1 D300 A General ! -47.5,171.5 F3565 General ! -53.2,-172.9
BO0 G General ! -169.7,-129.5 D313 P Trarns—Pro! -77.3.-113.5 F3600G Glycire 1 -23.5,-131.4
B93s General | 164.5,-96.4 O 3565 General ! -53.2,-173.8 FA421L General | 53.2,165.1
Bil170C General ! -53.8,38.2 D 360G Glycine | -20.6,-136.4 G276 Glycine | -57.0,10.3
B173P Trans-Pra { -136.8,173.7 E27 3 Glycine ! -31.1,47.5 G57G General ! -63.5,13.5
B 249 L General ! -62.7,89.9 ES7 (3 Gereral ! -66.3,13.5 3595 Gereral ' 43.5,88.5
B299 p Gereral | -67.6,-164.3 ES9 S Gereral ! 515,87.3 G94L Gereral / -50.5,33.3
B 300 A Gerneral | -45.8.170.3 EB9 3 Gereral ! 114.6,145.1 G950G General { 4.5.115.2
B312L Pre-Pra!-51.8,-76.1 E9lL General ! -174.4 -126.3 G976 General { 418,831
B313P Transz-Pro{ -55.6,-100.3 Eg92 A General ! -163.8,-121.3 G101L Pre-Pra! 24.6,128.3
B 3565 General | -61.2,-171.5 E95G General ! -45.7,171.3 G170C General ! -53.0,35.1
B3a0G Glycine | -27.3,-123.1 E97 G General ! -175.5,-146.5 G173 F Tranz-Pra ! -133.5173.6
BA21L General ' 50.6,167.1 EQ&8 S General ! 56.4,144.3 G178 4 General 1142.3,175.0
C27G Glycine ! -26.6,45.0 E100 A Gereral 1 175.0,-45.3 G249 L General ! -53.1,32.8
C595 General /52.2,86.6 E170C General { -56.3.48.7 G 3004 General ! -5001,165.2
Cc170C General { -53.3.31.6 E173 P Tranz—Pra!-105.3,-16.6 G313 P Trans-Pro ! -T6.3,-113.6
C173 P Trans-Pro ! -118.4.-121.0 E178 A General {152.0,174.1 G 3565 General ! -53.6,-174.5
C178 A General ! -50.9,163.0 E 249 | General ! -60.3,31.0 G 360G Glyzine ! -21.4 -136.2
C249 L General ! -63.0,30.3 E299 P General ! -67.1.-166.5 GA21L Gereral { 57.1,164.0
C 300 A General ! -52.2171.5 E 300 A General { -47.5,173.2

Tabla 3: Listado de residuos atipicos en el andlisis de Ramachandran para la PANX1

completa.



PANX1 CLIVADA

General case Isoleucine and valine
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Figura 14: Plot de Ramachandran para la PANX1 clivada. En rojo estan marcados los residuos
atipicos que se encuentran en la cara interna del poro. En naranjo se encuentran los residuos
atipicos que se encuentran en la entrada del poro.



Outliers PANX1 Clivada

A 21 THR General ! -23.4,102.5 D 300 ARG General { -43.2,172.3
A 25 PHE General! 63.3,103.1 D313 PRO Trans-Pra ! -58.2,-100.3
A 39 5ER General{51.0,83.4 D 356 5ER General { -57.2,-175.7
A B9 GLN General {131.7.-103.0 D 360 GLY Glyzine | -20.7,-135.3
A 170 CYS General{ -1.3,117.1 ES7 GLU General 1 -65.9,14.3
A LTE ASN General { 32.7,172.3 E 59 5ER General {51.1,67.8
A 187 SER General {-53.5.-73.8 E 89 GLN Gereral | 112.2,145.1
ALBE GLU General { 43.4,103.4 E91LYS General{ 175.6,-139.3
A 249 LYS General{ -56.7,83.0 E97 GLU General { -170.8,-133.1
A 313 PRO | Trans-Pre!-77.7.-120.7 E 98 5ER General { 120.9,101.5
A 324 GLY Glycine | -158.9,-62.5 E 170 CYS General { 5.4,113.4
A 356 5ER General { -56.1,-164.1 E178 ASN General { 101.7,171.1
A 360 GLY Glycine ! -11.2,-136.3 E 249 Y5 General{ -58.9,30.9
B 57 GLU General ! -65.6,13.6 E 299 PHE General | -67.1,-165.7
B 39 S5ER General{51.2,83.9 E 300 ARG General { -47.5,172.1
B 89 GLN General {134.8,-166.3 E 313 PRO Tranz—Prod -73.5,-121.1
B 98 S5ER General! 35.3,153.1 E 356 5ER General { -57.8,-175.5
B 170 CYS General{ 0.3,122.5 E 360 GLY Glyzine { -21.2,-134.2
B 249 LYS General{ -53.9,83.3 F 21 THR General ! -15.2,37.8
B 313 PRO Tranz-Pro!-76.5,-121.8 F 59 5ER General{ 51.2,88.2
B 356 SER General {-53.4,-171.6 F92 ASN General { -35.1,153.4
B 360 GLY Glycine ! -3.7,-143.3 F 93 5ER General { 90.6,141.7
C 21 THR General{ -21.6,101.3 F 170 CY5S General ! -10.2,53.8
C37GLU General! -63.5,13.1 F 178 ASN General { -20.8,151.5
C 39 5ER General{51.9,86.5 F 249 Y5 General{ -62.0,55.2
C 90 GLN General { -173.7.-153.5 F 313 PRO Tranz—Prof -77.0,-120.7
C 95 GLN General ! -57.9,-123.2 F 356 5ER General | -62.5,-170.2
C97GLU General { -167.1,-133.1 F 360 GLY Glucine { -15.2,-13d.4
C170CYS General ! 4.5,122.1 G 59 5ER General ! 51.0.53.1
C 178 ASN General | 114.6,176.3 G 89 GLN General{ 30.2,-172.3
C 249 LYS General! -62.1,91.2 392 ASM General { 31.3.173.6
C 313 PRO Tranz-Pro! -77.8,-119.6 G 95 GLN General / -56.3,178.7
C 356 S5ER General ! -53.3,-175.8 3 98 SER General{ -43.3,-73.0
C 360 GLY Glycine 1 -3.3,-143.0 G 101 LEU Pre-Pro{ d7.2,116.4
D57 GLU General! -63.3,15.5 G 170 CYS General { 6.0,115.3
D 59 S5ER General!52.1,87.3 G 178 ASM General{ 39.2,177.8
D89 GLN General! 13.2,-131.1 G 249 LYS General{ -62.5,30.0
D95 GLN General! 17.8.115.3 3 299 PHE General { -64.9,-163.1
D100 ASM General! 33.2,32.5 G 300 ARG General { -50.6,175.1
D101 LEU Pre-Pro{-9.3,137.5 5313 PRO Trans-Pro ! -55.4,-33.7
D170 CYS General! 3.5,120.4 5 356 5ER General{ -57.9,-172.5
D178 ASN General {107.4,173.8 3 360 GLY Glucine { -26.1,-127.5
D 249 LYS General{ -55.2,83.7

Tabla 4: Listado de residuos atipicos en el andlisis de Ramachandran para la PANX1 clivada.




