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Resumo

Canais i6nicos (Cls) sdo proteinas transmembranicas capazes de regular o fluxo de ions, para
dentro e para fora das células, abrindo e fechando seus poros. Tal regulagdo se da em resposta a
diferentes estimulos, como ligacdo de moléculas, diferencas de potencial eletrostatico, estimulos
mecanicos, etc. Além disso, em geral, CIs sdo altamente seletivos a um ion. Assim, em fun¢ao do ion
transportado pelo canal, estes podem ser denominados canais de Na“, K*, Ca™ ou CI'. O funcionamento
de Cls esta relacionado a uma variedade de fung¢des biologicas essenciais como: contragdo muscular,
sinapses, geracdo ¢ transmissdo de impulsos nervosos, controle da pressdo osmdtica, secre¢ao
hormonal, percep¢ao do ambiente e consciéncia, entre outros. Portanto, essas proteinas tem sido alvo
de intensas investigacdes ao longo das ultimas décadas.

Diversas estruturas cristalograficas de canais i0nicos foram resolvidas nos ultimos anos.
Conjuntamente com avangos no poder computacional, tais estruturas possibilitam a investigagdo de Cls
com alta resolucdo, via simulagdes de dindmica molecular (DM). Em 2011 foi publicada a primeira
estrutura cristalografica de canal de Na": um CI bacteriano denominado NavAb (Payandeh et al., 2011).
Observa-se que o poro de Cls apresenta uma estrutura geral comum. Em contrapartida, a regido
responsavel pela discriminacdo dos ions, o chamado filtro de seletividade (FS), naturalmente mostra
diferencas consideraveis. Segundo pode ser observado na estrutura cristalografica, o FS de canais de
Na® ¢ relativamente curto e amplo, sendo portanto capaz de acomodar ions hidratados no seu interior.
Além disso, ¢ sugerido que ions dispdem de certa mobilidade no interior desse FS. Tal descri¢do difere
significativamente do ambiente constrito ¢ pouco hidratado observado no FS de canais de K". Frente a
isso, espera-se que os mecanismos de condugdo em canais de Na“ ¢ K* sejam diferentes.

Neste trabalho, calculos de energia livre (via metadindmica) e simulagdes de DM com aplicagdo
de potenciais eletrostaticos transmembranicos foram empregados na investigacdo do mecanismo de
condugdo de canais de Na', através do CI NavAb. Conjuntamente, ambas metodologias mostram que
os ions ligam-se essencialmente a trés sitios no interior do FS, chamados HFS, CEN e IN. Mostrou-se
também que o movimento de ions e dgua no interior do filtro é pouco restrito. Em decorréncia disso, ¢
permitida a ocupagdo concomitante de um tnico sitio do FS por mais de um ion, o que implica em um
mecanismo fundamentalmente distinto daquele observado em canais de K'. Outro resultado
interessante aponta para uma assimetria nos mecanismos de condu¢do de Na’' em condigdes de
hiperpolarizagdo ou equilibrio (AV<0) e de despolarizagdo (AV>0). O mecanismo de condugdo
predominante a AV < 0 envolve essencialmente a participacao de dois Na'. Em contrapartida, a AV > 0,

0 mecanismo conta com trés ions, sendo que a chegada do terceiro estimula a liberagdo de um dos ions



anteriormente presentes no canal. Perspectivas desse estudo impactam algumas das questdes mais
desafiantes da biofisica molecular atual, tais como: identificar os fatores determinantes da seletividade
ionica; compreender melhor a relagdo estrutura-fungdo de canais i0nicos eucariotos, particularmente

canais de Na“ ¢ Ca""; mecanismo de ac¢do de anestésicos ¢ aplicagdes nanobiotecnologicas.



Abstract

Ion channels (ICs) are transmembrane (TM) protein pores, capable of regulating the flow of
ions in and out of the cells by opening and closing the hydrated pathway they form. This can be done in
response to various stimuli, such as binding of ligands, voltage, mechanical stimuli, etc. Moreover,
most ICs are highly selective. Hence, according to the ion they selectively transport, ICs can be
denominated either Na*, K, Ca™ or CI channels. ICs functioning is essential to a variety of biological
functions, e.g.: muscular contraction, electric signaling in neurons, control of the osmotic pressure,
hormone secretion, consciousness, etc. Therefore have been the subject of intense research over the last
50 years.

Several IC crystal structures have been resolved over the last few years. Along with
improvements in computer processing power, such structures enable the investigation of ICs with
atomic resolution, by means of molecular dynamics (MD) simulations. In 2011 the first crystal
structure of a sodium channel (a bacterial channel named NavAb) was published (Payandeh et al.,
2011). While ICs display a pore with overall conserved structure, significant differences can be seen in
the so-called selectivity filter (SF): the pore region responsible for discriminating between different
ionic species. As of its crystal structure, the Na" channel SF is relatively short and wide, and thence can
fit hydrated cations. Besides, ions and water molecules are expected to have a certain degree of
mobility inside the SF. Such SF characteristics greatly differ from the narrow dehydrated environment
described for the K" channel SF. In this context, conduction mechanisms are also expected to be
significantly different in these channels.

Here, free energy calculations and MD simulations with an applied TM voltage were harnessed
to investigate the conduction mechanisms of Na" channels. Altogether, these methodologies indicate
that Na" ions can bind to three main sites within the SF, named HFS, CEN and IN. Because the
movement of ions and water is less restricted, a side-by-side configuration of ions is permitted. This
implies in a conduction mechanism fundamentally different from what is known for K" channels. What
is more, this study describes an asymmetry in the conduction mechanisms taking place under
hyperpolarizing/neutral (AV<0) and depolarizing (AV>0) conditions. Under AV<0, conduction
involves two Na’ ions bound to the filter. Contrastingly, under AV>0, 3 ions participate and the
approach of the third ion triggers the conduction. Perspectives of this study can impart some of the
most interesting questions in the molecular biophysics field, such as: identify the determinants of ion
selectivity; better understand the structure-function interplay in eukaryotic ICs, specially Na* and Ca™;

the molecular mechanism of anesthetics action and nanobiotechnological applications.
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I. Introducao



I.1 Conducao Ionica

Células, sejam elas eucariotas ou procariotas, sdo delimitadas por membranas. As
membranas definem uma barreira seletiva que regula o fluxo de moléculas através desse limite,
bem como coordenam séries de reagdes mais complexas, importantes ao funcionamento dos
organismos. Em fun¢do da sua natureza essencialmente hidrofobica, a membrana plasmatica
impoe uma consideravel barreira energética a travessia de macromoléculas ou mesmo pequenos
compostos polares ou carregados, como os ions. Em contrapartida, gases e pequenos compostos
hidrofobicos sdo capazes de atravessar livremente a membrana em um processo difusivo simples.
A evidéncia de que o transporte de algumas dessas substancias polares/carregadas ocorre de
forma extremamente rapida e seletiva sugeriu a existéncia de estruturas que auxiliam seu
transporte. Atualmente sabe-se que de fato existem estruturas embebidas nas membranas que
racionalizam o transporte de espécies carregadas através do dielétrico. Essas estruturas sdo
proteinas integrais de membrana (Alberts et al., 2002).

Tomemos como exemplo os ions, que sdo objetos de interesse desse trabalho. De forma
geral, em uma solucao aquosa em equilibrio, ions se difundem sem direcionalidade, uma vez que
estdo imersos em um meio isotropico. Quando inseridos em um meio especifico, como o
ambiente celular, em que dois banhos sdo separados por uma membrana seletiva, esse transporte
¢ governado por duas tendéncias: a diferenga de concentracdo da espécie iOnica nos ambientes
intra e extracelular; e a diferenca de carga liquida entre esses dois meios. As diferencas de
concentragdo geram um potencial quimico, enquanto as diferencas de carga, um potencial
elétrico. Assim, na auséncia de outras influéncias, o transporte dos ions ocorrera no sentido que
esgota esses potenciais e consequentemente minimiza a energia livre do sistema. Conjuntamente,
essas duas tendéncias geram o potencial eletroquimico, que pode ser macroscopicamente descrito
na forma:

C.
AG=RTIn-*+ZF AV [1]

e

onde R ¢ a constante dos gases, T a temperatura, C; e C. as concentragdes do ion no meio interno

e externo, respectivamente. Esses formam o potencial quimico. Ainda, Z ¢ a carga do ion; F a



constante de Faraday e AV , a diferenga de potencial transmembranico gerada pela distribui¢ao
desigual das cargas. Tais termos definem o potencial elétrico. O gradiente do potencial
eletroquimico define portanto a direcionalidade do transporte.

Conforme o tipo de transporte que as proteinas integrais de membrana mencionadas
realizam, este pode ser classificado nas seguintes categorias: transporte ativo ou difusdo
facilitada. No transporte ativo, proteinas geralmente denominadas transportadoras e bombas
(bomba de protons, bomba de Na* e K7, etc.) utilizam energia metabdlica na forma de ATP para
transportar substancias contra seu gradiente eletroquimico. Tal transporte € responsavel pela
producao e manutengdo de diferencas de concentracdo de solutos entre os meios intra e
extracelular, que geram o gradiente eletroquimico. Por exemplo, a bomba de Na“ e K" transporta
trés Na" intracelulares para fora da célula e dois K" extracelulares para dentro, em um processo
em que a hidrolise de ATP induz a fosforilagdo e uma consequente mudanca conformacional da
proteina. Assim, células eucaridticas geralmente apresentam meio extracelular rico em Na™ e com
menor concentra¢do de K, e meio intracelular com alta concentragdo de K* e baixa de Na".

Ja na difusdo facilitada, os ions sdo transportados através da membrana sem gasto
adicional de energia (i.e. transporte passivo), com auxilio de poros que delimitam um caminho de
permeacao hidrofilico, chamados canais i6nicos (abaixo). O transporte de ions no interior desses
canais i6nicos possui portanto uma direcionalidade, regida pelo gradiente eletroquimico gerado
pelas bombas.(Alberts et al., 2002) A concentragdo de ions livres em uma célula muscular de
mamifero em condi¢des fisioldgicas ¢ mostrada como exemplo da acdo dessas proteinas na

Tabela.1.

Tabela.1 Concentracdo de ions livres em célula muscular esquelética de mamifero. (Hille, 1992)

fon Concentracao extracelular (mM) Concentracao intracelular (mM)
Na* 145 12

K" 4 155
Ca*™ 1,5 10*

Cr 123 4,2




1.2 Canais Ionicos

O desenvolvimento das técnicas de eletrofisiologia na primeira metade do século XX
representou um grande avanco para a area de neurociéncias, permitindo uma melhor
compreensdo das propriedades elétricas de células excitaveis. Na série de artigos seminais de
Alan Hodgkin e Andrew Huxley (Hodgkin and Huxley, 1952a, 1952b, 1952¢, 1952d), ¢ descrito
pela primeira vez como o fluxo de ions através da membrana plasmatica gera o chamado
potencial de acdo — um sinal elétrico capaz de transmitir informacgdes, caracterizado pela
transiente despolarizagdo (elevacdo do potencial eletrostatico transmembranico) seguida pela
repolarizacdo (queda do potencial) da membrana celular. Somente a partir dos anos 1970, foi
demonstrado que esse fluxo seletivo de ions era realizado por proteinas transmembranicas,
atualmente chamadas de canais i6nicos (Cls) (Katz and Miledi, 1970). Desde entdo, diversos
esforcos t€m sido direcionados para caracterizagdes extensivas tanto das estruturas e das fungoes
de ClIs, quanto dos processos por eles mediados. Ainda que o estudo de canais i0nicos tenha tido
seu inicio com a investiga¢do de células excitaveis, atualmente ¢ reconhecido que esses canais
estdo presentes em virtualmente todas as células (Alberts et al., 2002).

Canais 16nicos (Cls) sdo proteinas integrais de membrana que formam poros hidratados
que conectam as faces intra e extracelular das células e permitem o transporte passivo de ions
através da membrana. Nao por acaso, o estudo desses canais ¢ particularmente relevante: o fluxo
de ions ¢ fundamental para diversas fungdes biologicas como determinacdo do potencial de
repouso das células, contragdo muscular, sinapses, gera¢do e transmissao de impulsos nervosos,
percepcdo e consciéncia, controle da pressdo osmotica, secrecdo hormonal, entre outros (Hille,
1992).

Os poros dos CI sao dotados de mecanismos moleculares capazes de abrir e fechar o
caminho de permeacdo, e portanto de controlar o fluxo de ions. A mudanga conformacional que
leva a abertura e ao fechamento, conhecida como gating, pode ser regulada por diferentes
estimulos. Além disso, em geral, CIs permitem a passagem de determinada espécie iOnica de
forma altamente seletiva. Com isso, canais i0nicos podem ser classificados segundo duas
caracteristicas biofisicas fundamentais: (i) o ion que ¢ seletivamente transportado através do seu

poro, sendo denominados essencialmente canais de sodio, potdssio, calcio ou cloro; (ii) o



estimulo que regula o processo de gating, podendo ser entdo dependentes de ligantes, de
estimulos mecanicos, de pH, de nucleotideos ciclicos, dependentes de voltagem, etc (Hille,
1992).

De acordo com o estimulo que regula o gating do canal, este pode apresentar estruturas
especializadas na percepcao do estimulo. Por exemplo, canais i6nicos dependentes de voltagem
apresentam um dominio transmembranico sensivel a voltagem acoplado a cada subunidade,
enquanto o canal de K™ dependente da ligagdo de Ca*" possui um dominio intracelular com sitios
de ligagao especificos. Como sera discutido logo adiante, cada uma dessas classes de canais,
apesar de poderem apresentar propriedades particulares, como condutancia e seletividade i6nica,
apresentam um poro de condug@o com estrutura geral comum, que racionaliza seu funcionamento

e o transporte quase difusivo de ions através da membrana plasmatica.

1.3 Arquitetura Geral de Canais ionicos

Em meados dos anos 1980, foi possivel comecar a elucidar a natureza molecular dos
canais i0nicos, em fun¢do dos grandes avangos alcancados em técnicas de biologia molecular,
clonagem e sequenciamento (Noda et al., 1984; Tempel et al., 1987). Tais técnicas permitiram a
determinagdo da estrutura primaria, bem como supor a estrutura geral adotada por varios desses
poros, via predicao de estrutura secundaria e comparagdo de sequéncias. Entretanto nenhum dado
estrutural com nivel de detalhamento atdmico havia sido revelado até entdo. Devido a dificuldade
em se cristalizar proteinas integrais de membrana, somente em 1998 o grupo do pesquisador
Roderick Mackinnon conseguiu resolver a estrutura molecular de um canal de K* bacteriano, o
KcsA (Doyle et al., 1998). A elucidacdo da estrutura tridimensional desse poro constituiu um
avanco significativo para o entendimento da relagdo estrutura-fungdo de ClIs e este ¢ considerado
um arquétipo de poro de conducdo em geral, em fungdo da similaridade de sequéncias desse
segmento em diferentes canais (Doyle et al., 1998). Ademais, desde a sua cristalizagdo, estruturas
cristalograficas de diversos outros canais 10nicos seletivos a potassio e sodio foram resolvidas.
(Brohawn et al., 2012; Jiang et al., 2002, 2003; Kuo et al., 2003; Long et al., 2005, 2007;
McCusker et al., 2012; Miller and Long, 2012; Payandeh et al., 2011, 2012; Shaya et al., 2013;



Zhang et al., 2012). Uma relag¢do dos Cls com estruturas conhecidas ¢ mostrada na Tabela.2.

Tabela.2 Estruturas cristalograficas conhecidas de canais i0nicos.

Nome (organismo de origem) Poro Rs:;)sl;giil(g;io Referéncia
KcsA (Streptomyces lividans) Fechado 3,2 Doyle et al., 1998
MthK (Methanobacierium Aberto 33 Jiang et al., 2002
thermoautotrophicum)
KvAP (4eropyrum pernix) Aberto 3,2 Jiang et al., 2003
K el (Burkho? deria Fechado 3,65 Kuo et al., 2003
2 pseudomalleri)
g Kv1.2 (Humano) Aberto 2,9 Long et al., 2005
i.j Kv1.2/Kv2.1 quimera (Humano) Aberto 2,4 Long et al., 2007
§ TRAAK (Humano) Aberto 3,8 Brohawn et al., 2012
= TWIK1 (Humano) Aberto 3,4 Miller and Long, 2012
NavAb (Archobacter butzleri) Fechado 2,7¢e3,2 Payandeh et al., 2011, 2012
Na* NavRh (Rickettsiales sp.) Fechado 3,0 Zhang et al., 2012
NavMs (Magnetococcus sp.) Aberto 4,2 McCusker et al., 2012
NavAelp (Alkalilimnicola ehrlichei) | Fechado 4,0 Shaya et al., 2013

Assim, tais experimentos e estruturas cristalograficas puderam conjuntamente demonstrar
que canais i6nicos sao formados por subunidades, homoélogas ou ndo, (ou repeticdes em uma
unica cadeia peptidica) que se arranjam de maneira a delimitar um poro. Cada subunidade (ou
repeti¢do) ¢ composta por duas alfa-hélices transmembranicas, denominadas aqui SI (segmento
interno) e SE (segmento externo). Conectando os segmentos SI e SE, encontra-se a hélice do
poro ¢ um loop, chamado P-loop em referéncia ao poro. Este contém um motivo altamente
conservado, responsavel pela seletividade i6nica do canal — o filtro de seletividade (FS). Abaixo
do filtro de seletividade encontra-se a cavidade central, uma regido do poro bem mais ampla,
delineada por residuos de aminoacido essencialmente apolares (Armstrong, 1969; Doyle et al.,
1998). Na face mais intracelular da cavidade central encontra-se o chamado gafe hidrofdbico,
uma regido do poro composta por residuos hidrofobicos, cuja constrigdo define os estados aberto

e fechado do canal, e regula a condugao ionica. Como demonstrado em uma variedade de estudos



(abaixo), esses dois arranjos moleculares (filtro de seletividade e gate hidrofobico) constituem

pecas fundamentais a maquinaria de funcionamento de Cls, cuja estrutura geral ¢ ilustrada na

Figura. 1.

A

extra

membrana

intra

NavAb

lateral inferior

Figura. 1: Estrutura de canais ionicos. A: Topologia de um dominio de canal ionico. O arranjo
tetrameérico de segmentos externo (SE) e interno (SI) formam o poro de condugdo. P é a hélice
do poro e SF o filtro de seletividade; GH ¢ o gate hidrofobico; C e N indicam as extremidades C

e N-terminal da cadeia peptidica, respectivamente. B: llustra¢do do arranjo tridimensional de



duas das quatro subunidades. Superficie em azul indica o caminho de permeagdo hidratado
quando o poro estd aberto. O filtro de seletividade apresenta oxigénios (provenientes de grupos
carboxila ou carbonila, segundo o canal) que estabilizam os cations (esferas amarelas) que
atravessam esse poro. C: estrutura cristalogrdfica do poro de dois canais ionicos, um seletivo a
K* (Kvl.2) e outro seletivo a Na* (NavAb), ilustrando a semelhanc¢a do arranjo estrutural em

diferentes canais.

A existéncia de um gate hidrofébico ja foi comprovada para uma variedade de canais
seletivos a diferentes espécies i0nicas (e.g.: Barber et al., 2012; Treptow and Klein, 2010; Nury
et al., 2010; Sotomayor and Schulten, 2004; Payandeh et al., 2012). Assim, ao contrario do FS,
que apresenta particularidades segundo o canal analisado, o gate parece ser um trago comum aos
ClIs em geral, tanto estrutural quanto funcionalmente.

O conjunto de residuos hidrofébicos que constituem o gate, equipa os canais i6nicos com
um mecanismo intrinseco de controle de condugdao. Em simulagdes de DM extremamente longas
com o canal de K" Kv1.2, foi demonstrado que na presenca do estimulo que ativa o canal, o gate
hidrofobico transita entre conformacoes abertas e fechadas, em fun¢do da hidratacdo/desidratacao
transiente do poro (Jensen et al., 2010). Uma observacao que estd em consonancia com a abertura
estocastica de canais evidenciada por experimentos de eletrofisiologia (patch-clamp) (Hamill et
al., 1981). Em contrapartida, na auséncia desse estimulo, o gafe se mantém essencialmente
fechado. A investigacdo acima corrobora diversos estudos anteriores que demonstram ainda que a
constricdo da regido do gate (caracteristica da conformacgao “fechada”) desidrata o caminho de
permeacao e impoe uma pena energética muito grande a condugao i6nica (Beckstein et al., 2004;
Hénin and Chipot, 2004; Treptow and Tarek, 2006a). Figura. 2

Em oposicdo, quando aberto, o caminho de permeagdo permite a passagem de ions a altas
taxas. Como aferido por experimentos de eletrofisiologia, esse passagem é da ordem de 10°
ions.s™ para canais de K" ¢ de Na’, condizente com um transporte quase difusivo dos ions
(LeMasurier et al., 2001). Essas altas taxas de condugdo sdo possibilitadas pela hidratacao do
caminho de permeacdo quando da abertura do canal e pela consequente agdo estabilizadora das

moléculas de 4gua nos ions sendo translocados. Adicionalmente, o fato de o poro conter residuos



hidrofébicos previne que ions interajam de forma excessivamente favoravel com o caminho de

permeacdo e ndo sejam conduzidos.

Fechado

Figura. 2: Abertura e fechamento do poro.O mecanismo que controla a passagem de ions pelo

canal age pela constri¢do do gate hidrofobico (localizado no segmento interno) e consequente
desidratagdo do caminho de permeacdo. Aqui, FS é o filtro de seletividade; GH é o gate
hidrofobico. Moléculas de agua (branco e vermelho) e ions (verde) sdo mostrados no interior do
poro. Observe a completa desidrata¢do do caminho de permeag¢do na conformagdo fechada

(direita), descontinuando a passagem de ions.

Claramente, para viabilizar a passagem de ions de um lado a outro da membrana, o canal
deve estar apto a conduzir esses ions. Funcionalmente, sdo definidos trés estados para canais
10nicos: aberto, fechado e inativado. Enquanto o estado aberto corresponde a um canal capaz de
conduzir ions, os demais estados fechado e inativado ndo o sdo. No estado fechado, a permeacao
ionica ¢ impedida pelo fechamento do gate hidrofobico, como mencionado acima. Ja no estado
inativado, mesmo com o gate aberto, ¢ proposto que mudangas conformacionais induzidas apos
longos periodos de despolarizagdo ocorram em outras regides do canal, inibindo a condugdo
(Cordero-Morales et al., 2006; Domene et al., 2008; Imai et al., 2010). A situacdo em que tais

mudangas ocorrem no filtro de seletividade ¢ referida como mecanismo de inativagdo tipo C (C-
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type inactivation).

Em 2011, a primeira estrutura cristalografica de um canal de sodio, o canal dependente de
voltagem procariotico NavAb (do organismo Arcobacter butzleri), foi resolvida com resolucao
de 2.7 A (Payandeh et al., 2011). NavAb é um canal i6nico dependente de voltagem (CIDV) e
como tal apresenta um dominio especializado, sensivel a pequenas mudancas no potencial
elétrico da membrana plasmatica — o dominio sensor de voltagem (DSV). Os DSVs regulam o
mecanismo de abertura e fechamento do gate em CIDVs conforme potenciais hiperpolarizados
ou despolarizados induzem a ativagao ou desativacao desses dominios. Como esperado, mesmo
se tratando de um canal dependente de voltagem, caracteristicas conservadas entre Cls sao
evidentes no dominio do poro desse canal. (Figura. 1, C) NavAb ¢ formado por homotetrameros,
onde cada subunidade ¢ composta por duas alfa-hélices transmembranicas (SI e SE); possui uma
regido mais constrita na face extracelular, correspondente ao filtro de seletividade; bem como
também apresenta no caminho de permeacdo uma regido mais intracelular equivalente ao gate
hidrofébico (Payandeh et al., 2012).

Nesse contexto, e considerando os aspectos que determinam o estado condutivo de um
canal i6nico, ¢ interessante mencionar que o canal NavAb foi cristalizado em uma conformagado
ndo condutiva, com o poro central fechado e dominios sensores de voltagem aparentemente
ativados. Tal conformagao, interpretada como representativa de um estado intermediario na rota
de ativagdo do canal, impde nitidas limitacdes a investigacdo dos mecanismos de conducdo
10nica.

Um estudo recente realizado por Amaral e colaboradores (Amaral et al., 2012) mostrou
que, na conformacdo em que os DSVs foram cristalizados, a conformagdo DSV ativado-poro
aberto de NavAb ndo ¢ estabilizada. Quando equilibrado em uma membrana hidratada, o poro
fecha, indicando que os DSV ndo estdo completamente ativados. De fato, uma comparagdao com
o canal de potassio Kv1.2, cuja estrutura ativada-aberta j4 ¢ bem caracterizada (Jensen et al.,
2012; Long et al., 2005; Treptow and Tarek, 2006b), mostra que o DSV do NavAb se encontra
parcialmente ativado (Amaral et al., 2012). Assim, baseando-se em estudos prévios relacionados
a investigagdo dos estados funcionais (ativado-aberto e desativado-fechado) do canal de K"
Kvl.2 (Delemotte et al., 2011), essa pesquisa foi capaz de modelar a conformagao

completamente ativada-aberta de NavAb inserido em uma membrana fosfolipidica hidratada.
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Notavelmente, o poro dessa estrutura na conformagdo aberta ¢ estdvel nas escalas de tempo
amostradas (~40 ns). De posse dessa estrutura, e em um contexto de crescente desenvolvimento
de técnicas e poder computacional, torna-se possivel investigar em detalhes os mecanismos de

transporte i0nico através de toda a extensao do canal de sodio.

1.4 Canais de Potassio

A discussdo acima evidencia que a estrutura geral dos poros de ClIs ¢ notadamente
semelhante, divergindo significativamente apenas na regido do filtro de seletividade. Isto posto,
dado o papel do FS na fun¢dao desempenhada por Cls, € pertinente analisa-lo em mais detalhes.

Canais de potassio sdo os mais bem estudados entre os membros da familia de canais
i0nicos, de forma que grande parte dos avancos metodoldgicos tanto em areas experimentais,
quanto na biofisica computacional foram desenvolvidos nesse modelo estrutural. Essa predile¢ao
pode ser atribuida, ao menos parcialmente, ao fato de canais de K* terem sido os primeiros a
terem estruturas cristalograficas de alta resolucdo determinadas. Ainda como consequéncia, as
principais caracterizagdes de canais idnicos foram inicialmente realizadas em canais de K*, que
sdo portanto importantes referéncias no estudo dos demais canais.

Como indicado primeiramente pela estrutura do KcsA e em seguida confirmado pelas
demais estruturas de canais de potassio (inclusive o canal i6nico dependente de voltagem de
mamifero Kv1.2) (Brohawn et al., 2012; Jiang et al., 2002, 2003; Kuo et al., 2003; Long et al.,
2005; Miller and Long, 2012) o filtro de seletividade altamente conservado entre canais seletivos
a K" é composto por quatro segmentos, um de cada subunidade. Cada um desses segmentos
contém a sequéncia consenso de residuos de aminoacido TVGYG (Heginbotham et al., 1994), e
juntos formam uma regido constrita de aproximadamente 12 A de comprimento.

A quantidade de informagdes que podem ser extraidas unicamente das estruturas
cristalograficas no entanto ¢ limitada a dados estaticos em um meio distinto ao natural, de forma
que informagdes dinadmicas a respeito de mudangas conformacionais € mecanismos devem ser
avaliados por outros métodos. Assim, providos dessas estruturas, diversos grupos passaram a

empregar além das técnicas experimentais, métodos computacionais, em particular a dindmica
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molecular (DM), a fim de caracterizar os detalhes atomisticos da estrutura e dindmica desses
canais. Segundo tais investiga¢des, portanto, o filtro de seletividade de canais de K™ ¢ estreito e
rigido o suficiente para impor que ions K* sejam quase completamente desidratados ao entrar,
mantendo apenas uma das moléculas de agua de sua camada de hidratacdo. O custo energético
relativo a retirada da camada de solvatagdo do cation € contrabalanceado pelo FS, onde os ions
sdo coordenados (na geometria octaédrica preferencial) pelos grupamentos carbonila da cadeia
principal dos residuos do FS, todas direcionadas para o limen do caminho de permeacao. Nesse
arranjo foram identificados quatro sitios de ligagdo, denominados S1 a S4 (Guidoni et al., 2000;
Morais-Cabral et al., 2001). Figura. 3

No contexto da conducdo idnica, € proposto que os sitios de ligagdo acomodem
alternadamente moléculas de agua e ions K, em uma unica fila alinhada ao eixo de simetria do
filtro (Berneche and Roux, 2000; Khalili-Araghi et al., 2006; Zhou and MacKinnon, 2004).
Apesar de a condugdo em canais de K* ser um processo com altos valores de condutincia
associados, na maioria dos estudos, a amostragem completa do processo ainda ¢ limitada pelas
escalas de tempo presentemente alcancadas por simulagdes computacionais. Dessa forma,
simulagcdes de DM associadas a metodologias para se melhorar a amostragem do espago de fase
também foram empregadas (Aqvist and Luzhkov, 2000; Bernéche and Roux, 2001; Treptow and
Tarek, 2006¢). Segundo esses estudos, o mecanismo preferencial levando a condugdo de K™ ¢
aquele no qual o filtro alterna entre duas configuragdes com pelo menos dois ions ligados ao FS:
S2 -S4, e S1 — S3, com moléculas de agua nos sitios ndo ocupados pelos ions. A chegada de um
ion externo ao FS catalisa a alternancia entre tais configuragdes em um movimento coordenado
entre ions e dgua, bem como a conducdo em si, com a saida de um dos ions para o meio
extracelular. Esse mecanismo de condug¢do ¢ conhecido como knock-on, uma vez que um terceiro
ion ¢ requerido para incitar a liberagdo de um dos ions ligados ao FS (Figura. 3). Mais
recentemente, simulacdes considerando potenciais eletrostaticos transmembranicos reiteram o
mecanismo preferencial de condugdo observado em canais de potéssio, knock-on (Jensen et al.,

2010; Khalili-Araghi et al., 2006).
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Mecanismo de conducao knock on

Figura. 3: Mecanismo de condu¢do preferencial em canais de K'. A: Filtro de seletividade de
canais de K™ com a sequéncia conservada TVGY. Os oxigénios dos grupos carbonila da cadeia
principal definem sitios de ligacdo aos fons. B: Mecanismo de conducdo knock-on. fons K se
ligam preferencialmente aos sitios S2 e S4 ou S1 e 83, com moléculas de agua alternadas. A

chegada de um terceiro K" estimula a condugdo de um dos ions inicialmente no filtro.

O FS tem a impressionante capacidade de distinguir entre espécies iOnicas extremamente
semelhantes, sem no entanto limitar o transporte rapido e difusivo do ion adequado. Por exemplo,
o canal de K" dependente de voltagem de mamiferos, Kv1.2, seleciona ions K" com taxa K":Na"
da ordem de até 10000:1 (LeMasurier et al., 2001; Neyton and Miller, 1988; Nimigean and
Miller, 2002), conquanto ambos ions sdo citions monovalentes e s6 diferem em 0,38 A no raio
atdmico — 1,33 A para K* contra 0,95 A para Na'. Uma variedade de hipoteses sdo propostas para
a selecdo de ions K. Segundo tais hipoteses, a seletividade pode ser alcangada em fungdo da
natureza quimica dos ligantes compondo o FS,(Noskov et al., 2004; Roux et al., 2011) da
geometria e nimero de coordenagdo proporcionada ao ion no interior do FS(Bostick and Brooks,
2007) ou pelas caracteristicas cinéticas da conducao de diferentes ions(Thompson et al., 2009).
Além disso, a energia necessaria para desidratar ions K" é menor do que a requerida para
desidratar ions Na". Considerando as caracteristicas do FS de canais de K", um ambiente estreito
e que requer a desidratacao do ion na entrada, este fator contribui também para a alta seletividade
dos canais de K'. E interessante ressaltar ainda que, apesar de a sequéncia do FS ser
extremamente conservada entre canais seletivos a K, estes apresentam uma variedade de taxas
de permeacdo. Isso sugere portanto que outros fatores contribuem para o mecanismo de

seletividade i0nica e ajustam mais finamente as taxas de conducdo e seletividade. De fato,
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demonstrou-se que o ambiente imediatamente proximo ao filtro de seletividade tem influéncia
significativa tanto na estabilidade do filtro em sua conformacdo condutiva, quanto no perfil de
energia-livre associado a permeagdo de ions K'.(Cordero-Morales et al., 2007; Treptow and
Tarek, 2006¢) Por exemplo, dentre outras diferengas, enquanto o canal de K™ KcsA apresenta o
residuo acido glutdmico na posi¢ao 71 (espacialmente localizado atras do FS, interagindo com as
cadeias laterais dos residuos do filtro), o canal Kv1.2 apresenta uma valina. Uma mutacdo
pontual substituindo o Glu pela Val no Kv1.2 torna o perfil de energia livre associado a condugao

de ions K" muito semelhante aquele do canal KcsA. (Treptow and Tarek, 2006c).

1.5 Canais de Soédio

A luz do que foi desenvolvido para canais de K, diversas frentes de pesquisa buscam
estender os conhecimentos relativos a estrutura e mecanismos de funcionamento para demais
CIs. No entanto, por um longo periodo esse avango foi refreado pela auséncia de informagdes
estruturais atomisticas, em vista da ainda desafiante tarefa de se cristalizar proteinas integrais de
membrana.

Estudos anteriores empregando toxinas especificas que se ligam na entrada extracelular
de canais de sédio, bem como estudos de mutagénese foram capazes de identificar residuos, do
poro de condugdo de canais de sodio de rato, envolvidos na seletividade i6nica (Heinemann et
al., 1992; Noda et al., 1989; Terlau et al., 1991). Entretanto, a compreensao da forma como esses
residuos se arranjam no espago tridimensional s6 foi possivel recentemente, com a resolu¢do em
2011 da estrutura cristalografica do canal de Na" NavAb. Seguido de um curto intervalo, a
estrutura tridimensional de outros canais de sddio, também bacterianos, foram publicadas (cf.
Tabela.1): NavRh (Zhang et al., 2012) do organismo Rickettsiales sp.; NavMs (McCusker et al.,
2012), de Magnetococcus sp. e NavAb em duas conformagdes potencialmente inativadas
(Payandeh et al., 2012). Com esse evento, uma ampla gama de oportunidades foram criadas no
sentido de se conhecer mais a respeito desse e demais Cls relacionados.

O filtro de seletividade como apresentado nas estruturas cristalograficas desses canais de

Na’ tem comprimento e raio de aproximadamente 10 A e 4,6 A, respectivamente, sendo portanto
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mais curto e largo o suficiente para comportar ions Na" hidratados em seu interior (Figura. 4).
Mesmo na parte mais constrita do filtro, o anel de glutamatos, este seria capaz de acomodar um
ion s6dio com duas moléculas de agua no mesmo plano (Payandeh et al., 2011). Corroborando
essa ideia, um estudo recente de dinamica molecular aponta que a camada de coordenagdo de um
ion por moléculas de agua no FS de NavAb ¢ semelhante aquela de ions completamente
solubilizados e que estes ions dispdem de relativa mobilidade no interior do FS (Carnevale et al.,
2011). Ainda nesse estudo, foi demonstrado que o fluxo de moléculas de agua nao ¢ acoplado ao
transporte de ions, o que reitera a expectativa de que os mecanismos de conducdo em canais de
Na’ e K' sejam fundamentalmente diferentes.

O filtro de seletividade dos canais NavAb e NavMs apresenta a sequéncia conservada
TLES, Thr'”, Leu'’®, Glu'” e Ser'™, e Thr'', Leu”, Glu® e Ser™ para NavAb e NavMs,
respectivamente. A partir da estrutura cristalografica do NavAb, hipotetizou-se a existéncia de
trés sitios de ligagdo aos ions sodio: sitio HFS (high field strength) formado pelos grupos
carboxila da cadeia lateral do Glu'”’ e do grupo carbonila da Ser'”®; sitio CEN (central) e sitio IN

(interno) compostos pelos grupos carbonila da Leu'” e Thr'”, respectivamente (Payandeh et al.,
2011).

Canal de Nat
Canal de Kt

canal de K* canal de Na*
Figura. 4: Detalhe dos filtros de seletividade de canais de K (esquerda) e Na* (centro) e

sobreposicdo das estruturas cristalograficas dos FSs (direita, adaptado de Payandeh et al.,
2011). Aqui, evidencia-se as principais diferencas entre os FSs. O FS do canal de Na* é
visivelmente mais curto e amplo que o FS do canal de K*. No FS de canais de Na', os ions Na*

(esferas amarelas) apresentam maior hidratagdo, ions e moléculas de agua ndo estdo restritas
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a uma conformac¢do alinhada. Ainda, observa-se que ions Na' podem ser coordenados por
oxigénios provenientes da cadeia lateral dos residuos do filtro. A sequéncia de amindcidos

caracteristica de cada filtro de seletividade é mostrada ao lado da estrutura.

A resolucdo de tais estruturas de canais de Na® possibilitou pela primeira vez uma
comparagao direta entre as estruturas tridimensionais de canais de K* e Na’, particularmente na
regido do filtro de seletividade. Nesse sentido, diferengas fundamentais entre esses filtros de
seletividade sdo evidentes (Figura. 4). Canais de K™ possuem um FS mais estreito e longo, onde
ions sdo quase completamente desidratados ao entrar; os oxigénios que coordenam os ions no
interior do filtro sdo provenientes exclusivamente dos grupos carbonila da cadeia principal dos
residuos do filtro; bem como ions e dgua estdo preferencialmente alinhados ao eixo de simetria
do canal. De forma muito contrastante, canais de Na' comportam ions hidratados, nao
necessariamente alinhados ao eixo de simetria em fun¢do de seu FS ser mais amplo; além disso,
ions podem ser coordenados por oxigénios da cadeia principal ou da cadeia lateral dos
aminoacidos, em diferentes regides do filtro. Naturalmente, ¢ esperado que essas diferencas
repercutam de forma significativa nos mecanismos de condugdo e seletividade desses canais e
portanto instigam questdes relevantes a respeito dos possiveis mecanismos levando a condugao

em canais de Na".
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I1. Objetivos

II.1 Objetivo Geral
Caracterizar o mecanismo de conducdo em canais de Na" utilizando como modelo estrutural o
canal NavAb via simulagdes de Dinamica Molecular e calculos de energia livre.

I1.2 Objetivos Especificos

1. Calcular a superficie de energia livre relativa a permeagdo de ions Na" pelo canal NavAb

al0mV;

2. Amostrar eventos de conducdo via simulagdes sob a influéncia de potenciais

eletrostaticos transmembranicos hiperpolarizados ( AV <0 ) e despolarizados (AV>0);

3. Definir os sitios e afinidades de ligagdo a Na" no filtro de seletividade (FS) de NavAb, no

equilibrio (AV =0 e sob a influéncia de potenciais eletrostaticos transmembranicos.
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I11. Teoria e Métodos
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O objetivo do presente capitulo consiste em equipar o leitor com as ideias e conceitos
essenciais a compreensdo das ferramentas utilizadas na realizagdo desse trabalho. Conquanto
metodologias mais recentes serdo discutidas com um pouco mais de detalhes, em absoluto esta
secdo se propde a ser uma exposi¢do minuciosa do desenvolvimento dos métodos e algoritmos.
M¢étodos e teorias bem estabelecidas como simulagdes de dindmica molecular e seus detalhes
técnicos, amostragens estatisticas dos sistemas simulados, etc, ja foram cuidadosamente
compiladas e podem ser consideradas em maiores detalhes em diversas referéncias, como (Allen
and Tildesley, 1989) ou (Frenkel and Smit, 2002). Além disso, as referéncias pertinentes também

sdo indicadas no texto.

I11.1 Simulacdes de DinAmica Molecular (DM)

A dindmica molecular (DM) ¢ uma metodologia computacional cujo principio consiste na
produgdo de trajetorias para um nimero finito de particulas por meio da integragdo numérica das
equagdes classicas de movimento. Seu objetivo final ¢ o calculo de propriedades dinamicas
médias de um dado sistema microscopico. Assim, para um sistema ergddico (como € assumido
para a maioria dos sistemas simulados em DM), a média termodindmica da propriedade de

interesse € calculada na forma de uma média temporal segundo o esquema:

lim A, = (A),[2]

t>0

onde A ¢ qualquer propriedade; A, e (A) sdao médias temporais e termodinamicas,
respectivamente.

Além do computo de grandezas medidas experimentalmente (e.g. temperatura, pressao,
calor especifico, etc.), avangos significativos na acuracia das descri¢des dos sistemas, bem como
no poder computacional concederam as simulagdes de DM um importante papel como
experimento computacional, capaz de predizer o comportamento de sistemas moleculares de

interesse. Mais do que isso, métodos tedricos computacionais, como a DM, sdo capazes de
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fornecer informagdes dinamicas a nivel molecular atdmico presentemente inalcangaveis via
técnicas experimentais, seja pelo poder de resolucdo, seja porque as condigdes experimentais sao
de dificil controle (Frenkel and Smit, 2002).

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

diedrais; e (i) interagdes nao ligadas: energias de van der Waals e eletrostatica. (cf. Equacao [3])

Ulr)= Z kr(r—ro)2+ Z ke(6—60]2+z Z%[Hcos[ncp—yﬂ

ligagdo angulo diedro n .
R el s 3]
+ Z e || =2 —o| =2 |+ Z Lty
— y 7. ~ Amx€Er.
i<j ij ij i<j ij
(i, j)>1-4 (i, j)>1-4

Aqui, respectivamente, k., e k, sdo constantes de forca de ligacdo e angular; r, e 0, sdo

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

€ € correspondem aos

r M r . r . 14 . *
fase; € ¢ a constante dielétrica; ¢, € a carga parcial do atomo i; R; i

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

Em geral, os sistemas simulados em DM tém nimero de atomos da ordem de 10*
Portanto, por se tratar de um sistema de tamanho limitado, ¢ esperado que efeitos de borda

tenham influéncia significativa em seu comportamento. A fim de minimizar tais efeitos nos
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limites do sistema, condi¢des periodicas de contorno (PBC, do inglés periodic boundary
conditions) sao comumente aplicadas. Brevemente, nesse esquema, o sistema completo de
interesse ¢ compartimentalizado em uma célula unitaria minima e réplicas dessa caixa minima
circundam a célula original em todas as diregdes (£x, +y, £z). Cada particula que atravessa os
limites de uma célula ¢ representada por uma particula que se reinsere na célula pelo limite
oposto. Porque todas as réplicas sdo idénticas, s6 precisam ser representadas uma unica vez no
codigo de dinamica.

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

No programa, a integragdo do movimento das particulas ¢ realizada com o chamado
algoritmo de Verlet (Verlet, 1967). Com esse algoritmo, definidas as posi¢des e velocidades em
um dado instante, r(t) e v(t), as posigdes no instante seguinte t+5t sio derivadas da

expansdo de Taylor das posi¢oes da particula em t+ 0t e t—0t, de forma que:

r(t+ot)=2r(¢)—r(t—ot)+ F;r(lt)

1

ot + 0(ot?). [4]

Igualmente, utilizando essa expansao pode-se calcular as velocidades, requeridas para o céalculo

da energia total do sistema:

_ri(t+8t)—r(t—5¢t) .\

vilt)= T O(ot) . [5]

A despeito do consideravel aumento do tempo computacional, um passo de integragao (

dt) infinitesimal, da ordem de 2 femtosegundos (107" s), é requerido para assegurar a
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conservagao de energia do sistema (Frenkel and Smit, 2002).

Por padrdao, simulagcdes de dindmica molecular geram trajetérias em uma amostra
microcandnica i.e., com numero de particulas, volume e energia total constantes (NVE).
Entretanto, ¢ interessante realizar simulagcdes em condigdes mais proximas as experimentais,
como isotérmicas (NVT, amostra canOnica) ou isotérmicas e isobaricas (NPT). Para tanto,
modificac¢des no algoritmo utilizado sdo necessdrias, e diversos esquemas estdo disponiveis.

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

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

p;
mw

[6]

V,=wWr,=

onde p. e m; sdo o momento e a massa da particula i . Os termos cinético K, e potencial U,

associados a w podem ser considerados o termostato do sistema e sdo escritos como:

U,=kgT(f+1)Inw [7]e

K,=5 QW [3]

tal que k, € a constante de Boltzmann e T a temperatura; Q ¢ um parametro relacionado a

inercia termal e regula a flutua¢do da temperatura ¢ [ ¢é o nimero de graus de liberdade do
sistema. Essa abordagem ¢ também conhecida como Lagrangiano estendido.

O mesmo formalismo do Lagrangiano estendido pode também ser empregado para se
manter a pressdo constante. O acoplamento a uma varidvel externa V, dessa vez representando
um pistdo que age no sistema e altera o volume da caixa de simulacdo, mantém a pressao
constante (Andersen, 1980). Uma combinag¢do dessas duas abordagens possibilita simular

sistemas NPT.
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I11.2 Célculo das Superficies de Energia Livre

Como mencionado em III.1 simulagdes de dindmica molecular sdo empregadas com o
intuito de se calcular propriedades termodindmicas de equilibrio do sistema analisado. Uma
propriedade particularmente interessante no estudo de processos bioldgicos € a energia livre.
Assim, a energia livre A(s) de um sistema, descrita em termos de uma coordenada de reagdo s,

pode ser dada por:
A(s )=—kzTInP(s)+A, [9]
onde a probabilidade P(s’) é:

_de §(s"—s)e PHX
= Taxe ™™

P(s*)

[10]

tal que P=1/k,T ; Ao € um valor de referéncia, constante; X={r;,Iy,..;I'y, P> Pyseers Py}
representa o espaco de configuragdes e momentos dos N dtomos e H(X) o Hamiltoniano do

sistema.

Deve-se notar no entanto, que na pratica eventos raros (i.e.: configuragdes com energias
muito altas; eventos que ocorrem em escalas de tempo mais longas do que a simulada, etc.)
geralmente ndo sdao amostrados de forma satisfatoria. Ainda nesse sentido, funcdes de energia
potencial suficientemente realistas sdo intrinsecamente complexas e de lenta convergéncia, o que
frequentemente inviabiliza o uso dessa abordagem no céalculo da energias livre. Em geral, para se
amostrar completamente o espago configuracional do sistema, ¢ necessario conduzir simulagdes
por um tempo muito longo. A fim de tornar o célculo da energia livre mais eficiente, diversos
métodos avancados de amostragem podem ser empregados, e.g: Umbrella Sampling, Adaptive
Biasing Force (ABF), Free Energy Perturbation (FEP), Integracdo Termodinamica e
Metadinamica. Aqui, exploraremos os principios da metadinamica que ¢ a metodologia

empregada nesta investigagao.
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I11.2.1 Metadindmica

A metadinamica (Laio and Gervasio, 2008; Laio and Parrinello, 2002) ¢ um algoritmo
utilizado para acelerar a amostragem de eventos raros e reconstruir superficies de energia livre de
sistemas descritos por Hamiltonianos complexos. Para tanto, a evolu¢ao temporal do sistema ¢
enviesada por um potencial repulsivo proveniente da soma de gaussianas centradas na trajetoria
seguida por um conjunto de varidveis coletivas previamente definidas. Tais varidveis coletivas
definem a coordenada de reagdo e podem ser qualquer funcdo das posi¢des atdmicas. A soma
dessas gaussianas ¢ entdo utilizada para reconstruir iterativamente um estimador da energia livre
do sistema, bem como para for¢a-lo a escapar de minimos de energia.

O potencial aplicado U,,,, ¢ dependente das gaussianas adicionadas previamente ou seja,

depende do historico de vieses ja aplicados ao sistema e ¢ da forma:

UM[D(S<X):t):WZ€ S [11]
o

onde os parametros w e 0s correspondem respectivamente a altura e a largura da gaussiana e
t' ¢ afrequéncia com que as gaussianas sao adicionadas. % ¢ um conjunto de coordenadas (e.g.
posi¢des atdmicas), s ¢ um vetor d-dimensional que representa a variavel coletiva definida e
S(x) ¢é a fungdo de coordenadas que assume valor s(t) no instante ¢ ; tal que s(t)=S(x(t)),
para d dimensdes.

O principio da metadinamica ¢ que esse potencial iterativo € capaz de compensar
minimos da superficie de energia livre do sistema original, permitindo que ele escape desses
vales e explore eventos menos provaveis. Dessa forma, ¢ possivel calcular a altura das barreiras
pelo “negativo” das gaussianas adicionadas. Quando U,,, = - A(s), a superficie de energia

livre se torna plana e mesmo configuragdes pouco provaveis sao amostradas. (Figura. 5)
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Figura. 5: Potencial iterativo da metadinamica. Painel superior: trajetoria unidimensional de um
sistema na coordenada s, com trés minimos de energia (linha preta espessa, painel inferior), em
fung¢do do numero de gaussianas adicionadas. Apos “preencher” todos os minimos, é possivel
amostrar livremente a coordenada s. Painel do meio: Evolugdo temporal do potencial U ,,,. Em
azul, vermelho e amarelo estdo ilustrados os potenciais aplicados U ,,, quando o primeiro,
segundo e terceiro minimos de energia sdo preenchidos, respectivamente. Painel inferior:
Evolugdo temporal da soma do potencial U,,, com a superficie de energia livre A('s ) (linha

preta espessa). Cores das linhas indicam quantas gaussianas foram adicionadas. Adaptado de

Laio e Gervasio, 2008.

Uma questdo central no calculo de superficies de energia livre, diz respeito a defini¢do da
coordenada de reacdao (CR). Particularmente, canais i6nicos sdo sistemas complexos com muitos

graus de liberdade de forma que definir uma coordenada capaz de modelar o seu comportamento
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ao longo do processo de conducdo no nivel de detalhe atdmico ndo é uma tarefa trivial.
Negligenciar graus de liberdade relevantes para a reacdo analisada ou ainda amostrar de forma
ineficiente a coordenada escolhida resultam em efeitos como histerese e nao-convergéncia, €
portanto em estimativas equivocadas para as energias. (Figura. 6) Em contrapartida, definir uma
coordenada de reacdo que compreende diversos graus de liberdade, aumenta o custo
computacional de forma proibitiva. Portanto, quando CR sdo definidas, estas devem representar

unicamente os graus de liberdade que influenciam diretamente a propriedade analisada.

FES [KT]

0 02 04 06 08 1
Cvl Cvl

Figura. 6: Impacto da negligéncia de graus de liberdade relevantes para a superficie de energia
livre final. Esquerda: superficie hipotética 2-D de energia livre descrita por dois graus de
liberdade, CVI1 e CV2. Direita: trajetoria produzida em uma simulagdo com cadlculos de
metadinamica utilizando apenas CVI1. Observe que CVI sozinha ndo é capaz de descrever a
transi¢do de A para B (ilustrados na figura da direita pelos dois minimos de energia), e gera

medidas equivocadas das barreiras. Retirado de Laio e Gervasio, 2008.

Além da coordenada de reagdo, outro aspecto relativo a qualidade dos célculos deve ser
considerado. Os parametros w ¢ 0s mencionados acima (cf. Equagdo [11]) influenciam tanto a
acuracia da superficie recuperada, quanto a eficiéncia com que a conta ¢ realizada. Por exemplo,
se U,,, tem 0s muito grande, ou seja uma gaussiana muito larga, os minimos de energia serdo
rapidamente preenchidos, porém caracteristicas da superficie que tenham escala menor que 0s

sdo negligenciadas. Em contrapartida, valores mais baixos de altura e largura aumentam a
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sensibilidade do célculo ao mesmo tempo que aumentam o tempo necessario para amostrar o

espago configuracional.

I11.3 Distancia elétrica e excesso de energia livre

O calculo de metadindmica acima foi utilizada para gerar perfis de energia livre na
auséncia de potenciais eletrostaticos transmembranicos, i.e. a 0 mV. Entretanto, € interessante
considerar como a aplicacdo de voltagem influencia a superficie final de energia livre, em
particular quando se trata de sistemas cujo funcionamento estd intimamente relacionado a
diferenca de potencial elétrico transmembranico.

A imposi¢ao de uma diferenga de potencial entre as faces interna e externas da membrana
gera um excesso de energia livre que estimula o transporte dos ions através do poro dos canais
16nicos na dire¢do que esgota esse potencial. Nesse contexto, ¢ Util que seja possivel relacionar o
excesso de energia livre que surge em um sistema em decorréncia da aplicagcdo de voltagem com

a diferenca de potencial imposta. De fato, isso pode ser feito de acordo com a seguinte expressao:

AA(AV)=A(V)-A(0) , [12]
tal que A(V) pode ser aproximado por,
A(V):VZ qionéion(z) s [13]

onde A(0) € o perfil de energia livre calculado a 0 mV, ou a componente quimica da energia
livre, ¢ A(V) € a energia livre na presenga de um potencial eletrostatico transmembranico V
(componente elétrica da energia livre) que atua em cada particula carregada do sistema g, ,
particularmente representadas pelos ions.

AqUia 6ion (Z> s

in(2)= 2 Gin( 2o [14]

¢ a distancia elétrica percorrida pelo ion e representa a fracdo adimensional do potencial
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transmembranico na posi¢do z do ion. Em outras palavras, ¢ o grau de acoplamento do potencial
eletrostatico local ¢,,(z) com o potencial transmembranico AV . §,,(z) representa portanto
ndo a distancia fisica percorrida por uma particula carregada, mas sim a fragdo do campo elétrico
atravessado por ela. Observa-se que tais conceitos nao sao de maneira nenhuma intercambiaveis,
principalmente em situagdes em que o campo elétrico ¢ focalizado.

Segundo esse formalismo, ¢ possivel portanto racionalizar os efeitos da aplicacdo de
voltagem na superficie de energia livre calculada a 0 mV pelos calculos de metadindmica. Além
disso, torna-se possivel realizar uma comparagdo mais direta entre esses resultados e os obtidos

via simulagdes em condicao de hiper e despolarizagao.

I11.3.1 Célculo do Potencial Eletrostatico (PE)

Para calcular a distancia elétrica definida acima, ¢ necessario conhecer o potencial
eletrostatico local ao longo da dire¢do transmembranica z. Simulagdes de DM fornecem a
posicao de cada atomo, bem como sua carga parcial, de forma que é possivel calcular o potencial
eletrostatico (p(r,AV) do sistema, em uma coordenada r, considerando explicitamente a

contribui¢do de cada atomo i na resolucdo da equagdo de Poisson:
Vip(r,AV)==4n2, p(r) [15]
i=1

aqui, p,(r) é a carga pontual na coordenada r, aproximada por uma Gaussiana esférica. Um
mapa 3-D médio de o(r,AV) pode ser obtido pela média dos mapas calculados ao longo de
uma simulacdo de DM (Aksimentiev and Schulten, 2005). Especialmente interessante ¢ o calculo
do potencial eletrostatico transmembranico, uma vez que essa grandeza pode ser comparada a
medidas experimentais de eletrofisiologia, além de ser a for¢a motriz fundamental no
funcionamento dos Cls (Hille, 1992). A partir dos mapas 3-D obtidos pelo método descrito
acima, é possivel extrair o potencial eletrostatico ao longo da dire¢io transmembranica ¢ (z) do

sistema pela média de (r,AV) no plano xy.
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I11.4 Aplicacdo de Potencial Eletrostatico Transmembranico em Simulacées de DM

Usualmente, experimentos visando o estudo de fenomenos intrinsecamente dependentes
de voltagem, como a condugdo idnica, devem gerar uma diferenca de potencial através da
membrana plasmatica. Essa diferenca pode ser alcangada via desbalango idnico explicito gerado
por diferencas de concentracdo de espécies carregadas entre os meios intra e extracelulares
(como em experimentos de clamp de voltagem), ou pela reorganizagdo dos eletrolitos estimulada
por um pulso de voltagem transmembranica (patch clamp).

Em simulagdes de dindmica molecular, com uso de condigdes periddicas de contorno
(PBC), gerar uma diferenga de potencial elétrico via desbalanco explicito de ions ndo ¢ uma
tarefa 6bvia, uma vez que o banho interno (externo) interage com a imagem periddica do banho
externo (interno) e estes entram em equilibrio (cf. III.1). Dessa forma, protocolos alternativos

para contornar essa dificuldade foram desenvolvidos.

111.4.1 Campo elétrico

No contexto acima, uma estratégia simples para simular diferencas de potencial elétrico ¢
a aplica¢do de um campo elétrico uniforme E ao longo da direcdo normal a membrana (Crozier
et al., 2001; Suenaga et al., 1998; Tieleman et al., 2001; Zhong et al., 1998). Nesse método, a

diferencga de voltagem resultante V' ¢ calculada na forma:
V=|E|.L,,[16]

onde L, ¢ otamanho médio em z da caixa simulada. Na pratica, isso ¢ implementado aplicando-
se uma forca F=E.q, em todos os atomos [ com carga g . Apesar de constituir um método

bem aceito e de simples implementacdo mesmo com o uso de PBC, a aplicagdo sistematica de

forcas pode ter efeitos na distribuicdo de cargas e/ou orientagdo de dipolos no interior da
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proteina, por exemplo. Além disso, em sistemas celulares, a diferenca de potencial
transmembranica surge de uma distribuicdo desigual de cargas entre as solucdes interna e
externa, gerando um pequeno desbalanco de cargas na vizinhanga da membrana plasmatica.
Comparativamente portanto, a aplicacdo do campo elétrico constitui um método artificial para

gerar diferencgas de potencial eletrostatico (Roux, 2008).

111.4.2 Desbalanco de Cargas

Uma abordagem alternativa possibilita gerar diferencas de potencial mais realisticas pelo
desbalanco explicito de ions através da membrana, mantendo PBCs em todas as dimensdes do

sistema, contanto que uma das duas condigdes a seguir sejam impostas:

(1) Em um dos métodos propostos, voltagens transmembranicas sdo produzidas em um
sistema formado por uma célula unitaria contendo trés banhos e duas bicamadas lipidicas (Sachs
et al., 2004) (Figura. 7, A). Apesar de isolar os banhos, o0 método aumenta significativamente o
numero de atomos simulados devido a introducdo de outra bicamada fosfolipidica, e por
consequéncia aumenta o custo computacional do célculo.

(i1)) Uma variagdo do método acima, o Charge Imbalance Protocol (Delemotte et al.,
2008), proposta por Treptow e colaboradores, contorna o inconveniente do aumento do nimero
de atomos pela introducdo de banhos delimitados por uma interface solugao-vacuo, gerada pela

extensdo da célula unitaria na dire¢do perpendicular @ membrana (Figura. 7, B).

Inicialmente o sistema ¢ simulado em uma amostra NPT, com interagdo entre banhos
internos e externos, para devida equilibragdo dos eletrolitos, area por fosfolipidio, etc. Em
seguida, a interface banho-véacuo ¢ introduzida e as simula¢des passam a ser realizadas a volume
constante (NVT), de forma a manter a separagdo entre banhos das imagens. Essa interface banho-
vacuo deve ser grande o suficiente para impedir a interagdo entre os banhos internos e externos.
Com esse setup portanto, € possivel impor uma diferenga de potencial pelo desbalango explicito

de ions, sem o custo computacional imputado pelo método (1).
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Interface

(A) (B)

Figura. 7 Sistemas com desbalango de cargas. A: Nessa situa¢do, o banho central é isolado do
banho da extremidade pelas bicamadas lipidicas. B: Aqui a membrada adicional é substituida
por uma interface agua/vacuo produzida pela extensdo da caixa de simulagdo na coordenada z.
Em ambos os casos, a diferenca de potencial é gerada pelo desbalan¢o explicito de ions de um

banho para outro. Retirada da Tese de Amaral, C. (Amaral, 2013).

I11.5 Protocolo Geral das Simulacoes

Todas as simulagdes foram conduzidas no programa de dindmica molecular NAMD?2
(Bhandarkar et al., 2002). A dinamica de Langevin foi empregada para manter constante a
temperatura de 27° C (algoritmo de Nosé-Hoover) e a pressao a 1 atm. Condi¢des periodicas de

contorno (PBC), foram aplicadas nos eixos X, y, € z, a fim de evitar efeitos de borda nos limites
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do sistema. Integracdo das equacdes de movimento foi feita pelo algoritmo de Verlet, com um
passo de integracao de 2 fs. Interagdes de curto e longo alcance foram computadas a cada 1 e 2
passos de integragdo, respectivamente. As ligacdes quimicas entre os hidrogénios e os demais
atomos do sistema foram restringidas a seu valor de equilibrio com o algoritmo SHAKE.
Interacdes de longo alcance eletrostaticas foram computadas pelo algoritmo PME (do inglés
Particle Mesh Ewald ) (Darden et al., 1993). As simula¢des empregaram o campo de forga
classico ndo polarizavel CHARMM?22-CMAP para proteinas (MacKerell Jr et al., 1998, 2004) e
CHARMM?27 (Feller and MacKerell Jr, 2000) para lipidios. Foi adotada uma representagao de
atomos unidos para os elementos de carbono da cadeia alifatica do fosfolipidio POPC (1-
Palmitoil-2-Oleoil-sn-Glicero-3-Fosfatidilcolina). Considera-se que ions Na’, K™ e CI" possuem
carga +1, +1 e -1, respectivamente. Moléculas de agua sdo descritas pelo modelo TIP3
(Jorgensen et al., 1983). Imagens dos sistemas moleculares foram preparadas com o programa

Visual Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 1996).

I11.6 Protocolo das Simulacées de Calculo de Energia Livre

I11.6.1 Configuracao Inicial do Sistema e Equilibracdo

O ponto de partida utilizado advém de uma investigagdo prévia, empregando a estrutura
cristalografica do canal i6nico NavAb (Carnevale et al., 2011). Em detalhes, NavAb foi inserido
em uma bicamada fosfolipidica hidratada por uma solucao de NaCl (~100 mM). A construgao do
sistema contém aproximadamente 434 palmitoil-oleoil-fosfatidil-colinas (POPC), 28173
moléculas de dgua TIP3, 36 ions sddio e 44 ions cloro, totalizando 129799 4tomos. Esse setup foi
equilibrado nas condig¢des supracitadas ao longo de ~0.15 pus em uma amostra NPT. Durante esse
periodo, a estrutura se manteve estavel, com RMSD (do ingl€s Root Mean Square deviation, uma
medida de desvio estrutural) < 3.5 A para o dominio transmembranico e ~1.5 A para o filtro de
seletividade. Ainda durante essa trajetoria, o filtro de seletividade do canal ¢ espontaneamente
ocupado por dois ions. A estrutura final equilibrada, contendo dois ions Na" no interior do filtro

de seletividade foi utilizada como configuracgao inicial para os célculos de metadindmica. Figura.

8
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Figura. 8 Sistema inicial das simulagoes com cadlculos de metadinamica. Estrutura
cristalografica do NavAb (azul) equilibrada, inserida em uma bicamada fosfolipidica POPC
(cinza), completamente hidratada por uma solu¢do de NaCl a aproximadamente 100 mM.
Moléculas de dgua: esferas em vermelho e branco; Esferas amarelas sdo ions Na™ e esferas

azuis CI. Observe os ions Na" hidratados no interior do filtro de seletividade.

I11.6.2 Coordenada de Reacdo e Pardmetros da Metadinamica

Como mencionado em 1.5, o filtro de seletividade do canal NavAb ¢ relativamente amplo,
de forma que os ions sdo capazes de se deslocar tanto verticalmente, ao longo do eixo
perpendicular a membrana, quanto horizontalmente. Assim, para avaliar a superficie de energia
livre referente ao processo de permeacdo de dois ions no filtro de seletividade do CI NavAb,
definiu-se uma coordenada de reagcdo (CR) de quatro dimensdes (4-D), a saber: a distancia ao
longo caminho de permeagdo, normal em relagdo a membrana (eixo z); e a distancia radial desse

eixo (R, definido no plano x,y), para cada um dos dois ions presentes no FS. Em todos os casos,
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o centro geométrico dos carbonos alfa do residuo Glu'”’ foi utilizado como referéncia. (Figura.
9) A fim de definir uma coordenada de reagdo quadridimensional, o modulo de varidveis

coletivas implementado no programa NAMD foi utilizado (Henin et al., 2010)

Z\

Figura. 9 Coordenada de reagdo dos calculos de metadinamica. A coordenada z e R é definida
para cada um dos dois ions no interior do filtro de seletividade, tendo como referéncia o centro
geométrico dos carbonos-alfa dos glutamatos 177. As coordenadas amostradas vdo de
z=—10,0A a z=80A ede R=—4,0A a R=4,0A . Note que com essa defini¢do de CR, os

lons podem adotar configuragoes “lado a lado” em toda a extensdo do FS.

Além disso, os seguintes parametros foram definidos:
* Altura da gaussiana, w=0,3kcal/mol ;

* Largura da gaussiana ao longo de z, 0s,=0,25 ;
* Largura da gaussiana ao longo de R, 05,=0,25;

« Extensdo da coordenada amostradaem z, —10,0< z <8,0A4;

» Extensdo da coordenada amostradaem R, R <4,0A ;
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Em ambos casos (z e R) a amostragem da coordenada foi restrita aos limites acima
por barreiras de 100 kcal/mol. Os calculos de metadinamica totalizaram 180 ns, ao fim dos

quais houve convergéncia dos resultados.

I11.6.3 Anélise das Superficies de Energia Livre

Em fun¢do da coordenada de reacdo escolhida acima, a metadinamica fornece como
resultado o valor de energia livre associado a essa coordenada na forma:
R1, z1, R2, z2, A(R1,z1,R2,22).

De forma equivalente a equacao [9]:
A(R1,z1,R2,22)=—kyTInP(R1,z1,R2,22)+A, [17]

A fim de viabilizar a andlise dos dados, essa superficie de energia livre quadridimensinal
(4-D) gerada foi projetada em subespacos 1-D (axial) e 2-D (axial-radial e axial-axial). Para
tanto, primeiramente, foi calculada a distribuicao de probabilidades 4-D. Segue da equacao [17]
acima que:

P(R1,z1,R2,z2)=e¢ PARLAR227AL 1181

Em seguida, computou-se a distribuicao marginal de probabilidades no espaco 1-D (z) e
2-D, (z, Z') ou (z, R), via integra¢do nas coordenadas remanescentes, considerando os ions como
indistinguiveis. A partir dessas distribuigdes de probabilidade, recuperou-se as superficies de
energia livre projetadas nos subespagos correspondentes, G(z), G(z,z') e G(z,R) na forma

da equagdo [17].

I11.6.4 Caminho de minima energia livre (MEP

A fim de encontrar o caminho de minima energia livre conectando os pontos iniciais e
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finais do processo de condugdo na superficie G(z,z'), i.e.: um fon no interior do filtro e outro
no banho externo ou na cavidade central, utilizou-se o algoritmo modificado nudged elastic
band. A partir de uma hipdtese inicial do trajeto composto por um niimero finito i de pontos na
superficie, o MEP ¢ encontrado por meio da minimizacdo, via algoritmo de Monte Carlo, da

seguinte fun¢do de energia:

N-1

E= Z k(li,j+1_lo)+G(Zi’ Zi') [19]
i=1

Aqui, N ¢ o niamero de pontos utilizados para descrever o caminho de minima energia

livre, k e [, sdo parametros empiricos, [, ; € a distancia entre dois pontos consecutivos no
caminho € G(z,;,z;') é a energia livre no i-ésimo ponto, em fungdo das duas coordenadas

axiais.

I11.6.5 Calculo do Potencial Eletrostatico Transmembranico

Nas simulagdes geradas nesse estudo, os mapas tridimensionais do PE foram estimados

pelo algoritmo PME (Batcho et al., 2001) (do inglés, Particle Mesh Ewald) implementado no
programa VMD. O inverso da largura de p,(r), o vale 0,25A" e a densidade do grid em que
a equacdio [15] foi resolvida é 1,5x 1,5x 1,5 A®.

II1.7 Protocolo das Simula¢ées Com Aplicaciao de Voltagem
II1.7.1 Configura¢des iniciais dos sistemas polarizados

Com o intuito de investigar a conducdo i6nica no canal NavAb sob a influéncia da

aplicacdo de potenciais transmembranicos, a estrutura aberta-ativada desse canal (cf. 1.3) foi

empregada. Apds a simulagdo de 40 ns gerada para equilibrar essa estrutura, foi atribuida ao
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solvente uma concentracdo de 100 mM de NaCl, seguida de mais aproximadamente 15 ns de
simulagdo, ambas no esquema NPT. A fim de poder comparar os resultados de ambas
metodologias (metadindmica e simula¢des polarizadas), dois ions foram inicialmente alocados no
interior do filtro de seletividade. Esse sistema relaxado, com dois ions no FS, foi simulado por
mais ~30 ns, gerando os pontos de partida dos sistemas com aplicagdo de voltagem. Cada
configuracdo inicial € espacada 1 ns da seguinte na trajetdria do sistema equilibrado. Em seguida,
o protocolo charge imbalance (cf. 111.4.2), foi aplicado as configuragdes iniciais da estrutura
aberta-ativada desse canal a fim de obter uma diferenca de potencial transmembranica de
aproximadamente 600 mV. Apesar de essa ser uma diferenga de potencial aproximadamente 10
vezes maior do que a observada fisiologicamente (~ -70 mV), esta foi escolhida para acelerar os
eventos de condugdo amostrados. 14 sistemas hiperpolarizados (AV=—-600mV ) e 8

despolarizados ( AV =600 ) foram gerados.

II1.7.2 Analise probabilistica das trajetorias

Para fins de analise das trajetorias, os ions inicialmente presentes no FS sao denominados
i e j, enquanto o terceiro ion mais proximo do filtro participando do evento de condugdo ¢
chamado £.

Todas as probabilidades analisadas foram computadas a partir da frequéncia de eventos
observados no decorrer da totalidade de trajetérias de dindmica molecular. Especificamente, a
fim de se calcular a ocupancia p de um dado ion Na® ao longo da dire¢do z do caminho de
permeagdo (cf. Figura.14) computou-se a frequéncia h(z,t) nas trajetérias, isto é:

p(z)=—= [ h(z,t)dt, [20]
At
At sendo o tempo total das simulagdes.

Tomados em conjunto, os resultados dos calculos de energia livre permitem identificar 3

sitios de ligagdo para o ion s6dio na regido do filtro de seletividade a saber, os sitios HFS, CEN e

IN (cf. IV.I). Além desses, as trajetdrias polarizadas foram analisadas levando-se em
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consideracdo o fracionamento adicional do caminho de permeagdo nas regides EX, CC e OT.
Aqui EX identifica a entrada extracelular do filtro de seletividade, CC a regido da cavidade
central e OT a regido imediatamente intracelular. Essa parti¢do facilitou a analise dos eventos de
conducdo i6nica ao longo de todo o caminho de permeagao.

Dito isso, considere um estado m; que caracteriza uma posi¢ao especifica dos ion i ¢ j na
coordenada axial-axial (z, z') em um instante t, tal que m; pode a principio assumir qualquer um
dos valores de x={EX-EX, EX-HFS, EX-CEN, EX-IN, EX-CC, EX-OT, HFS? HFS-CEN, HFS-
IN, HFS-CC, HFS-OT, CEN?, CEN-IN, CEN-CC, CEN-OT, IN?, IN-CC, IN-OT, CC?, CC-OT,
OT?}. Nessa notagdo, “2” denota uma configura¢do de ions lado a lado. Assim, de forma similar
ao calculo da ocupéncia, a probabilidade do estado P, ¢ definida pela frequéncia com que os
ions sdo encontrados no dado estado, normalizado pela duracio da simulagao.

A probabilidade de transi¢do P, de um estado m; para um outro estado n;  definido

da mesma forma que m,;, € calculada para um intervalo de tempo de 20 ps e assegura a seguinte

condi¢do de normalizagdo: Z Z P =1.

A distribui¢do de probabilidades de se encontrar o ion k£ em uma dada coordenada axial z,
condicionadas a posi¢do dos outros dois ions i e j (definida acima como o estado m;; ) € definida
pela seguinte relacao:

Pk,m(m Z):Pk(z|m1j)P(mij) [21]

ij»

de forma que a probabilidade conjunta de se encontrar um certo estado m; e fon k em uma

determinada posi¢do corresponde a probabilidade de k& dada a ocorréncia de m;. Tal
probabilidade condicional segue as seguintes propriedades:

(1) P(z|m;)=0;

@) [P (zlm,)dz=1;

(3) P,(z)=[ P, (zlm,)P(m;)dm,.

1)
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IV. Resultados
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Logo apo6s a resolucdo da estrutura cristalografica do canal de sddio procaridtico, NavAb,
em 2011, diversos grupos empenharam, de forma independente, métodos tedricos de dindmica
molecular para investigar os detalhes dos mecanismos de condugdo ionica através desse canal.
Como sera discutido mais extensamente a seguir, apesar de determinadas caracteristicas desse
processo terem sido elucidadas, diversas outras permaneceram sem resposta, a saber: quais
coordenadas radiais dois ions sdo permitidos a ocupar no interior do filtro de seletividade; a
energia livre de ligacdo aos sitios quando o filtro de seletividade é ocupado por esses ions; a
estabilidade relativa de todas as configuragdes acessiveis aos ions no filtro de seletividade, visto
que somente parte desse conjunto de configuragcdes possiveis foi amostrado em estudos
anteriores; ¢ o efeito da aplicagdo de potencias eletrostaticos no mecanismo de condugdo
envolvendo dois ions. Nessa andlise, portanto, simulagdes massivas de DM conjuntamente com
métodos avangados de amostragem, particularmente a metadindmica, foram aplicados ao estudo
do mecanismo de permeagdo de dois ions Na™ através do canal de sodio NavAb. Os resultados
produzidos nesse trabalho foram recentemente publicados (Stock et al., 2013) e serdo

apresentados a seguir.

IV.1 Sitios de Ligacio de Na" no Filtro de Seletividade

A superficie de energia livre em fungdo da coordenada de reagdo axial z, G(z),
computada no presente trabalho identifica trés minimos bem definidos que determinam sitios de
ligagdo em concordincia com a expectativa de Payandeh et al. Segundo a analise de G(z) , tais
sitios doravante referidos como HFS, CEN e IN estdo localizados respectivamente em 0<z<4,5
, —3,25<z=<0 e —5,75<z=<-3,25, tal que z=0 ¢ definido em relacdo ao centro de massa dos

carbonos-alfa do Glu!”’

. Os sitios HFS e CEN apresentam energias de ligacdo similares de
aproximadamente -6 kcal.mol”, enquanto o minimo local correspondente ao sitio IN ¢é
relativamente menos estavel, com energia de ligagdo de aproximadamente -3 kcal.mol™. Figura.

10, A ¢ B.
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Figura. 10 Sitios de Liga¢do de Na" no Filtro de Seletividade. A: Ilustracdo dos sitios de
ligacdo disponiveis no FS de NavAb: EX, entrada extracelular do filtro;, HFS, delimitado pelos

177

grupos carboxila das cadeias laterais dos quatro Glu'” e pelos grupos carbonila da Ser'”®; CEN
e IN delimitados respectivamente pelos grupos carbonila da Leu'”® e da Thr'”; CC, cavidade
central do poro. B: Superficie axial de energia livre G(z) e C: superficie axial-radial de
energia livie G(z,R), ambos para dois ions no filtro de seletividade do CI NavAb. Observe que
os minimos de energia correspondem aos trés sitios de ligagdo antecipados. Em C, destaca-se a

posicdo radial dos ions em relagdo ao eixo de simetria do canal. A unidade das energias é

kcal.mol”. EL: energia livre.

A projegdo da superficie de energia livre 4-D no plano G(z,R) (cf. I11.6.3) nos permite
analisar as posi¢oes radiais (i.e., a distancia no plano x,y entre o ions e o centro de massa dos
carbonos-alfa do Glu'”’ das quatro subunidades) dos fons em cada sitio, quando o filtro ¢
populado por dois Na". Como pode ser observado na Figura. 10, C, a regido permitida aos ions
no sitio HFS abrange toda a distribui¢do de posi¢des radiais, podendo manter sua camada de
hidrata¢do ou ser parcialmente coordenados por grupos carboxila da cadeia lateral do Glu'”’. No
sitio CEN, os ions se localizam deslocados em relagdo ao eixo z, sendo parcialmente

coordenados por grupos carbonila da Leu'®. Quando no sitio IN, ions se encontram
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preferencialmente alinhados com o eixo de simetria do FS e portanto mantém sua camada de
solvatagao.

Buscando uma melhor compreensao das configuragdes que podem ser assumidas por dois
ions no filtro de seletividade, a densidade de probabilidades conjuntas no plano (z,R) para um
ion quando o outro (independente de sua identidade) esta em cada um dos sitios foi computada.
Essa distribuicdo de probabilidades ¢ entdo traduzida para superficies de energia livre (cf.

I11.6.3), ilustradas na Figura. 11.

A B C

z [A] 10 z[A] 10 z[A] — n 10
9.75 9.75 9.75
8 8 8
4.5 4.5 4.5 E
6 6 2
0 i =
0 0 §
-3.25 4 325 4 -3.25 4 X
5.75 -5.75 -5.75 o
2 2 2
12.75 o -12.75 o 1275 0

Figura. 11 Superficies axiais-radiais conjuntas de energia livre. Esse painel destaca as
estabilidades de diferentes configuragoes quando um dos ions se encontra no sitio HFS (A),
CEN (B) ou IN (C). Aqui é possivel identificar cinco minimos locais apontados por numeros de
0 a 4. Sdo eles: HFS’ (0), HFS-CEN (1), CEN? (2), HES-IN (3) e CEN-IN (4). Energias estio em
kcal. mol”. Configuracdes de entrada e saida também sdo identificadas: EX-HFS (a0), EX-CEN
(al), HFS-CC (b0) e CEN-CC (bl).

Com essa andlise, ¢ possivel identificar cinco configuragdes correspondentes a minimos
locais de energia livre: HFS-CEN e CEN?, os minimos mais profundos com energias-livres de

aproximadamente -12,5 kcal.mol”'; HFS?, HFS-IN ¢ CEN-IN, minimos menos profundos com
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energias entre -7 € -9 kcal.mol”'. Daqui em diante o “2” superescrito identifica a ocupag¢do de um
mesmo sitio por dois ions. Observe que as energias obtidas para as configuragdes condicionais
ndo correspondem propriamente a energias de ligagdo, uma vez que os valores de referéncia sao
relativos & configuragdo de maior energia, e nio ao valor de energia livre na solugdo. E
interessante observar também que a configuragdo IN? ndo representa um minimo de energia, em

funcdo da localizacdo preferencialmente alinhada com o eixo z adotada pelos ions nesse sitio.

IV.2 Mecanismo de Conducao Ionica a 0 mV

No contexto da superficie 4-D de energia livre, o mecanismo de condugdo de Na’ no
canal NavAb pode ser pensado como uma trajetoria na paisagem de energia que conecta dois
estados limitrofes do processo, i.e. um ion no meio extracelular e outro no FS até um ion no filtro
de seletividade e outro na cavidade central, ou vice versa. Em vista da direcionalidade
transmembranica da condugio idnica, o perfil axial-axial de energia livre G(z,z') fornece uma
visdo compreensiva das configuragcdes que compode essa superficie.

O subespago G(z,z') identifica cinco configuragdes estdveis correspondentes a minimos
mais ou menos profundos de energia livre, além de duas configuracdes de entrada e saida,
representados na Figura. 12 por nimero e letras, respectivamente. Nessa superficie, ions podem
transitar de uma configuracdo a outra por uma variedade de caminhos, com maioria das barreiras
menores que 5 kcal.mol™ e ndo maiores que 8 kcal.mol”. O caminho de minima energia livre (cf.

I11.6.4) no entanto descreve o seguinte mecanismo como rota preferencial para conducao:
EX-HFS < HFS? <> HFS-CEN < CEN? <> CEN-IN < CEN-CC.

Aqui, nota-se que a existéncia de sitios com dupla ocupancia ( HFS* ¢ CEN?) assegura
que o transporte de um ion nao requer que o ion anteriormente presente no filtro seja conduzido.
Em outras palavras, o mesmo MEP ¢ consistente com dois mecanismo de conducdo: um deles
semelhante ao knock-on observado em canais de K', porém com o deslocamento entre os ions

mais fracamente acoplado (veja por exemplo que a transicio CEN-IN «» CEN-CC ocorre sem
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que o ion mais externo ocupe o sitio IN); e outro em que o ion mais externo passa pelo que

estava previamente no filtro e é conduzido — também referido como drive-by.

kcal/mol
A g8.75
a0:7.3
EX
45 ()
HFS
<

N 0
-3.25
-5.75

575325 0 4.5

bo: 8.8 zIAl 5,51

Figura. 12 Mecanismo de Condu¢dao em NavAb para dois Na®. A: Projecdo da superficie 4-D
de energia livre no subespaco axial-axial G(z, z'), simetrizada a fim de tornar os dois ions Na"
indistinguiveis. B: Representacdo das cinco configuragoes estaveis (numeradas de 0 a 4) para
dois ions no filtro, e configuracoes de entrada (a0, al) e saida (b0, bl) do filtro de seletividade.
O valor da energia livre da configuragdo é indicado em preto, ao lado da indexagdo; altura das
barreiras para as transi¢oes (indicadas por setas) estdo sinalizadas em verde. O MEP é
destacado pelo tracejado vermelho. Para facilitar a visualiza¢do, somente duas subunidades do

F'S sdo representadas.
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IV.3 Superficie de energia livre Em Funcio da Aplicacdo de Potencial Transmembréanico

Uma vez que o funcionamento de CIs estd intimamente relacionado a tensdo
transmembranica, o passo subsequente ¢ naturalmente a andlise da influéncia desse potencial na
superficie de energia livre, e consequentemente no mecanismo de condugdo i6nica. Assim, sdo
apresentados aqui os resultados provenientes de uma avaliag@o analitica das alteragdes imputadas
por AV.

A aplicagdo de potencial eletrostatico transmembranico gera um excesso de energia livre
que pode ser entendido como uma fracdo da forga-motriz atuando no processo de condugao,
segundo a equacao [12] (cf. IIL.3). A contribuicdo do potencial no processo de conducdo se
conecta a superficie de energia livre por meio de uma grandeza chamada distancia elétrica (cf.
Equacao [14]), que traduz a fragcdo do potencial eletrostatico local agindo na particula carregada

localizada em uma determinada coordenada do sistema.

1 | IO T U I B Y
1 .30 -20 -10 0 10 20 30

EL [KT]
Figura. 13 Dependéncia do PMF com a imposicdo de potenciais eletrostdticos
transmembranicos. A: Estrutura aberta-ativada do canal NavAb mostrando toda a extensdo do
caminho de permeagdo. B: Superficie de energia livre a 0 mV, para dois ion no interior do FS.
Observe que aqui assume-se que o ion ndo experimenta barreiras para sair do poro, uma vez
que o FS tenha sido atravessado e o poro esteja aberto. C: Perfil de distancia elétrica (o)
calculado para todo o caminho de permeacdo (esquerda) e superficie de energia livre resultante
da aplicac¢do de diferentes valores de AV (direita). D: Detalhe indicando o excesso de energia
livre gerado. As energias dadas em kT, 0,53 e 8,09 correspondem respectivamente a

aproximadamente 0,3 e 4,8 kcal. mol”.
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Sob a aplicacdo de potenciais eletrostaticos relativamente pequenos, da ordem de +50
mV, a superficie de energia livie G(z,AV) ¢é essencialmente igual a superficie calculada no
equilibrio G(z,0), contando com um excesso de energia da ordem de 0.3 kcal.mol' (menor que
flutuacdo térmica a 25°C) como evidenciado acima, na Figura. 13. Em contrapartida, diferencas
de potencial maiores acarretam diferencas significativas nessa superficie. Particularmente, sob
condi¢gdes de despolarizacao ( AV >0 ), ions sdo favorecidos a entrar na cavidade central do
canal, ilustrado pelo declive na superficie de energia livre na entrada da cavidade central. E
perceptivel no entanto que o mesmo nao ocorre em condigdes de hiperpolarizagdo ( AV <0),
uma vez que o excesso de energia livre altera essencialmente a altura do platdé no banho externo.

Tal diferenca sugere portanto que, sob a influéncia de grandes diferencas de potencial
eletrostatico transmembranico, o0 mecanismo de conducdo no sentido extra — intracelular nao
equivale aquele identificado para o sentido intra — extracelular, contrastando com o observado a
0 mV onde o mesmo mecanismo ¢ valido para os dois sentidos. Esse resultado coaduna com a
assimetria encontrada nas simulacdes de eventos de conducdo com aplicacdo explicita de

potenciais elétricos transmembranicos (cf. IV.4, abaixo).

IV.4 Mecanismo de Conduc¢ao Sob Aplicacio de Potenciais Transmembranicos

A fim de estudar o mecanismo de permeagdo de ions através de toda a extensdo do poro
do canal, ¢ necessario que este esteja apto a conduzir, i.e., que o canal esteja na sua conformagao
aberta. Dessa forma, investigou-se no presente trabalho os mecanismos de conduc¢ao i6nica sob a
influéncia de potenciais eletrostaticos através da estrutura completamente aberta-ativada do
NavAb (I.3). Um esquema para possibilitar o desbalango explicito de ions entre as faces intra e
extracelulares (cf. I11.4.2) foi utilizado de forma a gerar uma diferenca de potencial de +600 mV
e -600 mV, para os sistemas despolarizados e hiperpolarizados, respectivamente, com o intuito de
acelerar os eventos de conducgdo. No total, 14 eventos de conducao a -600 mV e 8 eventos a
600mV foram observados. Aqui, os ions inicialmente presentes no FS sdo denominados i e j, € o
terceiro ion mais proximo do filtro participando do evento de condug¢do ¢ chamado k. Ao

contrario dos célculos de metadinamica, essa metodologia nao restringe o nimero de ions, nem a
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coordenada de reagdo avaliada no curso dos eventos de condugdo e portanto nos permite, em uma
certa medida, uma abordagem mais semelhante ao que ¢ investigado experimentalmente.

O perfil de densidades (cf. II1.7) calculado considerando-se todos os ions do sistema
aponta duas regides de ocupancia significativa e uma menos proeminente, porém distinguivel, no
interior do filtro de seletividade, correspondentes aos sitios previamente propostos HFS, CEN e
IN. Além desses, outros picos também foram resolvidos para as regides dos banhos interno e
externo, bem como para a cavidade central do canal. (Figura. 14, B)

A integracdo das densidades nos limites -5,75 a 9,75 que definem o FS resulta na
ocupancia média do filtro ao longo das simulagdes, cujo valor ¢ 1,8 para AV <0. De forma
consistente, esse valor sugere que a condugao de NavAb em condi¢des hiperpolarizadas envolve
a participacdo de dois ions ligados ao filtro. Nota-se ainda, que tanto nas simulagdes hiper,
quanto nas despolarizadas, a contribui¢do dos Na’ definidos acima como i,j e k (indicadas na
Figura. 14 como linhas laranja, amarela e vermelha, respectivamente) para as densidades ¢
predominante nos sitios do filtro de seletividade, descartando a possibilidade da participagao
efetiva de demais ions no processo. Em outras palavras, ¢ valido assumir que os eventos de
conducdo aqui amostrados contam essencialmente com a participagao dos ions i, j € k e portanto
as analises que seguem podem ser focadas nas contribui¢des desses Na'.

As distribuicdes de probabilidades ao longo das coordenadas axiais e radiais foram
computadas a fim de caracterizar o mecanismo de conducdo nas diferentes condigdes de
polarizacdo. Em analogia a analise feita nos estudos a 0 mV, calculou-se aqui as probabilidades

axial-radial P(z,R) e axial-axial P(z,z') para os dois fons ligados ao FS.
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Figura. 14 Simulagoes polarizadas de dindmica molecular. A: Trajetorias seguidas por trés ions
(i, j e k) ao londo do eixo de simetria axial do canal, sob condigoes despolarizadas. Iniciando a
simulag¢do com os ions i e j (laranja e amarelo) nos sitios HFS e CEN do FS, esta prossegue até
que um desses ions atinja o banho externo. O ion k é representado em vermelho. O histograma a
direita indica a ocupdncia p dos ions, ao longo do eixo axial do caminho de permeacgdo. O
mesmo ¢ valido para simulagoes hiperpolarizadas (B), exceto que um dos ions do filtro de

seletividade deve ser conduzido para o banho intracelular.

O perfil de distribui¢do de probabilidades P(z,R) reitera ndo s6 o fato de que dois Na*
podem se ligar nos sitios HFS, CEN e IN, mas também suas posi¢cdes relativas ao eixo de

simetria do poro, indicando que nesses mesmos sitios os ions se ligam preferencialmente de
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forma alinhada/ndo-alinhada, ndo-alinhada e alinhada ao eixo axial z, respectivamente (Figura.
15, A). Ao passo que P(z,R) concorda com resultados obtidos a 0 mV, também revela que tais
informagdes sdo verdadeiras para sistemas sob influéncia da tensdo transmembranica. P(z,z'),
por sua vez, reflete as configuragdes mais provaveis no curso dos eventos de conducdo. A
distribuicdo de probabilidades axial-axial identifica nove estados com dois ions e probabilidade
diferente de zero, apresentadas na Figura. 15, B. Apesar de as distribui¢des de probabilidades
terem sido calculadas ao longo de todo o caminho de permeacao, i.e. da entrada extracelular até o
a saida intracelular do canal, somente aquelas referentes aos ions no interior do poro (e que
correspondem a principal contribui¢do) sdo mostradas. Uma ilustragdo das configuragdes
correspondentes aos estados da Figura. 15 B, bem como as probabilidades de transi¢do de um

estado para outro sao evidenciadas na Figura. 16.
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Figura. 15 Distribuicio de probabilidades para ocupac¢do de sitios do filtro. A e B:
Respectivamente, distribuicdo de probabilidades axiais-radiais P(z,R) e axiais-axiais P(z,z')
para ocupagdo dos sitios do filtro de seletividade, ao longo da totalidade de trajetorias hiper (
AV <0 ) ou despolarizadas ( AV >0 ). Observe que as distribuigdoes foram simetrizadas de forma
a ndo diferenciar os ions i e j. Os mesmo estados definidos nas analises das superficies de
energia livre (a, b e 0 - 4) estdo identificados em rosa. O gradiente a direita indica a

probabilidade do estado.

Nao por acaso, percebe-se que a composicao das duas imagens na Figura. 15, B guarda

alguma semelhanca com a superficie de energia livte G(z,z'). A partir das probabilidades,
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observa-se que a sequéncia de configuragdes mais provaveis levando a conducdo de um ion
coincide com aquela anteriormente encontrada pelos calculos de energia livre no equilibrio, ou

seja, partindo do estado mais provavel, e também configuragdo inicial, HFS-CEN, segue:

HFS-CEN < CEN? <> CEN-IN « CEN-CC.

De forma coerente, essa sequéncia de eventos corresponde a 85% do total de
configuracdes amostradas ao longo das 14 simulagdes e sugere que o mecanismo de condugdo a

AV <0 segue uma rota semelhante aquela observada nos estudos a 0 mV.

AV<0 A
bO: 0.03 3:0.01 : 1z 0.33
|

?% <013 3% 0003 o Fs
Q 0.04 IN 012 iC/

0.70 o 0 60

blz0.32

Fie

b2:0.003

3

Figura. 16 Distribuicdo de probabilidades para o estado (Pmy;) e para as transi¢oes entre

1

diferentes estados (Pmn), computadas a partir das distribui¢oes de probabilidades axiais-axiais

(P(z,2') ) em condigbes de hiperpolarizagdo. A probabilidade de se manter no mesmo estado é
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indicado pela seta curva. O mecanismo de permeagdo mais provavel é indicado pela linha

tracejada.

Nas oito simulagdes com potencial eletrostatico positivo (despolarizadas) tanto as
densidades ao longo do eixo z, quanto a distribui¢io de probabilidades P(z,R) para AV >0
estdo essencialmente de acordo com os resultados apresentados para trajetorias hiperpolarizadas
(Figura. 14 e Figura. 15). Diferentemente, a ocupancia idnica total no filtro de seletividade
encontrada ¢ aproximadamente 2,3, sugerindo uma participagcdo mais pronunciada do terceiro ion
no mecanismo de condug¢ao nessa condigao.

P(z,z') para AV>0 recupera o mesmo mecanismo de condugdo antecipado pelo MEP,
a saber:

HFS-CEN « HFS* «> HFS-EX.

Aqui também, tal sequéncia de eventos corresponde a maioria das configuragdes
observadas na totalidade das simula¢des despolarizadas. Particularmente, os trés estados acima
correspondem a 98% de todas as configuragdes observadas. As probabilidades detalhadas de cada

estado e de transi¢do sdo ilustradas abaixo (Figura. 17).
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Figura. 17 Distribui¢do de probabilidades para o estado (Pm;) e probabilidades de transig¢do
(Pmn), computadas a partir das distribuicoes de probabilidades axiais-axiais ( P(z,z')) dos
sistemas despolarizados. Configuragoes compondo o mecanismo de permeagdo mais provavel

sdo demarcadas pela linha tracejada.

IV.5 Contribuicio do Terceiro Na*

Até entdo, focou-se no mecanismo de condugdo envolvendo a participagdo de dois Na".
No entanto, ¢ evidente a partir das trajetorias na Figura. 14 que a participacdo do terceiro ion ndo
pode ser negligenciada. No ambito de avaliar o papel desempenhado por £, calculou-se as
probabilidades condicionais axiais, relacionando a coordenada desse terceiro Na® com um dado
estado representativo do processo de condugdo (i.e., aqueles identificados acima como os mais
provaveis).

Nas trajetérias hiperpolarizadas ( AV <0), observa-se que k ¢ preferencialmente
encontrado na solu¢do extracelular quando i € j estdo nas configuragdes HFS-CEN, CEN? e

CEN-IN. Somente quando o par de ions estd no estado CEN-CC, k ¢ encontrado com uma

53



probabilidade consideravel, 38%, no sitio HFS (vide Figura. 18). Isso equivale a dizer que o
mecanismo de condugdo a AV <0 ¢ fracamente acoplado ao terceiro Na', uma vez que este
participa do evento de condug¢do somente apdés um dos ions previamente no FS ter sido

conduzido.

3:0.87 .-
2:0.04 ' 2:0.03

a0:P=0.07 0:P=0.09 1:P=0.82 P=0.33 2:P=0.12 4:P=0.08 b1:P=0.32

Figura. 18 Contribui¢do do ion k para o mecanismo de conducdo. Probabilidades do estado m;
(P. embaixo) e de transi¢cdo (setas) sdo mostradas para as configuragoes preferenciais
identificadas nas investigacoes com AV>0 (fundo azul) e com AV<0 (fundo verde).
Novamente, somente duas subunidades do filtro de seletividade sdo mostradas. Destacado em

vermelho estdo as probabilidades axiais para o ion k, condicionadas a ocorréncia do estado m;

(P lzlmy) ).(cf. 1IL.7)

Uma situagdo distinta é observada nas trajetdrias despolarizadas. Nesse caso, a
probabilidade de se encontrar k£ no interior do filtro de seletividade, dado que os outros dois ions
estdo no estado HFS-CEN ¢ de 27% e aumenta para mais de 90% (no estado HFS?) até
aproximadamente 100% (HFS-EX) conforme o processo de conducdo prossegue. Esse resultado
constitui uma forte evidéncia de que a AV >0 a condugdo segue um mecanismo envolvendo trés
ions, diferente daquele observado a AV <0 . Nas simulagdes com despolarizagdo, k ¢ requerido

para desencadear a saida de i ou j do filtro.

54



V. Discussao
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V.1 Mecanismo de Conducdo em Canais de Sédio

Embora o NavAb tenha sido cristalizado em presenga de uma solugdo contendo Na®,
nenhum ion foi co-cristalizado no interior do seu filtro de seletividade (Payandeh et al., 2011),
consistente com a baixa afinidade (K4 da ordem de 350 mM) desse canal com ions Na" (Hille,
1975). Mesmo nessas condi¢des, Payandeh e colaboradores identificaram, a partir da estrutura,
quatro camadas de oxigénios provenientes tanto das cadeias principais, quanto das cadeias
laterais dos aminoacidos compondo o filtro de seletividade. Os grupos carbonila e carboxila
reportados encontram-se voltados para o limen do filtro, potencialmente definindo sitios de
ligagdo de cations. Assim, foi proposta a existéncia de trés sitios de ligagdo: HFS (do inglés high
field site), CEN e IN delimitados respectivamente pelos grupos carboxila dos Glu'”’ e pelos
grupos carbonila das Ser'”®; pelos grupos carbonila da Leu'™; e pelos grupos carbonila da Thr'”
de cada uma das quatro subunidades do canal.

Seguida a publicacdo dessa estrutura, um primeiro estudo de DM buscando esclarecer a
estrutura de hidratagdo do Na' no filtro de seletividade de NavAb foi realizado por Carnevale e
colaboradores (Carnevale et al., 2011). Nesse, foi reportado que o filtro de seletividade do canal,
inicialmente hidratado, é espontaneamente populado dois Na'. Ao longo de aproximadamente
150 ns de trajetdria, as densidades axiais-radiais i0nicas computadas mostram que os ions ligam-
se a trés sitios consistentes com a definicio de Payandeh ef al. As maiores ocupancias sdao
observadas nos sitios HFS (deslocados ou alinhados com o eixo axial de simetria) e IN
(alinhado), e em menor escala no sitio CEN (deslocado). Apesar de identificar os sitios de ligagao
antecipados e além disso fornecer informacgdes a respeito da posi¢ao radial dos dois ions no filtro
de seletividade, a afinidade de ligagao ndo pode ser computada.

Pouco depois, outros estudos (Corry and Thomas, 2012; Furini and Domene, 2012; Qiu et
al., 2012) avaliaram o perfil de energia livre ao longo da coordenada axial z referente a
permeacgdo de um Na'. De forma consistente, todos encontraram evidéncias de que o ion se liga
aos sitios HFS e CEN, e quase todos (a exce¢do de Furini ¢ Domene) identificaram IN como
minimo local ou global de energia. Com base na primeira camada de hidratacdo do céation no
interior do FS (i.e., se esta ¢ composta unicamente por moléculas de 4gua, ou se ha a participacgao

de oxigénios provenientes de residuos de aminodcido também), os autores inferiram que no sitio
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HFS o ion ocupa uma posi¢do deslocada em relagdo ao eixo de simetria do poro, uma vez que €

"7 bem como pela Ser'”® e moléculas de dgua. Nos sitios CEN e IN,

coordenado por um dos Glu
os ions mantém sua camada de hidratacdo, sugerindo portanto que estes estdo alinhados com o
eixo z. Apesar da coeréncia entre as posicoes relativas ocupadas pelo ion, os estudos divergem a
respeito da estabilidade em cada um dos sitios de ligacdo encontrados.

Os resultados produzidos no ambito desta dissertacdo ndo so reiteram os sitios ocupados
pelos ions no FS de NavAb, mas também reportam explicitamente suas posicdes radiais, além
das respectivas energias de ligacao. Nao surpreendentemente, a presenca de um ou dois ions no
FS impacta as afinidades ao Na" notadas para cada sitio, ¢ uma comparagdo direta entre esses
estudos ndo ¢ possivel. Ainda assim, ¢ interessante observar os diferentes resultados encontrados
nas duas abordagens. Enquanto estudos com um ion (Corry e Thomas, Furini ¢ Domene e Qiu et
al.) sugerem que este esteja respectivamente fora do eixo, no eixo e no eixo nos sitios HFS, CEN
e IN, investigacdes com dois ions (Carnevale et al. e o presente estudo, Stock ef al.) propdem que
os ions estejam no eixo/fora do eixo, fora do eixo e no eixo nos mesmos sitios. Esta constitui
uma forte evidéncia de que os modos de ligacdo dos ions no filtro de seletividade sao

dependentes do nimero de ions presentes. Uma representacao esquematica dos resultados

obtidos por esses e um outro estudo discutido logo a seguir pode ser vista abaixo (Figura. 19).

L.

Carnevale et al.  Corry e Thomas Furini e Domene Qiu et al. Ulmschneider et al. Stock et al. Kcal.mol
| |

2 ions 1 ion Multiplos fons 2 ions
Figura. 19 Comparagdo entre os sitios de ligacdo encontrados em diferentes estudos com
NavAb e canais relacionados, com sequéncia do filtro TLES. Circulos coloridos indicam as
posicoes axiais-radiais e respectivas energias de ligag¢do (exceto para Carnevale et al., dado
ndo computado) do Na" no filtro de seletividade dos diferentes canais estudados. As regioes de

ocupancia foram determinadas para situagoes em que o FS é habitado por 1 (Corry e Thomas,
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Furini e Domene, e Qiu et al.) ou dois ions (Carnevale et al. e Stock et al.) a 0 mV. Andlises
também foram realizadas para dois ions no FS (Stock et al. e Ulmschneider et al.) na presenca

de AV <0. A4 fim de facilitar a visualiza¢do, apenas uma das subunidades do filtro é mostrada.

A altura das barreiras encontradas por Corry e Thomas, Furini e Domene e Qiu e
colaboradores para o processo de permeacdo de um unico ion através do FS é da ordem de 4 a 6
kcal.mol™. Apesar de ser possivel 0 mecanismo em que um ion sozinho ultrapassa essa barreira, a
ideia mais aceita ¢ a de que o processo de condugdo envolva dois ou mais ions, uma vez que a
repulsdo entre os dois cétions reduziria a barreira para conducao de um dos ions. Um mecanismo
de dois ou mais ions ¢ também sugerido pela ocupacdo espontinea do FS por dois ions
demonstrada em Carnevale et al. ¢ mais recentemente reiterado por Chakrabarti et al., 2013.
Aliado a esse fato, observa-se que a superficie de energia livre axial para 1 Na* de um desses
estudos (Furini ¢ Domene) tem barreira de energia maior do que 8 kcal.mol™ impedindo a saida
do cation para o meio extracelular, reforcando a necessidade da presenca de dois ou mais ions
para viabilizar o processo de conducao. De fato, a presenca de grupos carboxila e carbonila
delineando o filtro de seletividade (quatro por subunidade) racionaliza a possibilidade de ligagao
de multiplos ions.

Frente a esse fato, os estudos de Corry e Thomas e Furini ¢ Domene avaliaram também a
superficie de energia livre axial-axial para o processo de permeagdao envolvendo dois ions e

propuseram a seguinte sequéncia de configuragdes estaveis levando a conducao:
EX-HFS <> HFS? «> HFS-CEN <« HFS-IN <> HFS-CC.

Esse mecanismo ¢ descrito como um knock-on (em alusdo ao mecanismo de condugao de
canais de K") fracamente acoplado, uma vez que um dos ions prossegue enquanto o outro se
mantém essencialmente na mesma posicao. De forma contrastante, no mecanismo knock-on de
canais de K', os dois ions devem se mover simultaneamente.

Tais achados sdo diretamente comparaveis aos resultados obtidos via analise da superficie
de energia livre associada a permeagdo de 2 Na" a OmV, expostos nesta dissertacdo. Segundo a

presente investigacdo, 0 mecanismo acima ¢ um entre os possiveis caminhos seguidos por dois
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ions durante um evento de condugdo no FS (cf. Figura. 12), porém este difere do MEP, EX-HFS
< HFS* < CEN’ < CEN-IN < CEN-CC. Observa-se portanto que essa diferenca de
mecanismos propostos ¢ plausivelmente atribuida ao fato de que os estudos anteriores
exploraram somente uma fragdo de todas as configuragdes acessiveis ao par de ions. A
coordenada de reacdo definida em Corry e Thomas e Furini e Domene abrange —10<z<7 para
um dos ions e 0<z'<15 para o outro, o que permite a sobreposicdo de coordenadas dos ions
somente no sitio HFS ou em coordenadas mais externas. Dessa forma, alguns dos possiveis
mecanismos de condugdo, particularmente envolvendo a dupla ocupancia do sitio CEN, foram
negligenciados. Diferentemente, a coordenada de rea¢do definida em nosso estudo amostra toda a
extensdo de coordenadas axiais e radiais contidas no FS e portanto fornece uma visdo mais
compreensiva da totalidade de configuragdes que contribuem para a permeagdo idnica. Os
mecanismos de conducdo propostos por essas trés investigagdes independentes estdo ilustrados

abaixo na Figura. 20.

OEX-HFS HFS?

o
@) ﬁ
g g ? HFS-CEN
O
CEN-CC CEN-IN CEN? HFS-IN HFS- CC
O~ %69 §¢0° Jk
O Stock et al. Corry e Thomas;

Furini e Domene

o Caminhos de permeacao
Figura. 20 Caminhos de permeacdo identificados nos estudos de Stock et al. e de Corry e

Thomas e Furini e Domene, via andlise das superficies de energia livre axiais-axiais.

Os resultados discutidos até entdo referem-se a aspectos da conducdo de Na" restritos ao
FS e na auséncia de diferencas de potencial eletrostatico. Em um estudo recente, Ulmschneider e
colaboradores (Ulmschneider et al., 2013) empregaram uma abordagem similar a apresentada
para investiga¢do dos eventos de condugdo sob voltagem. Os autores avaliaram a condugao sob

acado de potencias transmembranicos através de toda a extensdo de um canal de s6dio dependente
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de voltagem bacteriano semelhante a NavAb, o NavMs (McCusker et al., 2012), que contém a
mesma sequéncia conservada do filtro de seletividade (TLES). NavMs, assim como NavAb, ¢
um canal i6nico dependente de voltagem e seu poro foi cristalizado na conformagdo aberta,
porém na auséncia dos dominios sensores de voltagem. Dada a instabilidade da conformacao
aberta do dominio do poro na auséncia do DSV ativado (Yifrach and MacKinnon, 2002), a
aplicacdo de forgas externas para assegurar um poro continuamente aberto se faz necessaria no
contexto de simulagdes de DM visando a analise da condugdo ionica. Impostas essas restrigdes
estruturais, o mecanismo de conducdo pode ser avaliado ao longo de todo o caminho de
permeacgao do canal. Diversos eventos de condugdo com diferencas de potencial variando entre
-39 e -665 mV, impostas via aplicacdo de campo elétrico, foram amostrados. Aqui, em média, o
filtro € ocupado por 1,8 ions, refor¢ando os achados publicados em Stock et al. de que a AV <0
aproximadamente dois fons estdo presentes no FS. Além disso, o perfil de energia livre axial
extraido das simulagdes indica a existéncia de cinco sitios de ligagdo (Figura. 19): os ja
destacados HFS, CEN e IN, e dois sitios ndo identificados nos demais estudos, denominados
pelos autores como SO (na entrada extracelular do FS) e S2 (entre HFS e CEN). A analise das
trajetorias e da primeira camada de hidratacdo dos ions no FS revela ainda que nos sitios SO e
HFS ions Na® se ligam de maneira assimétrica em relagdo a z, enquanto que nos demais sitios
(S2, CEN e IN) se mantém alinhados ao eixo de simetria. Com esse trabalho, Ulmschneider e
colaboradores foram capazes de recuperar condutincias para NavMs coerentes com valores
experimentais (aproximadamente 40 pS contra 33 pS medidos experimentalmente),
demonstrando que a principio o dominio do poro sem o dominio sensor de voltagem pode ser
utilizado para se investigar os mecanismos de conducdo através de todo o caminho de
permeagdo. Nesse ponto, ¢ valido mencionar contudo que a aplicagdo de potenciais harmonicos
para assegurar que o poro esteja aberto pode eventualmente restringir rearranjos conformacionais
do canal potencialmente importantes no processo de condugdo. Particularmente no caso do
estudo da condugdo idnica, movimentos com magnitude da ordem de flutuagdes térmicas sdo
comparaveis, por exemplo, as distancias entre &tomos do FS e ions (Allen et al., 2004). Assim,
ressalta-se a importancia da utilizacdo da estrutura completamente aberta-ativada estavel (i.e.,
que nao requer o uso de restrigdes estruturais para se manter na conformacao aberta) de NavAb

empregada em nossas investigacdes do mecanismo de condugio sob aplicacdo de AV.
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Nas simulagdes polarizadas realizadas com a estrutura aberta-ativada de NavAb, uma
andlise restrita aos dois ions inicialmente ligados ao FS mostra que as distribuigdes de
probabilidades axiais-radiais P(z,R) e axiais-axiais P(z,z') marcadamente recuperam os
sitios de ligacdo e as configuragdes estaveis para dois ions identificadas a 0 mV. Ao avaliar a
contribui¢do de um terceiro ion Na" (k) ao andamento do processo de permeagdo, torna-se
evidente que este tem pouca influéncia no mecanismo de condugdo em condigdes
hiperpolarizadas (cf. IV.5). Portanto, de forma geral, ¢ possivel inferir que o mecanismo de
conducdo sob AV <0 segue um percurso envolvendo essencialmente dois ions e se assemelha ao
processo descrito na auséncia de voltagem. Em contrapartida, nas simulagdes despolarizadas, &k
aparenta ter um papel muito mais marcado no desencadeamento do evento de condugao (Figura.
18). Longe de ser um resultado trivial, a assimetria do mecanismo de condug¢ao no canal de sodio
NavAb somente ¢ esclarecida frente a andlise dos excessos de energia livre gerados com a
aplicagdo do potencial transmembranico (cf. IV.3). Como mencionado anteriormente, altas
voltagens influenciam o mecanismo de condugdo gerando um excesso de energia livre. As
diferencas de potencial aplicadas nas trajetorias polarizadas sao da ordem de 600 mV, de forma
que esse excesso tem efeitos pronunciados, produzindo a assimetria observada entre os
mecanismos sob potenciais hiper e despolarizados. Espera-se, no entanto, que em condigdes
fisiologicas, com diferencas de potencial da ordem de +60 mV, ndo haja assimetria e que os

mecanismos sejam semelhantes aquele observado a 0 mV.

V.2 Flexibilidade do Filtro de Seletividade

Um fator potencialmente relevante ndo analisado nesse estudo diz respeito a flexibilidade
do filtro de seletividade. Nas escalas de tempo amostradas, tanto nos estudos com metadindmica,
quanto nas simulacdes com aplicacdo de voltagem, a conformacao do filtro de seletividade se
manteve proxima da conformacdo encontrada na estrutura cristalografica. Assim, a condugao em
conformagodes alternativas, ou mesmo a existéncia dessas conformacdes, ndao foi avaliada.
Contudo, como mencionado acima, alteragdes sutis na estrutura do FS podem ter impactos na

conducdo e diversos estudos tém ponderado o papel da flexibilidade estrutural do filtro de
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seletividade em processos como a condugdo e seletividade de canais i6nicos (Allen et al., 2004;
Bostick and Brooks, 2007, 2010; Noskov et al., 2004; Roux et al., 2011). Nesses trabalhos, ¢
proposto que o FS de canais de K* é uma estrutura dindmica que apresenta flutuagdes estruturais
da ordem de angstroms. Deve-se ressaltar porém que ndo ha consenso a respeito dos fatores
levando a seletividade dos canais de K*. Como mencionado em 1.4, uma variedade de hipoteses,
ndo obrigatoriamente exclusivas, sdo propostas para racionalizar esse fendmeno. Estudos,
empregando campos de forga classicos, conduzidos até o momento com canais de Na" também
sugerem que o filtro de seletividade desses canais apresenta uma consideravel flexibilidade
estrutural (Carnevale et al., 2011; Ulmschneider et al., 2013), em especial visto que ions no
interior do FS sdo parcialmente coordenados pelas cadeias laterais dos residuos Ser e Glu.
Ademais, um trabalho recente (Chakrabarti et al., 2013) propde ainda que alteragdes na

orienta¢do da cadeia lateral dos Glu'”’

constitui um fator importante para o processo de condugao
através do canal NavAb. Nesse sentido, pelo presente estudo ndo ter empregado nenhuma
restri¢do estrutural aos atomos do sistema, o papel da orientacdo das cadeias laterais, bem como a
influéncia da aplicagdo de tensdo transmembranica na orientacdo desses residuos podera ser
posteriormente avaliada.

Outro aspecto interessante se refere ao mecanismo lento de inativagao “tipo C” (ou C-
type inactivation) observado em canais i0nicos. Esse fenomeno foi identificado nos primeiros
estudos de eletrofisiologia, porém caracterizado em detalhes somente mais recentemente. Foi
demonstrada a existéncia de um mecanismo de controle da condugdo idnica, distinto do gate
hidrofébico, localizado no filtro de seletividade de canais seletivos a potassio. Nesse mecanismo,
os grupos carbonila que delineiam o FS sofrem consideraveis mudangas conformacionais ou
tor¢des que persistem por longos periodos de tempo e impedem a condugdo idnica (Bernéche and
Roux, 2005; Domene et al., 2008). Estudos de mutagénese e eletrofisiologia sugerem que canais
de Na" apresentam um mecanismo semelhante ao descrito para canais de K™ (Balser et al., 1996;
Ong et al., 2000; Pavlov et al., 2005). Entretanto, detalhes estruturais com resolucdo atdmica
desse mecanismo ainda s3o desconhecidos. Nesse contexto, ¢ plausivel supor que essa
flexibilidade do FS tenha impacto tdo ou mais relevante ao funcionamento de canais de sddio,

quanto o observado em canais de potdssio. A fim de esclarecer a influéncia de configuracdes

alternativas do FS tanto na conducdo e seletividade, quando nos mecanismos de inativagao,
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novas analises, fazendo uso das estruturas de alta resolugao atualmente disponiveis, ainda devem

ser conduzidas.

V.3 Efeitos de Polarizacao

Nao surpreendentemente, as informagdes extraidas de estudos de dindmica molecular
estdo intrinsecamente condicionadas a descricdo da energia potencial adotada e as escalas de
tempo amostradas. Para a maioria dos sistemas biomoleculares analisados via DM, simulagdes
atomisticas utilizando campos de forga classicos representam o sistema de interesse de forma
satisfatoriamente detalhada, e com um custo computacional pequeno o suficiente para gerar
trajetorias nas escalas de tempo relevantes. Entretanto, um tratamento acurado para processos de
polarizagdo ainda representa um grande desafio. De forma geral, as cargas atomicas consideradas
nos campos de for¢a utilizados em dinamica molecular s3o pontos fixos — i.e. a polarizagdo das
moléculas simuladas ¢ definida na construcdo do sistema, considerando um comportamento
médio. Contudo, a polarizagdo eletrOnica se torna particularmente importante na presenca de
campos locais fortes, como por exemplo no caso de ions confinados ao ambiente do filtro de
seletividade (Bucher and Rothlisberger, 2010; Bucher et al., 2006; Guidoni and Carloni, 2002; Yu
et al.,, 2010). Nesse contexto, ¢ possivel que uma consideracao simplificada desse fenomeno

resulte em descri¢gdes menos precisas dos eventos de conducdo e seletividade em Cls.

De fato, um estudo recente (Fowler et al., 2013) aponta que o campo de for¢a classico ndo
¢ capaz de descrever corretamente a superficie de energia livre associada a conducdo em canais
K". O fato de a investigagdo de Ulmschneider e colaboradores, na qual simulagdes de eventos de
conducgdo a diferentes voltagens foram realizadas, ser capaz de recuperar condutancias medidas
experimentalmente sugere uma boa descricdo do evento de condugdo em canais de Na'.
Possivelmente, tal diferenga resulta do fato de o FS de canais de Na' ser mais amplo,
correlacionado a maior hidratagdo dos ions no interior do FS. Nao obstante, ¢ possivel que
diferentes mecanismos de condugdo levem a valores semelhantes de condutancia e mais estudos

ainda devem ser realizados. Além disso, outro aspecto deve ser ponderado cuidadosamente: o
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estado de protonacdo dos glutamatos do FS desses canais. Observa-se que nas analises realizadas
nesse e demais trabalhos relativos a conducdo através dos canais NavAb e NavMs, os quatro
glutamatos do FS encontram-se desprotonados. Essa escolha ¢ fundamentada no fato de esses
residuos estarem na entrada extracelular do FS e portanto acessiveis ao solvente. Nessa condi¢ao,
espera-se que o seu ponto isoelétrico seja proximo da referéncia 4,5 (relativa ao aminoacido em
solucdo), de forma que em pH neutro este se encontraria negativamente carregado. Entretanto, a

17753 njo deve ser negligenciada.

variedade de estados de protonagdo possiveis para os quatro Glu
Corry e Thomas, por exemplo, consideram também uma situagdo em dois desses glutamatos se
encontram protonados e observam alteragdes nos mecanismos de seletividade reportados.
Estudos envolvendo campos de forga polarizaveis, ou calculos quanticos do tipo QM/MM devem
ser importantes para certificar o estado de protonacdo dos glutamatos, bem como para avaliar em

detalhes o efeito da polarizagao eletronica na condugdo/seletividade i6nica.
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VI. Conclusoes
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Neste trabalho, duas metodologias — metadinamica e simulagdes de dinamica molecular
com aplicagdo de potenciais eletrostaticos transmembranicos, considerando campos de forca
classicos — foram empregadas na investigacdo do mecanismo de conducao de ions sédio no canal
16nico dependente de voltagem bacteriano NavAb. Em sua totalidade, os resultados gerados nos
permitem desprender informacdes a respeito desse processo. Primeiramente, foram identificados
trés sitios de ligacdo ao sodio, HFS, CEN e IN, antecipados desde a resolucdo da estrutura
cristalografica do canal NavAb. fons experimentam uma relativa liberdade de modos de ligagio
no interior do FS devido ao seu didmetro comparativamente mais amplo, em relagdo a por
exemplo canais de K'. Portanto determinou-se também posi¢oes radiais acessiveis em relagao ao
eixo de simetria (z) do caminho de permeacdo do canal. Tanto as afinidades quanto as ocupancias
mensuradas para cada um desses sitios quando o filtro de seletividade ¢ ocupado por dois ions
atesta a proposi¢do de que os Na' se ligam aos sitios HFS, CEN ¢ IN de forma desalinhada ou

alinhados ao eixo axial de simetria, desalinhada e alinhada, respectivamente.(cf. IV.1)

O processo de conducdo pode ser vislumbrado como a alterndncia dos ions entre sitios
favoraveis de ligacdo, resultando no transporte de um dos cations do meio extracelular para a
cavidade central, ou o oposto. Dessa forma, a residéncia combinada de dois ions nesses sitios de
ligacdo revelam uma variedade de configuracdes estdveis que potencialmente contribuem para o
processo de permeagdo. Segundo a presente andlise, o caminho de minima energia livre
calculado a 0 mV incorpora cinco dessas configura¢des, sugerindo que a conducdo ocorre

preferencialmente na forma: EX-HFS «» HFS? <> HFS-CEN «» CEN? <> CEN-IN <> CEN-CC.

Simulagdes sob influéncia de potencial eletrostatico transmembranico revelam que em
condi¢des hiperpolarizadas, 0 mesmo mecanismo com dois ions explicitado acima descreve o
caminho preferencialmente seguido nos eventos de condugdo amostrados. De forma contrastante,
em condi¢des de despolarizacdo, o mecanismo mais provavel parece ser um envolvendo ndo

dois, mas trés cations que se movem de forma coerente, porém ndo completamente acoplados.

Dada a relevancia da compreensdo dos mecanismos que subsidiam o funcionamento de
Cls, e particularmente canais de Na', desde a resolucdo da primeira estrutura cristalografica de
canal de s6dio, em 2011, diversos grupos independentes abordaram concomitantemente a questao

da condugdo i0nica nesses canais. O presente trabalho e o desses grupos, apesar de versarem
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sobre o mesmo tema, sobrepdem-se em poucos aspectos. Dessa maneira, lacunas deixadas por

esses estudos foram aqui preenchidas, bem como aspectos inéditos revelados.

Adicionalmente, ainda que os resultados aqui apresentados tenham sido desenvolvidos
em um canal i6nico dependente de voltagem, o poro e o DSV constituem dominios
independentes, tanto estrutural quanto funcionalmente (McCusker et al., 2011; Shaya et al.,
2011). Assim, espera-se que as conclusdes retiradas desse estudo sejam validas também para

demais canais dependentes de voltagem ou ndo, cuja estrutura seja semelhante a do NavAb.
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VII. Perspectivas
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Apesar de caracterizagcdes bioquimicas, biofisicas e eletrofisiologicas de canais de sodio,
a até entdo recente escassez de dados estruturais e dindmicos em nivel atomico dificultou o
avanco de topicos fundamentais, como mecanismos de ativagdo, mecanismos de conducio,
defini¢do dos determinantes da seletividade i6nica, mecanismos de modulacdo por moléculas
agonistas e antagonistas, etc. Nesse contexto, ¢ evidente que novas pesquisas se fazem
necessarias para o esclarecimento dessas e demais questdes relevantes para a compreensdao do

complexo assunto que ¢ o funcionamento de canais i0nicos.

VII.1 Mecanismo de Seletividade

Entre as questdes que ainda devem ser investigadas a fim de melhor caracterizar as
estruturas ¢ modos de funcionamento de canais idnicos, destaca-se o mecanismo que resulta na
discriminacdo dos ions atravessando essas proteinas. Nos trabalhos de Corry e Thomas (Corry
and Thomas, 2012) e Furini e Domene (Furini and Domene, 2012), os autores reportam o perfil
de energia livre relativo a permeagdo de um ou dois K* através do filtro de seletividade de
NavAb. Segundo evidenciado por esses estudos, ions K" podem se ligar aos mesmos sitios HFS,
CEN e IN identificados para ions Na". Entretanto, K* deve atravessar uma barreira de energia
livre 3 kcal.mol” maior do que a atravessada por Na” entre os sitios HFS ¢ CEN. Essa regido é
definida pelo plano formado pelas cadeias laterais dos Glu'”’, também a mais constrita do FS. Na
travessia de ions Na“, ha um minimo local de energia entre esses sitios, inexistente no perfil de
energia livre da condugdo de K. Uma analise mais detalhada das trajetorias sugere o motivo
desse contraste: ambos ions mantém seu nimero de coordenacdo aproximadamente constante ao
longo da travessia (principalmente moléculas de 4gua, mas também oxigénios da proteina),
entretanto ions K" nd3o conseguem atravessar na geometria preferencial, com moléculas de agua
alinhadas ao plano de Glu'”’.(Figura. 21) Ainda segundo esse estudo, é proposto que a remogao
das cargas das cadeias laterais dos glutamatos elimina a seletividade observada (Corry and
Thomas, 2012). Sabidamente, no entanto, simulagdes empregando campos de forca classicos
sequer sao capazes de recuperar o numero de hidratagdo para ions Na™ ¢ K™ em solugdo, o que

levanta dividas a respeito da hipotese proposta para a seletividade dos canais de Na'.(Ansell et
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al., 2006; Varma and Rempe, 2006) Deve-se notar ainda que a mesma ressalva a respeito da

coordenada de reacdo incompleta (cf. V.1) deve ser feita também para essas analises.

A fim de esclarecer o papel da camada de coordenagdo, bem como do estado de
protonacao dos residuos do filtro de seletividade, na geragao de seletividade, propde-se investigar
diferentes estruturas de hidratagdo via metodologias ab initio ou métodos hibridos de mecanica
quantica e mecanica classica (QM/MM). Em vista das limitacdes do campo de forga classico na
descri¢ao de graus de liberdade eletronicos (discutidas anteriormente, cf. V.3), uma analise mais
completa considerando efeitos de polarizagao, por exemplo, fornece uma perspectiva mais

acurada do processo de condugdo e seletividade.

AG [kcal.mol™]

HFS CEN

Figura. 21 Potencial mecanismo de seletividade em canais de Na* levantado por Corry e
Thomas. Nesse mecanismo, é proposto que a coordenagdo de ions K* em uma geometria
desfavoravel entre os sitios HF'S e CEN resulta na desestabiliza¢do da configuragdo, explicando

a seletividade de Na* em detrimento de K.
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VII.2 Relacio com Demais Canais Ionicos — K*, Ca™ e canais de Na" eucariotos

Mesmo na fase inicial em que se encontra a caracterizagdo estrutural de canais de Na”,
uma comparagao entre os mecanismos ja bem caracterizados para canais de potassio e as novas
descobertas relativas a canais de sodio, bem como diferengas nas sequéncias de aminoécidos
desses canais (Yu et al., 2005), sugerem que desde muito cedo na historia evolutiva dos Cls, pelo
menos dois mecanismos essencialmente divergentes surgiram a fim de racionalizar o transporte
dessas duas espécies idnicas. Em contrapartida, canais seletivos a Ca"™ parecem ter mais
caracteristicas em comum com os canais de Na'. Apesar da evidente diferenga entre os ions
permitidos a atravessar cada um desses canais, andlises de sequéncias e estudos de mutagénese
sugerem que canais de Na" e de Ca™ possuem filtros de seletividade com arquiteturas
semelhantes (Favre et al., 1996; Heinemann et al., 1992; Tang et al., 1993; Yu et al., 2005). Como
suporte, foi demonstrado que canais de Na" podem ter sua seletividade convertida a Ca™ com
apenas uma mutac¢do pontual (Heinemann et al., 1992; Yue et al., 2002). Conversivelmente, a
substitui¢do de um tnico residuo no FS do canal de célcio, o torna permeével a ions Na" (Tang et
al., 1993). Assim, ¢ possivel supor que as investigagdes a respeito de canais de Na® podem
também servir ao propdsito de fornecer informagdes a respeito da muito menos caracterizada
familia de canais de Ca™.

Contudo, uma importante ressalva deve feita. Canais de Na® bacterianos diferem em
diversos aspectos e sdo consideravelmente mais simples do que canais de sédio eucarioticos.
Enquanto aqueles sdao formados por quatro subunidades idénticas, estes sdo formados por uma
unica cadeia e os dominios homologos apresentam diferengas de sequéncia. Além disso, uma
diferenga fundamental ¢ observada no filtro de seletividade: em substituicdo ao plano de
glutamatos caracteristico de canais de Na' bacterianos, a regido mais estreita do FS de canais de
Na" eucarioticos possui um anel assimétrico com a sequéncia DEKA (Heinemann et al., 1992;
Kim et al., 1993). Apesar do avanco representado pela cristalizagdo das estruturas de Navs
procarioticos, as divergéncias mencionadas acima tornam a comparacdo direta entre achados
entre canais procarioticos e eucarioticos uma tarefa desafiante. Estudos recentes t€ém avangado
nesse sentido ao modelar o filtro de seletividade do canal de s6dio eucarioto Navl, com base na

estrutura do NavAb, e ao recuperar a ligagdo do canal modelado com toxinas que
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conhecidamente se ligam ao Nav1 (Tikhonov and Zhorov, 2012).

VI1I1.3 Modelos Mais Seletivos

Ainda no contexto da seletividade ionica em Cls, enquanto a abordagem acima (VIL.1) ¢
capaz de fornecer esclarecimentos sobre os mecanismos subjacentes, uma analise quantitativa
explicita da seletividade de determinado canal s6 pode ser alcangada a partir dos valores de
condutancia para as diferentes espécies i0nicas avaliadas. Ulmschneider e colaboradores
analisaram em suas simulag¢des, além de ions Na“, eventos de conduc¢ido de ions K* através do
canal de s6dio NavMs, na escala de ps. Os valores de corrente i0nica extraidos dessas simulagdes
indicam uma razdo Ix,'/Ix" de aproximadamente 3 a 6. Tais valores sdo consideravelmente mais
baixos do que os observados para canais de K™ ou mesmo para canais de sodio eucariotos (Favre
et al., 1996). Assim, ¢ possivel inferir que canais cujas estruturas sdo atualmente conhecidas sao
pouco seletivos. Segue portanto um questionamento razoavel referente a relevancia ou adequagao
do uso de tais canais bacterianos para se compreender o fendmeno da seletividade em canais de

Na' mais seletivos.

Diante desse fato, uma possivel abordagem fundamenta-se na insercdo de modificagdes
que tornem os filtros de seletividade mais seletivos a Na', naturalmente acompanhada da analise
dos mecanismos responsaveis pela aquisi¢do dessa seletividade. Nesse sentido, uma estratégia
promissora consiste na incorporacdo da sequéncia de residuos DEKA presente em canais
eucariotos no arcabouco estrutural de NavAb/NavMs. Investigagdes tém realizado esforgos para
atingir esse objetivo (Tikhonov and Zhorov, 2012; Xia et al., 2013), entretanto esta ndo ¢ uma
tarefa trivial em vista da participacdo das cadeias laterais dos residuos de aminodcido no filtro de
seletividade. Enquanto canais de sddio procariotos apresentam um anel de glutamatos (EEEE) na
regido mais externa do filtro, canais eucariotos possuem a assimétrica sequéncia DEKA. Embora,
como discutido acima, as perspectivas sejam otimistas, de fato tais diferengas entre canais de

sodio eucariotos e procariotos impdem um maior desafio para modelagem desse FS.
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VII.4 Modelo Cinético e Componentes da Superficie de Energia Livre

No presente trabalho, os eventos de condugdo amostrados via DM com imposicao de
diferencga de potencial foram gerados somente para um valor de voltagem, de forma que nao foi
possivel recuperar valores de condutancia diretamente a partir das taxas de condug@o observadas.
Apesar de uma abordagem envolvendo extensas simulacdes a diferentes voltagens ser a principio
adequada para se recuperar valores de condutancia (Ulmschneider et al., 2013), o excessivo custo
computacional associado a amostragem exaustiva de eventos de condugdo limita sua
aplicabilidade. Particularmente sob a influéncia de potenciais eletrostaticos transmembranicos
menos elevados, coerentes com valores fisiologicos, o tempo requerido para amostrar
satisfatoriamente o espaco de fase se torna proibitivo. Em um contexto de producao de modelos
de filtro de seletividade seletivos a Na“, metodologias menos onerosas, computacionalmente, sdo
fundamentais. Propde-se portanto que modelos cinéticos, como teoria do estado de transigao, por
exemplo podem ser capazes de computar as taxas de conducdo a partir das alturas das barreiras
observadas nas superficies de energia livre e assim avaliar a condutancia e seletividade dessas
construgdes. Além disso, sistemas mais simples, contendo por exemplo apenas o filtro de
seletividade do CI, também sdo alternativas para se reduzir o custo computacional e possibilitar a
utilizagdo de descrigdes mais acuradas do sistema (e.g.: campos de forca polarizaveis ou céalculos
ab initio).

Ainda com o objetivo de explorar em detalhes os mecanismos moleculares que regulam
os eventos de condugdo e/ou seletividade ¢ interessante analisar cada um dos componentes da
superficie de energia livre separadamente. Decompor a superficie de energia livre nos permite
avaliar que componentes dessa energia, se algum em especial, contribuem mais
significativamente para o processo. Como suporte, observa-se que em um estudo envolvendo
modelos simplificados de canais, Portella e colaboradores puderam decompor as contribui¢cdes
entalpicas e entropicas da energia livre e portanto determinar a origem das barreiras energéticas

observadas.(Portella et al., 2008)
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VIIL.5 Modulaciao de Canais de Sodio

Outro topico extremamente relevante que deve ser abordado nas proximas pesquisas diz
respeito a modulagdo de canais 16nicos pela interagdo com ligantes, como toxinas ¢ anestésicos.
Torna-se particularmente interessante investigar o efeito desses ligantes em canais de Na’
dependentes de voltagem pois eles sdo responsaveis pela geracao do potencial de acdo de células
excitaveis. Além disso, uma maior diversidade de moléculas moduladoras parecem se ligar a
canais de Na" do que a canais de K" (Catterall et al., 2007). Uma classe de moléculas
particularmente interessante a ser investigada sdo os anestésicos. Apesar de extensamente
empregados, pouco se sabe a respeito dos alvos moleculares ¢ mecanismos de acdo de
anestésicos gerais e locais. Foi demonstrado anteriormente que um canal procarioto relacionado a
NavAb, o NaChBac (de Bacillus halodurans) € inibido por concentragdes clinicas de isoflurano
(Ouyang et al., 2007). Em um estudo mais recente, mecanismos de acdo também foram propostos
para um modelo estrutural desse mesmo canal (Raju et al., 2013). Nesse contexto, a estrutura
cristalografica do canais i6nico NavAb, ¢ demais estruturas de canais de Na' recentemente
cristalizadas, devem ser extremamente uteis na investigacdo da agdo tanto de anestésicos gerais,

quanto locais no funcionamento dos canais i0nicos.

VII.6 Canais Ionicos e Nanotecnologia

Finalmente, canais i6nicos tém a surpreendente capacidade de selecionar cations
extremamente similares, conduzi-los a altissimas taxa, bem como ser regulados por fatores
externos (como voltagem ou pH, por exemplo). Tais propriedades t€ém inspirado a produgdo de
novas tecnologias biomiméticas. Em um estudo computacional recente (He et al., 2013), os
autores projetaram nanoporos de grafeno inspirados nas propriedades de canais i0nicos. Ao
contrario das proteinas de membrana que geralmente perdem sua fung¢do uma vez que retiradas
do ambiente bioldgico, nanoporos sintéticos possuem uma aplicabilidade em uma gama muito

maior de ambientes. Além de fornecer informacgdes a respeito dos mecanismos de seletividade
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relevantes para os sistemas bioldgicos, a producdo de nanoporos sintéticos seletivos tém a
perspectiva de ser amplamente aplicada na nanobiotecnologia. Potenciais aplicagdes desses
nanoporos sintéticos, segundo os autores, variam de sensores de ions e nano-aparelhos regulados
por pequenas variacdes de voltagem a dispositivos para dessalinizacdo da agua e producao de
diagnosticos. Tais aplicagdes nanotecnoldgicas e demais perspectivas aqui apresentadas sdo um
testemunho a favor da relevancia do estudo de canais i6nicos e a respeito das potenciais

implicacdes desses estudos.
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ABSTRACT: The crystal structure of NavAb, a bacterial
voltage gated Na' channel, exhibits a selectivity filter (SF)
wider than that of K* channels. This new structure provides
the opportunity to explore the mechanism of conduction and
help rationalize its selectivity for sodium. Recent molecular
dynamics (MD) simulations of single- and two-ion permeation
processes have revealed that a partially hydrated Na*
permeates the channel by exploring three SF binding sites
while being loosely coupled to other ions and/or water
molecules; a finding that differs significantly from the behavior

MINIMUM FREE ENERGY
~ PATHWAY

AT

Fqi ™ 3 %
-
.. Fd’i 3&“‘3’;.—3"1

HFS
FCEN

[eSTTR E5
I'I S ]

of K* selective channels. Herein, we present results derived from a combination of metadynamics and voltage-biased MD
simulations that throws more light on the nature of the Na* conduction mechanism. Conduction under 0 mV bias explores
several distinct pathways involving the binding of two ions to three possible SF sites. While these pathways are very similar to
those observed in the presence of a negative potential (inward conduction), a completely different mechanism operates for

outward conduction at positive potentials.

he functional viability of biological ion channels relies on
their ability to conduct ions at a near-diffusion-limited rate
as well as to discriminate between ionic species. These
attributes are crucial for a variety of biological functions,
including the propagation of nervous impulses, the control of
osmotic pressure, and cellular contraction." This remarkable
behavior rests on the unique attributes of the structural motifs
constituting their respective selectivity filters (SFs). Indeed, the
presence of several polar/charged residues favors the partial
desolvation of cations thereby ensuring a fast kinetics of
permeation through the constricted region of the SF lumen.”
Strikingly, similar ionic species can show permeation rates
differing by, at least, 2 or 3 orders of magnitude. In general,
passage of ions through the hydrophilic lumen of channels
relies on a dynamic process of binding/dissociation to/from
favorable SF binding sites. Subtle differences in the free-energy
(FE) landscape describing this process for different ions results
in significantly different permeation rates, providing a possible
rationalization of selectivity.” To date, the mechanism of ionic
conduction and selectivity operating in K" selective channels
has been well characterized, as described extensively in recent
reviews.>
The atomic structure of NavAb, a bacterial voltage-gated Na*
channel, was reported recently.” This finding enables a deeper
understanding of the function of the Nav family and the closely
related Cav channels. Indeed, NavAb is one of the possible
ancestors of the large family of vertebrate Nav and Cav
channels,® providing us with a working model to characterize
the molecular mechanisms underlying ionic conduction in a
Na" selective channel. In contrast to the case of K* channels,
the structure of the NavAb SF, formed by a tetrameric

W ACS Publications  © Xxxx American Chemical Society

arrangement of the conserved sequence TLESWAS, features a
pore 15 A long that is large enough to accommodate a fully
solvated cation (Figure 1A). The SF structure of NavAb
exhibits a complex architecture formed by four layers of pore-
lining oxygen ligands defining three putative sites for Na*
binding, HFS, CEN, and IN, respectively, as originally
envisioned by Payandeh et al.” The outermost site (HES) is
formed by the four negatively charged carboxyl groups
involving the Glul77 side-chains and the hydroxyl groups of
Ser178, whereas the other two sites, CEN and IN, are lined by
the carbonyl groups of Leul76 and Thrl75, respectively. The
picture that emerged from K* channels of a r1%1d environment
mimicking the first aqueous solvation shell” seems to be
inappropriate for Na" channels, and most importantly, it is
unable to rationalize selectivity.

Shortly after publication of the NavAb structure, several
groups investigated independently the conduction mechanism
of Na* across the SF of NavAb via MD simulations.'®”"?
Studies relying on calculations of the potential of mean force
(PMF) along the SF axis of symmetry (axial PMF) for a single
Na" indicated that a single ion can bind the NavAb filter at sites
HES, CEN, and IN, providing support to the hypotheses of
Payandeh et al.''™'® As estimated from the axial PMFs, free-
energy barriers in the range of 3—5 kcal/mol limit the diffusion
of a single Na* through the SF of NavAb."' ™" Although it may
be possible for a single ion to overcome such an energy barrier,
axial—axial PMF calculations for two Na' ions support the
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Figure 1. Binding of two Na* ions in the NavAb SF. (A) Available SF sites are: the external medium (EX); the central cavity (CC); plus the volumes
enclosed by the ring of Glul77 carboxyls and Ser178 carbonyls (HFS); the carbonyls of Leul76 (CEN) and Thr175 (IN). (B) Axial and (C) radial-
axial FE plots for Na* within the SF, highlighting three major binding sites, HFS (jointly off- and on-axis of symmetry), CEN (off-axis), and IN on-
axis. Panels D—F are the conditional radial-axial FE surfaces describing the stability of a configuration with one ion at position (R, z) given that the
other one is in site HES (D), CEN (E), and IN (F), respectively. These surfaces reveal five local minima: HFS? (0), HFS-CEN (1), CEN? (2), HFS-

IN (3), and CEN-IN (4). All FEs are in kcal/mol.

notion that conduction through NavAb involves the partic-
ipation of an additional ion,""'* which is consistent with results
by Carnevale et al. showing spontaneous SF occupation by two
ions.'® Thus, the emerging view to the conduction process is
that of a SF preferentially occupied by two ions, which can
switch between different configurations through a loosely
coupled mechanism,""'> which is decoupled from water
transport across the filter.'® In spite of few inconsequential
structural differences, this picture seems also to apply also to
NavRh.'*

Although the general features of conduction have been
revealed, some questions remain unanswered. For instance, the
binding affinity of Na* for each site when the SF is occupied by
two ions remains unclear. Furthermore, the relative stability of
all configurations accessible to a pair of SF-bound ions has not
been characterized yet. Indeed, as discussed in details below,
only a small fraction of two-ion configurations is present in the
free-energy surfaces (FES) reported in the earlier works,'
and therefore other potentially viable pathways of conduction
were not sampled. Furthermore, the effect of the trans-
membrane potential on the conduction mechanism was
explored only for the case of permeation of a single ion."* To
shed light on these issues, we first characterize the relative
stability of all configurations of a pair of Na* ions bound to the
SE and then analyze the events underlying Na" translocation
through the SF by employing nonequilibrium, voltage-driven
MD simulations on the open-state structure of NavAb.'®
Importantly, the availability of a structural model of the open
channel allows the study of conduction throughout the entire
extension of the permeation pathway. In this fashion, subtle

details of the process are revealed that were not evident in
earlier studies based on the structure of the closed channel. The
present study builds on insights from earlier computational
investigations. Although there is overall consistency with the
previous works, our picture of Na* conduction uncovers several
previously unnoticed features.

Bl RESULTS AND DISCUSSION

Two-lon Conduction Mechanism on 4D Free-Energy
Surfaces. Based on the X-ray structure of NavAb, we
characterized the stability of all configurations of a pair of
Na" bound to the SF and inferred the most probable
conduction mechanism. For this purpose, metadynamics'®"”
was used to compute the FE as a function of the position of two
ions. Two variables were chosen to locate the position of each
ion: the distance along the SF axis of symmetry from the
geometrical center of the Glul77 Ca residues (axial coordinate,
z), and the distance from this axis (radial coordinate, R). The
resulting 4-D FES was analyzed along several different
subspaces by computing the corresponding marginal proba-
bility distribution functions.

The PMF as a function of the z coordinate of one ion
(irrespective of its identity) shows consistently the anticipated
picture of three binding sites HFS, CEN, and IN for 0 < z <
4.5, —3.25 <z < 0,and —5.75 < z < —3.25, respectively (Figure
1). Sites HFS and CEN have similar energies (binding energies
of ~6 kcal/mol), whereas site IN (binding energy of ~3 kcal/
mol) corresponds to a less stable local minimum along z. When
the FES is considered as a function of the z—R coordinates of
one ion, one recovers the radial position of these sites. The
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Figure 2. Two-ion conduction mechanism. (A) Symmetrized projection of 4-D free energy (kcal/mol) profile onto the two-ion axial—axial subspace,
G(z, z'). (B) Five stable states (0 to 4) plus entry (a0, al) and exit (b0, b1) configurations of two indistinguishable Na* ions along the SF symmetry
axis. The FE and barriers for the forward and backward transitions are reported in black and green, respectively. The PMF is highlighted in red.

HES site spans the entire range of radial distances, where a
partially dehydrated ion binds to one or two Glul77-carboxyl
groups. The CEN site is located off-axis, with the ion partially
dehydrated and in close contact with one or two Leul76-
carbonyl groups. The IN site lies close to the central axis,
indicating that in this case the permeating ion retains its entire
solvation shell. While validating the site positions previously
reported by Carnevale et al,'’ these FES provide further the
binding energy of the ion in each site when two Na* occupy the
filter. Note that the PMF results contrast with those obtained
for a singly occupied SF, thereby highlighting the binding
dependence with the number of SF-resident ions. For a singly
occupied SF, all previous studies reported that, although a
partially desolvated Na* sits off-axis at HFS by sticking to
Glul77-carboxyl oxygens, a fully hydrated ion sits on-axis at
sitest CEN and IN, respectively. However, these studies
provided a less consistent descrigtion of the relative stability
of the different binding sites."' ™"

To better characterize the FE of all of the configurations
accessible to two ions, we computed the z—R probability
density functions for one ion conditioned on the position of the
other one (Figure 1). Specifically, we considered three different
probability density functions corresponding to configurations
with one ion bound to HES, CEN, or IN (hereafter, we use the
superscript “2” to denote double occupancy of a site). The FES
reveal five local minima: two deep ones (HFS-CEN and CEN?)
with free energy ~—12.5 kcal/mol and three shallower ones
(HFS?, HFS-IN and CEN-IN with free-energy ~—7 to —9

kecal/mol (in ref 12 HFS-CEN was also reported as the most
stable state). Interestingly, the IN? state, ie., a configuration
with double occupancy of the IN site, does not exhibit a free-
energy minimum, resulting from the on-axis location of the site.
Note that these energies do not correspond to binding energies
since the reference state is chosen here as the uppermost
sampled configuration, in contrast to the case of the 1D-PMF
in Figure 1B.

In the context of the 4-D FES, conduction of Na* through
the SF is conceived as a connected path on the energy
landscape joining two terminal states: one ion bound to the SF
and the other one in the external medium (EX) and one ion
bound to the SF and the other in the central cavity (CC),
respectively. Given the directionality of Na® conduction
through the SF, the diffusion process on this surface is best
conveyed by a projection on the subspace spanned by the axial
coordinates of the two indistinguishable ions (Figure 2). When
mapped onto this space, states HFS?, HFS-CEN, CEN?, HFS-
IN, and CEN-IN correspond to different ranges for the two
axial coordinates, with the doubly occupied sites located
approximately along the diagonal. We focus here on inward
conduction but it is worth noting that outward conduction
involves the reverse pathway. Entry to the SF from the EX
occurs mostly through a pathway involving one ion in the HES
site and exit to the CC through a pathway involving one ion
bound in the CEN site. Bridging between these entry and exit
configurations, the presence of five stable states linked to each
other by relatively low free-energy barriers (up to 6 kcal/mol)
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Figure 3. Membrane-polarized MD simulations of NavAb. (A) Trajectories of three Na*: i (yellow), j (orange), and k (red) along the axial direction
(z) under applied depolarization voltage differences (AV > 0). Simulations start with ions j and i positioned, respectively at sites HFS and CEN of
the SF (inset) and proceeds until complete delivery of either ion i or j to the external milieu. Ion k is the nearest external-bulk ion to the SF
participating in the conduction event. The histogram of permeating ions calculated from the MD trajectories shows each of the i, j, and k densities
(p) along the permeation pathway. Note that, the i, j, and k contribute mostly to the total Na*-density (black) into the channel lumen. (B) Idem for
conduction simulations under hyperpolarization conditions (AV < 0). The bulk occupancy of ion “k” in the set of hyper- and depolarized simulations
is shown as an occupancy peak at z = 9.75 A (A) and z = —40.25 A (B), respectively.

entails a plethora of productive pathways. However, the
minimum-energy pathway (MEP), evidenced by a modified
nudged elastic band method (See Methods for further details),
involves sequential passage through four of the five states:
HFS?, HFS-CEN, CEN? and CEN-IN. Interestingly, the
presence of minima along the diagonal of the axial—axial FES
(states HES® and CEN?) ensures that the transport of Na*
through the NavAb SF does not require forcing the preceding
ion to leave: conduction may occur following the same MEP
either through a knock-on or a drive-by mechanism in which
the incoming ion proceeds unimpeded past the bound ion,
stressing the 'loosely coupled’ nature of the mechanism.

The present axial—axial FES can be compared directly with
earlier works by Corry and Thomas'' and Furini and
Domene."” In the latter studies, conduction was reported to
proceed preferentially through the pathway: EX-HFS < HFS?
< HFS-CEN < HFS-IN < HFS-CC. Although we find that
this pathway is one of the most probable (Figure 2), our results
point to a distinct MEP involving double-ion occupancy of SF
sites, i.e., EX-HES <> HFS? < HFS-CEN < CEN? <> CEN-IN
< CEN-CC. This difference stems from the fact that in the
previous studies only a portion of the entire range of possible
axial displacements of the two sodium ions (z and z') was
sampled. In Corry and Thomas'' and Furini and Domene,"?
the two-ion axial—axial FES G(z, z") was computed over —10 <
z <17 and 9 < z' < 2§, with the ion coordinates z and 2z’
overlapping only within the SF region of site HFS and above.
As such, the stability of some of the configurations of a pair of

Na® jons bound to the SF was not determined, leading to a
partial description of the conduction process.

Conduction Mechanism under TM-Voltage Potentials.
In the following, we investigate the inward transport of ions
through NavAb in a series of voltage-driven MD simulations of
the full-length activated-open structure of the channel. Using a
charge-imbalance protocol,'® a (hyperpolarized) potential of
~—600 mV was applied to the NavAb-membrane system in
order to increase the rate of sampling of conduction events over
these runs (cf. methods). Following this protocol, a set of 14
runs, starting with two ions in the SF at the HFS-CEN state,
which according to our results is the global FE minimum at 0
mV, was carried out to sample inward conduction. The voltage-
driven runs spanned a total of ~0.5 ps.

From the simulations, the density profile for Na" along z
features dominant peaks at HFS and CEN, and a small, yet
resolved peak at IN (Figure 3). Further peaks are observed at
EX, central cavity (CC) and activation gate (AG). Analysis of
the number of oxygens in the first-coordination shell (3.1 A
cutoff) of Na* indicates hexa-coordination of the ion along the
permeation pathway; only within the SF the ion is partially
desolvated by SF-lining oxygen ligands. Overall, the axial-radial
probability distribution P(z, R) for Na* in the region of the SF
agrees with the (0 mV) axial-radial FES in that it shows the on/
off-, off-, and on-axis positions of sites HFS, CEN, and IN,
respectively (Figure 1).

Integration of the density profile over the SF shows an
average occupancy of ~1.8 ions in the filter, implying that at
negative voltages, conduction across the filter involves two SF-
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Figure 4. Sodium conduction under depolarized (AV > 0) and hyperpolarized (AV < 0) TM voltage differences. (A) Normalized axial-radial P(z, r)
and (B) axial—axial P(z, z') probability distributions for ion occupancy at the NavAb filter. Both distributions were computed from data shown in
Figure 2; P(z, z') was symmetrized from the data by not distinguishing between ions i and j. (C) State (Ps) and forward/backward transition (Pwm)
probabilities for the preferential conduction pathway under applied voltages, AV > 0 (blue) and AV < 0 (green). Starting from HFS-CEN (1),
conduction proceeds inwardly via states CEN? (2), CEN-IN (4), and CEN-CC (b1) or outwardly via states HFS? (0) and HES-EX (a0). For each of
them, Ps was computed by integrating P(z, z') over the domain D = {z, z'} that maps the two-ion state in G(z, z’). Highlighted in red are the axial
probabilities for ion k conditioned on the occupancy of state “s” of the SF-bound ions, P,(zls); here, k is the ion closest to the SF participating in the
conduction events. P,(zls) is presented as the cumulative probability over the axial regions BULK, EX, HFS, and CC. Note that in the case of
hyperpolarized runs, when the SF-bound ions are in the bl configuration, ion k is likely to be found in site HFS suggesting a loose coupling with
release of sodium into the CC, whereas in the case of depolarization conditions, P,(zls), integrated over the CC or SF regions, highlights a strong
coupling between the motion of k and the release of sodium into the bulk region.

bound ions. To characterize this two-ion process and its
coupling to other ions, we focus our analysis on a three-ion ijk
system. As indicated in Figure 3, ions i and j started the
simulations in the filter whereas k is the ion closest to the SF
that participates in the conduction event. Note that, within the
filter and central cavity of the channel, the total-Na" density
results mostly from contributions of these ions. The axial—axial
probability distribution P(z, z') for the SF-bound ions shows a
total of 8 distinct regions with nonzero probability participating
in the inwardly driven conduction process (Figure 4).
Conduction proceeds preferentially along the MEP determined
from the (0 mV) axial—axial FES, i.., starting from the state
HFES-CEN, ion permeation proceeds sequentially through states
CEN? CEN-IN, and CEN-CC. Indeed, 85% of the total
number of configurations sampled along the trajectories is
observed to be in one of these states and forward transition
probabilities along the path are at least 1 order of magnitude
larger than those relative to alternate routes leading to
conduction, e.g., the pathways ending at states HFS-CC or
IN-CC (cf. Figure S1).

The axial probability distribution function of the ion k
conditioned on the occupancy of each of the states s marking
this pathway, P,(zls), shows that k is mostly located in the bulk
region when the two SF-bound ions are in states HFS-CEN,
CEN?, and CEN-IN (cf. Figure S2). Instead, when the SF-
bound ions are in state CEN-CC, a sizable fraction of
instantaneous configurations show ion k in regions EX and
HFS (21% and 38%, respectively). This demonstrates that the

third ion is engaged in permeation only after one of the
preceding ones has left the SF.

Overall, the results derived from our voltage-biased
simulations through the open channel indicate that, at negative
potentials, inward conduction of Na* through the selectivity
filter of NavAb involves preferentially a two-ion mechanism.
The results from the (AV) probability distributions support the
notion that the latter resembles the process inferred from the
FES (based on the closed channel structure at 0 mV).

Outward Conduction and the Role of a Third lon. In
addition to the inwardly driven MD runs, we investigated
further the outward transport of ions through NavAb in a series
of 8 simulations of the channel under depolarized (AV > 0)
potentials (cf. methods). Although retaining similar features of
the simulations at negative potentials, the depolarized runs
show in contrast, an SF-occupancy of ~2.3 ions implying the
participation of a third ion in outward conduction (Figures 3
and 4). Starting from the state HFS-CEN, permeation of a pair
of ions across the filter follows the same pathway inferred from
the (0 mV) FES, i.e., conduction proceeds essentially through
HFS? and HFS-EX. Note that also in this case the vast majority
(98%) of instantaneous configurations are found to populate
these states. Computation of P(zls) along this pathway
indicates that ion k has a probability of 24% to be located in
the filter when the two SF-bound ions are in the state HFS-
CEN. P(zls) becomes significantly larger (87%) when the
former ions adopt states HFS® and EX-HFS. However, in
contrast to inward conduction, the strong correlations between
the position of k and the SF-bound ions suggests that the
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outwardly driven transport of ions through the open channel
involves a distinct three-ion mechanism, in which a “nudging”
collision with an additional cation is required to trigger outward
conduction. From the available data, the reasons for this
apparent directional asymmetry of the process through the
open channel are unclear and further studies will be required to
shed light on this topic.

B CONCLUSIONS

Two methodologies, metadynamics and voltage-driven MD
simulations, have been harnessed to sample rare Na' ion
channel-crossing events and thereby unravel the conduction
mechanism in the NavAb channel. The combination of binding
two ions into three stable binding sites of the SF (HFS, CEN,
and IN) has revealed five stable configurations. The conduction
mechanism involves jumps between these states and whereas a
plethora of productive pathways are in principle accessible, we
show that most of the permeation events proceed through a
minimum FE pathway involving five FE barrier jumps between
HFS?, HFS-CEN, CEN? and CEN-IN. This two-ion
mechanism can explain the inward conduction of ions through
the open channel at negative potentials, but in contrast, under
positive potentials, outward conduction seems to involve a
distinct three-ion mechanism.

The overall outcome of our work amplifies earlier results that
indicate Na" conduction operates under a distinct mechanism
from K* selective channels.*® The latter involves a single file of
ion and water molecules, which moves coherently when nudged
by a third ion external to the SF thus defining a process
involving a bistable (up—down) throughput cycle of two SF-
bound K" ions.

An important caveat is in order concerning the scope of the
present work. First, the calculations were restricted to the
conformation of the SF observed in the X-ray structure (the
filter structure remains stable in our simulations).” Recent
studies of K' channels have weighed in on the role of
conformational flexibility in determining conduction and
selectivity.'”*° In analogy with K" channels, both MD
trajectories'’ and recent crystal structures of bacterial Na*
channels*' suggest that the SF of NavAb shows a significant
degree of structural heterogeneity, raising the hypothesis that
alternate configurations of the SF may however play a role in
conduction and selectivity. Furthermore, given the position of
Glul77 at the external entrance of the NavAb-SF structure and
thereby its solvent accessibility, the simulation setups relied on
the expectation that the pK, of the side-chain of Glul77 is close
to the reference value for the amino-acid in solution and that
Glul77 is negatively charged at neutral pH. However, several
protonation states are possible for the four titratable side-
chains, which may affect conduction and selectivity in NavAb.
Indeed, as presented by Corry and Thomas,'! there seems to be
an influence of glutamate protonation on the ion occupancy
states of NavAb, suggesting that additional studies are required
to address this topic. Finally, it is interesting to set the body of
results within the broader context of conduction in Na*
selective channels. Translating the results of these simulations
to eukaryotic channels is not straightforward because the
sequence motif of their SF is different. In contrast to K'
channels, ion conduction in Na* channels involves the SF
backbone carbonyls as well as their side-chains, making the
primary structure of key importance.

Elucidating the molecular determinants of conduction and
selectivity is a long-standing goal and involves some of the most

fundamental questions in the field of biophysics. Different
models have been proposed to rationalize these mechanisms,
which emphasize either the different affinity for different
species,”> and/or the ability of sustaining multi-ion concerted
displacements.> The common trait is, however, the assumption
that a well-defined sequence of events underlies conduction.
Therefore, the detailed characterization of the ion conduction
mechanism within the first structurally characterized sodium
selective ion channel holds promise to shed light on the
fascinating general problem of conduction and selectivity in
biological ion channels, and to ultimately contribute with the
key long-term goal of understanding the more complex and
pharmacologically relevant mammalian Nav and Cav channels.

B METHODS

Molecular Dynamics. The MD simulations were carried
out using the program NAMD2.> Langevin dynamics was
applied to keep the temperature (300 K) fixed. The equations
of motion were integrated using a multiple time-step
algorithm.24 Short- and long-range forces were calculated
every 1 and 2 time-steps, respectively, with a time step of 2.0 fs.
Chemical bonds between hydrogen and heavy atoms were
constrained to their equilibrium value. Long-range electrostatic
forces were taken into account using the particle mesh Ewald
(PME) approach.”® The water molecules were described using
the TIP3P model.*® The simulation used the CHARMM?22-
CMAP force field with torsional cross-terms for the protein®”**
and CHARMM?27 for the phospholipids.”® A united-atom
representation was adopted for the acyl chains of the POPC
lipid molecules.”

Equilibrium Simulation of NavAb. In this contribution,
we discuss our previous MD simulations of the reported X-ray
crystal structure of NavAb’ as well as the proposed “fully
activated” open conformation of the channel." Details for the
NavAb modeling and construction of the macromolecular
system can be found in the original papers.'”" Briefly, the
open structure of NavAb, embedded in a fully hydrated lipid
bilayer, was relaxed for ~35 ns bathed in ~100 mM NaCl, at
constant temperature (300 K) and pressure (1 atm), neutral
pH, and with no applied transmembrane (TM) electrostatic
potential. An equilibrium ensemble of membrane-equilibrated
structures of NavAb, generated by sampling every 0.25 ns from
the last 5 ns of the MD trajectory, served as input to a series of
independent simulations exploring the conduction of Na®
through the channel.

Free-Energy Calculations. Since the motion of the ions is
restricted to the SF, we use the X-ray structure of NavAb as an
initial configuration. The 4-D FE profiles for the two ion
permeation events were calculated by metadynamics,'® using
the collective variables module implemented in NAMD."” For
each ion, two reaction coordinates were chosen: the distance
along the pore axis (z-axis) and the radial distance in the plane
normal to this axis, i.e., the (x, y) plane, taking in both cases the
geometrical center, Car of the Glul77 residues as a reference.
The Gaussian height parameter used to bias the metadynamics
runs was 0.3 kcal/mol and the width 0.5 along the z-axis and a
0.25 along the radial dimension, respectively. The space of
explored by the z reaction coordinate was restricted to lie
within the range —10 to +8 A by 100 kcal/mol walls. Also, the
radial reaction coordinates were limited to a 4 A radius by the
same means. Altogether, the duration of the calculation
amounted to 180 ns.
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To project the 4-D FES onto a 2-D space, we first computed
the 4-D probability distribution function at 300 K. From this,
we computed the marginal 2-D probability distribution function
by integrating over the remaining reaction coordinates and
computed therefrom the corresponding FE surface. To recover
the minimum FE path linking two FE minima on the axial—
axial G(z, z') surface, we identified the saddle point by using a
“modified nudged elastic band” method. Specifically, starting
from an initial guess of the string, constituted by a discrete set
of points i on the FE surface, we minimized using a Monte
Carlo algorithm the following energy function:

N-1
E= Y k(- l,) + G(z, 2)
i=1

Here N is the number of points used to describe pathway, k
and [, are two empirical parameters, [;; is the distance between
two consecutive points along the path, and G(z;, z;’) is the FE
at the ith point as a function of the two axial coordinates. Note
that this procedure will favor compact string conformations.
The value of N was chosen in order to sample appropriately the
roughness of the FES.

Simulations of NavAb under Polarized-Membrane
Conditions. To investigate the conduction properties of
NavAb under applied voltages, a “fully activated-open” NavAb
channel"® was simulated under polarized-membrane conditions
using a charge-imbalance protocol.'® In this scheme, the
channel-membrane system is bathed with ~100 mM NaCl, and
air—water interfaces are then created for electrolytes on each
side of the membrane by extending the length of the simulation
box in the direction perpendicular to the membrane. Following
a short equilibration MD run at constant volume, the system is
then simulated under a TM potential imposed by a net-charge
imbalance between the upper and lower electrolytes. Since the
membrane/channel system behaves as a condenser, the
imbalance between the electrolytes creates a potential, AV.
Here, AV is generated by displacing an appropriate number of
Na* ions from the lower to the upper electrolyte (or vice versa),
while keeping the overall concentration of the bulk phases
constant.
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Figure S1. State (P;) and
forward/backward transition (Pym)
probabilities computed from the
normalized axial-axial P(z, Zz')
probability distribution for the set
of depolarized (AV>0) and
hyperpolarized  (AV<0) MD
simulations. Py was computed by
integrating P(z, Zz') over the
domain D = {z, 7'} that maps each
of the two-ion states described in
G(z, 7)) (see Fig. 2).
Representative  microstates  for
each of the sampled states with
non-zero probabilities are
depicted. Given a state “w” at
time t, Pum was simply computed
as the transition probability to
state “m” at time t+At, where
from the simulation trajectories At
=20 ps.
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Figure S2. Axial probability of ion k (red)
conditional on the occupancy of each of the
MEP-states “s” of two SF-bound ions
(yellow), P«(z|s). The MEP states are: HFS-
CEN, CEN?, CEN-IN and CEN-CC for the
simulations under membrane hyperpolarized
conditions (AV<0), and HFS-CEN, HFS?
HFS-EX for the depolarized (AV>0)
simulations. Here, k is the ion closest to the
SF participating on the conduction events
(see Fig. 3). Note that, for the simulations
under AV<O0, P«(z|s) for the external bulk
occupancy of ion “k” is shown as a peak at z
=9.75A.
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ABSTRACT: Because of their remarkable roles in electrical cell signaling, voltage-
gated cation channels (VGCCs) have been the subject of intense investigations and
debate for more than S0 years. Ultimately, the prospective implications of such
studies have an impact on our understanding of the molecular properties of VGCCs
involved in consciousness, anesthesia, and diseases, to mention a few. The following
review aims to summarize our current knowledge of activation of VGCCs by
highlighting major methodological innovations in the field and the breakthroughs
they allowed. Focusing mainly on insights gained through computer simulations,
while acknowledging important experimental findings, we hope to inspire
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experimentalists to benefit from these approaches in the generation of hypotheses and design of experiments. Also, we outline
major future challenges for the field, such as channel modulation, lesser-known receptors, and molecular origins of channel

dysfunctions.

Voltage-gated cation channels (VGCCs) are membrane-
embedded protein pores that assist the flow of selective
ionic species across the cell membrane in response to a voltage
stimulus. It is this property that defines these proteins as the
fundamental molecular devices for diverse electrically mediated
biological processes such as hormone regulation, cellular
secretion, electric signaling in neurons, and contraction in
excitable muscle cells."

VGCCs make up a protein superfamily encompassing
channels selective for Na*, Ca?*, and K*, namely, Nav, Cav,
and Kv, respectively, and those that discriminate only the
cationic nature (HCN). Given their relevance in essential
physiological processes, these channels are encoded by a
substantial number of genes in higher organisms. Mutations in
these channel genes are implicated in several human diseases,
termed channelopathies.” Examples of channelopathies include
hyperexcitability disorders and inheritable diseases such as
epilepsy, cardiac long-QT syndrome, and neuromuscular
diseases. The comprehension of the structure—function inter-
play of VGCCs promises the development of new approaches
for the treatment of channelopathies, particularly by targeting
malfunctioning channels.®

The following overview describes results obtained from a
variety of VGCC structure—function studies, some of which
trace back to early electrophysiology experiments, but centers
on contributions from the computational modeling field. As
such, this review is intended both to highlight successful
methodological innovations in the field of ion channel
molecular dynamics (MD) simulations and to inspire
experimentalists to benefit from these theoretical approaches
in the generation of hypotheses and design of experiments.
Historically, a plethora of experimental data, including high-
resolution X-ray structures and a large set of atomic-level
information gathered from MD simulations, have been made
available for Kv (Shaker) channels,”” thereby making the K*
channel the critical model for investigating the structural basis
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of activation in VGCCs. These structural studies of K* channels
provide an invaluable resource for resolving future challenges in
the field, namely the structural characterization of other
members of the VGCC family, in light of the most recently
determined X-ray structures of prokaryotic voltage-gated Na*
channels.®”® Other appealing questions relate to the structural
basis of inactivation in VGCCs, their modulation by ligands,
including neurotoxins and anesthetics, and their channelopa-
thies and related dysfunctions.

B FUNCTIONAL STUDIES AND ACTIVATION
MODELS OF VGCCS

Ingenious patch—clamp experiments'® were critical in revealing
the activation (opening) of VGCCs as the key voltage-
dependent process by which the channel controls ionic
conduction (Figure 1). At hyperpolarized potentials (V < 0),
VGCCs are preferentially nonconductive resting (closed)
structures. In response to membrane depolarization (V > 0),
VGCCs switch on their active (open) state, exhibiting various
levels of ionic conductance.' The molecular transition from
the resting (closed) state to the active (open) state is known as
the activation gating process of the channel. Although they are
approximately 2 orders of magnitude smaller than ionic
currents (G), the so-called “gating currents” were found to
correspond to a fundamental observable of channel activation,
given their strong voltage dependence and coupling to ionic
currents. Since the pioneering work of Hodgkin and Huxley,
gating currents and, more specifically, gating charges (Q),
corresponding to the time integral of the gating current at a
given voltage, have been measured for a variety of channels, as
discussed extensively in refs 4 and S. Typically, the activation
process gives rise to a total Q of ~12—14 et
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Figure 1. From macroscopic observables to atomistically detailed structures. Excitable cell, represented here by a neuron, with highlighted
membrane-embedded VGCCs and their normalized measured gating (Q) and ionic (G) currents, which originated from reorganization of
membrane-bound charged particles and flow of ions through the channel, respectively. From left to right, the bottom insets depict the VGCC
topology, the channel subunit and tetrameric structure of Kvl.2 and those same structures of NavAb, respectively. Labels are S1-S6 for
transmembrane helices, L for the linker, P for the pore helix, and SF for the selectivity filter.

As revealed by cloning and sequencing experimentsls’16 and

also by recently determined X-ray crystallography structures
(see below), VGCCs are either tetrameric or pseudotetrameric
(Figure 1). The central pore forms from the arrangement of
four transmembrane (TM) domains. Each subunit is composed
of six TM helices, labeled S1—S6. Segments S5 and S6
constitute the central pore domain (PD) and delineate the
pathway for the ionic current. A conserved motif between these
segments forms the selectivity filter (SF), responsible for ion
selectivity. Segments S1—S84, identified as the voltage sensor
domain (VSD), connect to PD via an S4—S5 linker. In this
helical bundle, S4 contains at least four highly conserved
positively charged arginine amino acids, called hereafter R;—R,.

Experiments probing the contribution of the S4 basic
residues to the total Q culminated in the identification of this
charged helix as a critical element in channel activation.*®
Mutations of S4 charged residues have been shown not only to
diminish the associated total Q but also to affect the voltage
dependence of the channel. In these experiments, the
contribution of the S4 basic residues was evaluated by
neutralizing or reversing its positive charges and subsequently
verifying the resulting Q, either directly or indirectly through
the measurement of open pore probability.'*'” The activation
was envisioned to proceed via a complex mechanism involving
VSD motions resulting essentially from S4 movements. Here,
results from a plethora of experimental approaches, including
the substituted cysteine accessibility method,'®'® histidine
scanning,”® fluorescent labeling,*" and second-site suppressor
analysis and disulfide locking,>*~>” converged to show that S4
forms sequential state-dependent salt bridge interactions
throughout its activation path, moving from a more internal
binding site to a more external one.

Although agreeing to identify that S4 “senses” voltage
variations triggering conformational changes that lead to
channel activation, these early studies produced three putative
activation mechanisms by which S4 could transfer Q across the
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low-dielectric membrane.”® The first mechanism termed the
sliding-helix or helical-screw activation model was originally
proposed by Guy and Seerharamulu®® and Catterall®® and later
adapted by other groups.>"** In the model, the S4 charged
residues form sequential ion pairs with acidic residues on the
neighboring S2 and S3 segments. Upon activation, the S4 helix
goes through a large axial pistonlike motion (10—15 A
perpendicular to the membrane plane) crossing a focused,
motionless electric field, while rotating ~180° to the left. In
contrast, the mechanism described by the transporter model of
Bezanilla proposes that hydration of S4 focuses the electric field
within the VSD and activation involves reshaping this intensely
focused field around S4 rather than extensively displacing the
segment across the membrane.>>~>° Under modifications of the
local dielectric environment of S4, a relatively small TM
movement of the S4 charges, accompanied by a rotation and a
possible helical tilt, would suffice to account for the total gating
charges.

In 2003, following the publication of the crystallographic
structure of a Kv channel from the archaeon Aeropyum pernix,
KvAP,*® another model for the activation of VGCCs was
proposed. This model states that S4 and the C-terminal region
of S3, designated S3b, form a “voltage-sensor paddle” that
neighbors the intracellular surface when the channel is closed.
Upon activation, this paddle would move a large distance of
~20 A within the membrane. However, the model was refuted
by many years of contradicting evidence, and it has now been
admitted that the channel may have been crystallized in a non-
native conformation. A revised version of the paddle model,
based on the X-ray crystal of the “paddle chimera” Kvl.2—
Kv2.1 channel,”” proposes that the paddle moves ~15 A
relative to helices S1 and S2, rather than tilting to a horizontal
position. Moreover, a concertina-like transition of S4 from a- to
3,o-helix as it passes through the narrowest region of the VSD is
thought to prevent S4 charges from being exposed to the lipid
membrane, discarding the need for helix twist.

dx.doi.org/10.1021/bi3013017 | Biochemistry 2013, 52, 15011513
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B ACTIVATION OF VGCCS: INSIGHTS FROM MD
STUDIES OF KV CHANNELS

For many years, an improved understanding of VGCC
structure and function was hindered by the scarcity of
atomic-level structural and dynamical data. This limitation is
due primarily to the difficulty of obtaining atomistic structural
data, by either X-ray diffraction, electron microscopy, or nuclear
magnetic resonance (NMR). As evidence, it was only in 2005
that the first and only crystallographic structure of a
mammalian voltage-gated K* channel, the Kv1.2 channel, was
resolved (Figure 1).** The latter, pertaining to the Shaker
family, was crystallized in the open activated state, allowing
researchers to begin to answer essential questions about
VGCCs. At large, the structure reveals a TM-oriented VSD
only loosely attached to the pore, and in opposition to previous
hypotheses, S4 is not shielded from the membrane by a protein
canal but rather faces helices S1-S3 on one side and a lipid
surface on another. Furthermore, the structure depicts the S4—
SS linker as a short a-helical segment lying at the inner
membrane—water interface where, via its atomic contacts with
the S6-crossing helical bundle, the segment bridges S4 to the
main gate region of the channel. The same overall structural
patterns have also been found in the recently determined X-ray
structure of the Kv1.2—Kv2.1 paddle chimera.*’

With the release of the Kv1.2 crystal structure, a number of
efforts employing MD simulations and related methodologies
were performed to characterize activation of the new channel.
As described below, the accuracy with which force fields were
able to reproduce a channel’s properties, such as conduction,
gating motions, and modulation by ligands, is a clear testament
to the competence of the approach in the study of such
complex molecular systems.*

Molecular Dynamics Simulations. The principle of MD
simulations consists simply of generating a trajectory for a finite
set of particles through multiple-time step numerical integration
of classical equations of motion.* The final goal of computing a
MD trajectory is to estimate any thermodynamic property (A)
of an ergodic system in the form of a temporal average 4, ie.,
lim,_,, A; = (A). The potential energy U(r"), characteristic of
an N-particle system, in which ¥ corresponds to the set of N
atomic Cartesian coordinates, is the main function in MD.
U(rN) associated with molecular parameters, obtained via
quantum mechanics and experiments, corresponds to the so-
called force field that accounts for bonded and nonbonded
interactions in the system. In successful approaches,*' ™* the
force field treats these interactions as a single effective potential,
which can be written as

UN) = Dk (r = r)* + D, ko(6 — 6,)*

bond

+ z Z %[l + cos(np — y) ]+

dihedral n

angle

% \12 R*6
j ,| S

T T
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where k, and ry correspond to bond strength and chemical
equilibrium position, respectively; ky and 6, are the angle force
constant and its equilibrium value, respectively; '/,U,, n, and y
are the torsional barrier, its frequency and its phase,
respectively;q; is the partial electric charge of atom i; € is the
dielectric constant; and, finally, R and €; match the parameters
and van der Waals forces for the atomic pairs {ij}, respectively.
In eq 1, bonded interactions are explicitly described by bond,
angle, and dihedral terms.

Briefly, in the method, integration of Newton’s equations is
accomplished for every atom i with an infinitesimal time step ot
on the order of 2 fs. Different schemes for controlling
temperature and pressure can be applied to sample an NPT
ensemble, as a way of simulating experimental conditions. An
infinitesimal Ot is required to ensure energy E conservation
throughout the simulation and comes with the expense of a
substantial computational time. As such, MD simulations are
usually conducted with open source codes*®*’ that scale to
hundreds of processors on high-end parallel platforms for
systems of any size, making it feasible to complete continuous
calculations in a short time. At present, it is possible to perform
hundreds of nanosecond time scale MD simulations for
>200000-atom systems. Nonetheless, a special purpose
machine, named “Anton”, capable of simulating equally large
systems on the millisecond time scale,*® has been recently
designed, expanding the range of issues potentially tackled by
MD simulations.

MD Simulations of the Membrane-Bound Activated
Structure of Kv1.2. One of the first contributions of MD
applied to the study of Kv1.2 activation has derived from
simulations intended for the investigation of the structure of the
open activated state of the channel embedded in the membrane
(Figure 2).**° In these studies, the simulation setup consisted
of Kvl.2 embedded in a fully hydrated phospholipid bilayer.
The protein was simulated either with or without the N-
terminal tetramerization (T1) domain, to simplify the study
system.>’ In these simulations, the VSD was described as an
hourglass-like structure in which water penetrates from the
extra- and intracellular sides exposing S4 charges to the solvent,
consistent with the earlier accessibility and histidine scanning
measurements. MD simulations of the VSD alone®” in the
membrane and NMR experiments further corroborated these
results.> Specific salt bridge interactions between S4 arginines
and neighboring VSD acidic residues and membrane—lgpid
heads were shown to stabilize the domain conformation.*”*° In
detail, R;—R, are exposed to the externally accessible
extracellular milieu, forming salt bridges with the following
binding sites: PO,~ outer membrane layer lipid headgroup and
E!® E?6 and E, respectively; the residues are located in
segments S1, S2, and S2, respectively (Figure 3, top).

Electrostatic Calculations of Kv1.2 Embedded in the
Membrane. The exquisite electric sensitivity of Kv1.2 relies on
a number of intrinsic electrostatic properties related to the
transport of gating charges during activation. In the context of
MD simulations, investigation of such properties has relied
primarily on the accurate computation of the electrostatic
potential arising from the channel charges, ions, and dielectric
properties of the environment. The initial efforts to electro-
statically describe Kv1.2 and related channels®* considered a
continuum mean-field approximation based on the Poisson—
Boltzmann (PB) equation, which assumes that the distribution
of charges in the system is related to the electrostatic potential
according to Boltzmann statistics

dx.doi.org/10.1021/bi3013017 | Biochemistry 2013, 52, 1501—1513
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Figure 2. Structural details and electrostatic properties of Kvl.2
embedded in the membrane. (A) Typical atomistic MD simulation
system of Kvl1.2 embedded in a fully hydrated phospholipid bilayer.
The system contains the channel (orange) with two K* ions (yellow)
in the selectivity filter, 390 lipid molecules (ochre), 36280 solvent
water (red) molecules, and salt in solution (a total of ~150000 atoms).
A black frame highlights the VSD and its hydration structure. (B)
Two-dimensional electrostatic potential map depicting the VSD
environment when no TM potential is applied to the system. Note
that the aqueous (blue) environment of the gating charges (blue
licorice) and acidic residues (red licorice) carried by the VSD (white
ribbons) collapses the electrostatic potential around F*** (white
spheres). (C) Two-dimensional map of the electric field within the
activated VSD structure under a hyperpolarized TM potential. (D)
Electrical distance profile (5,) through the VSD as a function of Z, the
normal to the bilayer.

V-[e()Ve(r)] = EX(N®(r) = —4mp(r) @)
where ®(r) is the electrostatic potential, p(r) is the fixed charge
density, and £(r) and k(r) are the position-dependent dielectric
and ionic screening constants, respectively. Later, three-
dimensional electrostatic potential (EP) maps for the Kv1.2—
membrane system were determined independently by taking
into consideration an MD-generated ensemble of equilibrium
configurations of the channel,* in which every point charge of
the system was explicitly considered to solve Poisson’s equation

VO(r) = —4z ) p(r)
i (3)

where ®(r) and p,(r) are the electrostatic potential and the
charge density at r, respectively. In practice, the point charge
can be approximated by a spherical Gaussian of inverse width o,
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with a typical value of 0.25 A™', which improves efficiency for
computation of eq 3.°

In Kvl.2, the “catalytic center” comprises the amino acid
triad of F?33 (S2), E*® (S2), and D> (S3) that appears to
“catalyze” the transfer of each S4 basic residue across the
membrane field, as indicated by recent mutations with natural
and unnatural amino acids, electrophysiological recordings, and
X-ray crystallography experiments.” In the activated VSD, F*3}
“plugs” the most constricted hydrophobic region of the
construct and disconnects the internally and externally
accessible water crevices. From calculations based on eqs 2
and 3, and applied to Kvl.2, it was demonstrated that a
fundamental consequence of the morphology of these high-
dielectric regions is to collapse the EP within the VSD, favoring
the existence of a focused electric field around the S4 gating
charges (Figure 2). Continuum electrostatic computations were
initially applied to determine the dimensionless fraction of the
membrane voltage V at position r (gbmp), according to a
modified Poisson—Boltzmann (PB-V) equation that accounts
for the effect of transmembrane potential®®

V-[e(Veh, (0] = E()dh,,(r) = ©()] =0 @)
where &(r) and k(r) are the space-dependent dielectric
coeflicient and Debye—Huckel ionic screening factor, respec-
tively, and ©(r) is a Heaviside step function equal to 0 on one
side of the membrane and 1 on the other side. Alternatively,
explicit all-atom calculations®”*® were also considered to

estimate ¢, in the form of the so-called “electrical” distance
5362

0

%= gyt )
that accounts for the degree of coupling between the local
electrostatic potential ¢; at position r of the ith protein charge
and the TM voltage difference V. ¢; was calculated as an
average over an ensemble of n MD-generated system
configurations; ie., ¢; = (l/n)Z;;l CD]-(V), where CI)j(r) is the
electrostatic potential, computed according to eq 3. Taken
together, both types of calculations were required to show
consistently that the membrane voltage profile across the VSD,
$ump(2), is a sigmoidlike function with its steepest part spanning
a narrow TM region (~10—1S A) in the vicinity of the phenyl
center F*** (Figure 2). This major finding confirmed the
existence of a focused electric field within the activated voltage
sensor conformation of Kv1.2.

Modeling the Resting Closed State of Kv1.2. The
activated membrane-equilibrated structure of Kv1.2, along with
ever-increasing computational power and cutting-edge MD
methodologies, has fostered a new generation of in silico
studies, focused on channel deactivation, with the main goal of
characterizing the structure of the deactivated and/or resting
closed state of Kv channels.

Ab Initio Modeling in Combination with MD
Simulations. Rosetta is an ab initio structural modeling
program initially designed for predicting the structure of soluble
proteins but was later adapted to model TM proteins inserted
into the phospholipid environment, founded on statistical
analyses of TM a-helical data sets.”® In the method, a fragment-
based protein structure generation and a scoring function are
combined to predict the structure. Pathak et al. performed the
first effort to build up a molecular model of Kv1.2 in the resting
closed state by successfully using Rosetta in combination with
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Pathak, 2007

Delemotte, 2011

Jensen, 2012 Henrion, 2012

Figure 3. Molecular views of the activated and deactivated VSD structures. S1—S3 are shown as green helices, and S4 is shown as a red helix. The top
structure is the activated VSD conformation from the membrane-equilibrated crystal structure shown in ref 38. The bottom structures are proposed
models for the deactivated state. From left to right, the assessed S4 displacement throughout deactivation was of approximately 8, 15, 15, and 12 A,
respectively. Despite these differences, the measured gating charges for the models agree with the values of 12—14 e estimated for Shaker-like
channels (see refs 12—14). The middle structures are three possible VSD intermediates along the activation pathway as described in ref 58. Notice
the sliding motion involved in the process and the gradual crossing of arginines past F>*,

applied constraints derived from fluorescence scans.** More
recently, in another study employing Rosetta, Henrion et al.
proposed a “C3” resting state model reached via constraints
based on experimentally probed metal ion bridges (Cys—Cd**—
Cys and Cys—Cd**—Glu/Asp) between VSD forming helices of
the Shaker K* channel.%®

Ab initio modeling is a rather low-resolution technique; as a
consequence, it is often followed by MD refinements. In a
subsequent study, Khalili-Araghi et al. utilized the resting state
model developed by Pathak et al. as an input system for
optimization via MD simulations of the channel in an explicit
membrane—solvent environment.* In view of the relatively low
total gating charge identified by Pathak’s early model as
determined in this simulation, further refinements were then
employed to bring S4 to a deeper position within the VSD via
steered molecular dynamics (SMD) simulations. Specifically,
the authors simulated a nonequilibrium process in which a
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biasing potential of the form h[{(t)] = 0.5 X k[A(x,t) — {(£)]*
was used to pull down the S4 charge R, along the reaction
coordinate A(x,t), corresponding to the TM direction. The
biasing potential was coupled to the system with a force
constant k of § kcal mol™" A%, moving according to {() = £(0)
— vt with constant velocity v = 0.5 A/ns. Note that in SMD one
simulates a system with a perturbed Hamiltonian H(x,t) =
Hy(x) + h[£(t)] in which x = x(r,p) specifies the position r and
momentum p of the system and Hy(x) is the original
unperturbed Hamiltonian. This formulation has proven to be
very useful for exploring system dynamics along any given
reaction coordinate, as considered in refs 67 and 68.
Simulations of Kv1.2 under Applied TM Voltage
Differences. The TM electric field is in essence the driving
force for the response of Kvl.2 to membrane polarization.
Accordingly, in one ambitious set of MD studies, simulators
tried to explore the atomic-level time-resolved gating process of
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Kv1.2 under applied TM voltage differences, V.>"**%~7* For a

channel-membrane system, an applied value of V is defined as
the difference ®@,, — @, between the ®(z) values at the
internal and external system electrolytes; here, ®(z) corre-
sponds to the electrostatic potential profile along the
membrane normal, and it is computed as the average of the
electrostatic potential (see eq 3) over the membrane plane p(z)
or as a double integral of the charge distribution of all atoms
averaged over p(z), as ®(z) — ©(0) = /fp(z”) dz” dz’.

In these MD studies, two fundamentally different ap-
proaches, based on an applied external electric field or charge
imbalance protocol, have been employed to reach physiolog-
ically relevant ranges of V. In a system composed of a
membrane of thickness d and bathed by two disconnected bulk
solutions, the experimentally applied voltage results in (i) an
effective zero field in the bulk and (ii) a constant electrical field
E = V/d across the bilayer. For computer simulations, the
electric field E, which will induce the desired range of V; is
generated by applying a force F on every charged atom g; of the
system, in such a way that F = g,E. The effectiveness of this
method has been demonstrated in pioneering simulations of Kv
channels.”® Tt is noteworthy that, because of the use of periodic
boundary conditions (PBC) in MD simulations, the applied
field is rather a function of L,, the box size along Z; i.e., E = V/
L,”*7 More recently, alternative approaches based on charge
imbalance between two disconnected aqueous baths of explicit
electrolytes have also been considered in simulation stud-
ies.”®”” In these schemes, the channel-membrane system is
bathed with explicit Nernst—Planck ion concentrations and V'is
imposed on the system by displacing ions from one aqueous
compartment to the other, while keeping the overall
concentration of the bulk phases constant. Because the system
behaves as a condenser, the generated net charge imbalance g,
between the upper and lower electrolytes, creates V according
to the equation V = qy/AC, in which A and C are the membrane
area and capacitance, respectively. Because of the use of PBC,
special simulation setugs based on a twin lipid bilayer system
with two bulk phases’® or on a reduced system with a single
bilayer and air—water interfaces on both sides of the membrane
have been proposed to impose V via explicit charge
imbalance.””

In response to an applied voltage, MD simulations limited to
time scales of 1 us succeeded in providing insights into early
transition events of the Kvl.2 voltage sensor.””%%7%7% The
applied voltages were scaled up to 6 times larger than
physiological values (~100 mV) to promote a faster response
of the system within accessible simulation time scales. Only
recently, in one specific simulation, reaching extraordinarily
long time scales’' within the range of hundreds of micro-
seconds, the membrane-equilibrated structure of the Kv1.2—
Kv2.1 paddle chimera®” was shown to be fully deactivated
spontaneously in the presence of an applied electric field. The
authors of this study benefited from the special-purpose
machine designed for high-speed MD simulations (see
Molecular Dynamics Simulations). The deactivation process
uncovered by this study followed a complex mechanism
encompassing many VSD transitions occurring on characteristic
time scales, as devised by previous kinetic models describing
the time course of gating currents (Figure 3).787% As formerly
found in another independent study,*®in which the VSD
deactivation was fully uncovered in a voltage-driven MD
simulation combined with SMD, the mechanism was shown to
proceed via a downward motion of the S4 basic residues
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forming sequential and metastable ion pairing with VSD acidic
residues and membrane lipid headgroups. Importantly, these
simulations also described another key structural modification
taking place during deactivation, namely the sequential transfer
of the S4 charges across the catalytic center. Naturally, having
followed the deactivation mechanism of such channels, both
studies from Delemotte et al. and Jensen et al. also proposed
models for the resting state of the channel (see below).

Atomistic Models of the VSD Resting State. There are
at present several proposed molecular models for the
physiologically relevant deactivated or resting closed state of
Kv channels (Figure 3). In the model by Pathak et al,** $4 is
~8 A inwardly positioned relative to its up state; moreover, salt
bridge interactions are thought to be formed between R; and
E*¢ and between R, and E** and D*’, and R, would be
slightly below D**° while being exposed to intracellular water.
The models of Delemotte et al.>* and Jensen et al.”' show a
larger vertical inward displacement of S4 relative to the up state,
ie, ~15 A. In these models, R, is more deeply embedded
within the VSD, satisfying very recent experiments showing its
proximity to the catalytic center F*** (F** in the Kv1.2—Kv2.1
chimera),** and arginines R,—R, are positioned beneath the
phenyl center. The model of Delemotte et al. shows further the
interaction of R, with the lipid PO,™ headgroups. Finally, in the
model by Henrion et al. (C3),% the up—down S4 displacement
is ~12 A, and the salt bridge pairs of R; and E** (E** in
Kvl.2) and R, and E*?® (E** in Kv1.2) above and below the
phenyl center, respectively, are said to be formed in the resting
state. In the same study, another VSD conformation (C4)
thought to be reached solely under enduring hyperpolarized
pulses was further considered to match experimental data. In
C4, S4 is more deeply located within the domain (~17 A),
favoring interactions between R, and E*?, all inward to F**°
(F** in Kv1.2). Importantly, the structures account for much of
the experimental data as suggested by a recent analysis
investigating the consensual nature of some of the available
resting state models.**

Structure-Based Computation of Gating Charges (Q).
To evaluate the structural robustness and gating activation
motions, the aforementioned models were tested against
structure-based gating charge measurements. Distinct theoreti-
cal methods have been developed to compute gating charge Q
associated with the activated open and resting closed
conformations of Kvl1.2. For instance, Khalili-Araghi et al%¢
have used the “Q-route” to quantify Q in the simulation in
which an applied external electric field was used to ensure a
constant V. In this formulation, Q is written simply as Q =
<Qd>R,V - (Qd)A,VrSS where <Qd>R,V and <Qd>A,V are the
ensemble averages of the channel charges in the deactivated
and activated conformational states, respectively

>s,V (6)

where L is the size of the simulation box along the Z axis,
normal to the bilayer, and gq; and Z; are the partial charge of
atom i and its unwrapped coordinate along Z, respectively.
Alternatively, the “direct measurement” was used by Delemotte
et al. to compute Q in the Kvl.2 simulations in which the
charge imbalance protocol was used to apply V:>”°° In this
approach, the charge imbalance across the membrane due to
protein charges in a given conformation is linearly related to V,
so that

N u

Z;
z qiL_z

i=1

<Qd>s,V = <
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qé:rotein(t) — _q(;on(t) + ACV(t) (7)
where g5 "™ and gg™ are the contributions of protein charges

and ions, respectively, to the total charge imbalance go(t) =
g™ (t) + qg™(t), A is the membrane area, and C is the
membrane capacitance, which is constant for the channel—
membrane system86 and amounts to ~0.9 uF/ cm?, as measured
from MD simulations.”” Accordingly, Q associated with two
conformations of the channel, 4, and 4,, can be thus obtained
as

1 rotein rotein
Q= _5[‘15 (4,) - ‘15) (4)] (8)
where g§**"(4,) and g§**“"(4,) are the charge imbalance due
to protein charges in 4, and 4,, respectively. Finally, a more
general and free energy-based approach, the “G-route”,*> was
also used in different publications to make concrete
connections between the models and experi-
ments.50S7S8616266718788 11 this calculation, Q is linked to

the microscopic state of the channel through
AG(AZ’ V) B AG(AU V)
Q= v

©)

where, for each A conformation, AG(4,V) is the excess free
energy of the channel due to the applied voltage. It relates the
conformation of the channel to d)mp(i)

AG(A, V) = G(4, V) = G(4,0) =V ), qiqﬁp(z’)
i (10)

which represents the coupling of the ith channel charge g; to
the transmembrane potential. In practice, for a given
conformation of the channel, qbfnp(i) has been estimated
following different strategies: (i) by means of a continuum
electrostatic approximation based on the Poisson—Boltzmann
equation modified to account for the effect of the trans-
membrane voltage (eq 4),°%" (i) by means of perturbation
MD simulations as the charging free energy of g; at two
different Volt;iges,66’7l’85 and (iii) alternatively in the so-called
“energetic formalism” approach,® a less time-costly computa-
tion of (]ﬁimp(i) that can also be obtained in the form of the
“electrical distance” (eq 5).°"%* It is noteworthy that within the
framework of the Ramo—Schokley theorem, Q could also be
expressed as a function of starting and ending locations of all
particles bearing charges ¢q; and @X(r), which is another
formulation identical to that following egs 9 and 10.*

When tested against experimental estimates of Q measure-
ments for Shaker-like channels (12—14 e), the resting closed
models of Kv1.2 (or the Kv1.2—Kv2.1 paddle chimera) were all
found to be in fine agreement with the experimental
assessments.'>”'* With the Q route and direct measurement,
the formal free energy approach was particularly advantageous,
allowing the identification of several S2—S3 negatively charged
residues along with the S4 basic residues that contribute to the
Kv1.2 gating charges as well as quantification of their specific
contributions to Q. These results are consistent with experi-
ments showing that mutations of the S2—S3 and S4 residues
influence Q.'¥#¢%9=%3

Emerging Picture for VSD Activation. The same general
electric properties determined for the activated open
conformation of Kvl.2 (see above) were also found when
analyzing a resting VSD model,*® suggesting that the electric
field within the domain is not drastically reshaped during its
structural transition. This result was of particular interest, given
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the long-lasting controversy concerning the “static” or
“remodeled” nature of the electric field in VGCCs. Currently,
though not refuting key features of the paddle or transporter
models, i.e., the S3b—S4 forming paddle, hydration of the VSD
and field focalization, the emerging picture from the Kvl.2
structure and its manifold studies depicts major characteristics
of the sliding helix model. Accordingly, S4 moves from 10 to 15
A in the TM direction throughout activation, traversing its own
protein-lined pathway and forming conformation-dependent
salt bridges between its basic residues and neighboring
countercharges.94

Pore Opening and Coupling with the VSD. The
structural studies of Kv channels indicate so far that pore
opening involves transient hydration of the ionic conduction
pathway, allowing the diffusion of ions throughout a hydro-
philic environment, such as that encountered in the open gate
of Kv1.2.*® Here, sophisticated free energy calculations were
integral to the study of the energetics of ion conduction
through the channel. These calculations were made with the
free energy profile or potential of mean force (PMF). The PMF
along any given reaction coordinate A is related to the
equilibrium probability density P(4):

1

G(1) 5 In P(1) + G, (1)
where 7' = kT, G(1) is the free energy of the state defined by a
specific value of 4, and G is a constant. A detailed description
of the vast repertoire of free energy methods in the context of
MD simulations can be found in refs 95 and 96.

In one of the first approaches, Beckstein et al. have used
umbrella sampling with the weighted histogram analysis
method (WHAM) to estimate the G(4) profile for ion
permeation through nanopore models with various radii.”” In
their approach, an external potential of the form U(4) = k/2(4
— A;)?%, typically used in the method, was employed to efficiently
bias the equilibrium distribution of the ion along the
permeation pathway A. In practice, this was done following a
stratification approach by performing several independent
simulations with the ion initially positioned at different 4;
values. From each of these simulations, the WHAM method
was then used to reconstruct the unbiased density P,(1) from
the biased one, with the main goal of combining all P,(1) values
into the equilibrium probability density P(4), from which the
PMF was computed according to eq 11. Later, using MD
simulations and the adaptive-biasing-force (ABF) method,”**’
Treptow and Tarek estimated the PMF of ion conduction
through the more complex activation gate of Kv1.2.'° The
method corresponds to the usual thermodynamic integration
(TI) scheme (eq 12), except for the explicit dependence on the
volume element in generalized coordinates.

d6(4) = < > = —(E),
A (12)

di

The ABF method computes the mean force (F,), at a given
position of A by applying an iterative biasing force F*** that
allows the system to overcome free energy barriers. As the
estimation of (F,), is improved during the simulation, it adapts
to match precisely the free energy barrier, promoting a uniform
sampling by diffusing the system on a flat energy surface. In
their computation, authors have evaluated the PMFs for ion
conduction over a pathway of 27 A, ranging from the
cytoplasmic entrance of the pore to the central cavity of the

ou(r)
oA
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channel, and a stratification of nine windows was adopted to
minimize statistical errors. A homogeneous sampling along the
reaction coordinate, in which at least 20000 values of the force
were collected for averaging, ensured convergence of the PMF.

These free energy calculations showed independently that
narrowing of a hydrophobic gate dehydrates the permeation
pathway, restraining ion diffusion (Figure 4).°71% Computa-

Closed

Figure 4. Pore narrowing and dehydration at the hydrophobic gate
stop the ionic flow. The intrinsic pore gating mechanism acts via
constriction of the hydrophobic gate and leads to dehydration of the
ionic permeation pathway. Abbreviations: HG, hydrophobic gate; SF,
selectivity filter.

tions based on the finite difference Poisson—Boltzmann
equation (eq 2) have pointed out that the free energy barrier
for conduction results from the reaction field energy,
corresponding essentially to a dehydration penalty.’**” The
reaction field energy is the difference between the electrostatic
energies of the channel with the permeating ion and the ion far
away in bulk. Overall, as demonstrated by such structural
studies, hydrophobic gates act as efficient devices in the control
of ion transport. In fact, a number of other ion channels also
present hydrophobic gates: nicotinic receptors,'”" the bacterial
mechanosensitive MscS channel,'”” Ky, channels,'® and
NaChBac.'** Furthermore, hydrophobic gates seem to equip
the channel pore with an intrinsic gating mechanism, qualifying
the construct to operate autonomously. Indeed, recent
microsecond-long MD simulations of rat Kvl.2 showed that,
starting from an open conformation, the pore region may go
through a dewetting transition, followed by channel closing by
means of an intrinsic hydrophobic gating mechanism.'®
Dewetting results from capillary evaporation alternated with
capillary condensation of water within the pore, which is a
common feature of hydrophobic nanopores in general.'*

A major question of how the electrically driven or dewetting-
driven motions of VSD and PD could be joined cooperatively
to generate the open—closed transitions of the entire channel
arises. While easily viewed as two autonomic operating devices,
the pore and the VSD cast a synergistic functional machine. So
far, this matter has been approached via site-directed mutations,
revealin% that the S4—S5 linker residues took part in such a
process.'”’ "' Only recently have long molecular dynamics
simulations provided the very first structural and dynamical
insights on the subject (Figure S). Jensen et al. studied the
deactivation and activation pathways of the Kvl1.2—Kv2.1
paddle chimera channel.”’ As indicated by the simulation,
activation follows a well-described path: starting from a closed
deactivated state, depolarization-driven S4 upward displace-
ments occur along with a final cooperative S4 motion to bring
the S4—SS5 linker to a tense conformation. This tension results
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Figure 5. Schematic representation of the voltage sensor—pore
coupling during K" channel gating, as revealed by the extremely
long molecular dynamics simulation of ref 71.

in perturbation and weakening of the linker—S6 interaction,
permitting, at first, opening of the pore lower gate accompanied
by partial pore hydration; ions then enter the cavity, inducing
progressive rehydration of the conducting pore along with
complete pore opening. The deactivation event follows
somewhat the reverse path: under hyperpolarization, an early
downward movement of S4 precedes pore dewetting and its
subsequent collapse. Only after complete pore closure does
VSD reach a fully down state. Also, the simulation illustrates
that to complete the pore opening process, all four VSDs are
required to be fully activated. Closing, on the other hand, solely
requires rearrangements of a single VSD. Despite the detailed
description of the pathway unveiled for the Kv1.2—Kv2.1
chimera, the matter is still under discussion for other channels
such as KCNQ], for which it is proposed that activation results
from sequential transitions unconditioned to a concerted
motion of all four VSDs.''! KCNQI illustrates the role
sequence diversity may have in generating potentially different
mechanisms between the various channels

B FUTURE DIRECTIONS

After more than 50 years of study and with the aforementioned
models in mind, one major challenge is to place all the
structural and functional data into a unified framework so it can
be applied to other appealing topics.

Toward other VGCCs. In 2011, the X-ray structure of a
voltage-gated sodium channel from the bacterium Arcobacter
butzleri, NavAb, was determined at 2.7 A/° featuring a closed
PD and the four VSDs seemingly activated (Figure 1). The
structure, which was interpreted as being representative of the
pre-open state of the channel, has offered the first high-
resolution structural template available for the investigation of
other much less frequently studied Na* and Ca** channels.
Because of their structural similarity, members of the VGCC
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family are expected to exhibit a voltage sensing and gating
mechanism similar to those discovered in Kvl.2. Large
variations might exist for some specific channels, such as the
HCN channel, for which the S4-mediated process follows an
opposite voltage dependence.''” For NavAb and related
bacterial channels, results from site-directed spin labeling and
EPR spectroscopy support the notion that its voltage sensing
pathway may be highly similar to several K* channels."!
Therefore, established experimental and theoretical approaches
can be applied to characterize the active and resting states of
NavAb and to elucidate the structural similarities and
divergence between them. As described in the following, this
proposition has been strengthened with recent publications.

On the basis of the analysis of disulfide locking of Cys double
mutants, Catterall and co-workers have described an extensive
set of state-dependent interactions between S4 charges and
their countercharged residues in neighboring VSD segments for
the orthologous NaChBac channel. By using the Rosetta
method, authors have combined the set of interactions with
structural data available for related channels, including the
Kv1.2—Kv2.1 chimera and NavAb, to construct structural
models of resting, intermediate, and activated states of
NaChBac.”” In another recent study, Amaral et al. considered
two specific structures of Kv1.2, in the activated open® and
resting closed®® conformations, as guide templates to drive a
series of biased and equilibrium MD simulations that aimed to
explore the activation open pathway of NavAb.''* The biasing
simulations were accomplished by means of target molecular
dynamics (TMD),""® in which a selection of N atoms of the
channel was guided to the reference structures by an applied
potential Uryp = '/,(k/N)[rmsd(t) — rmsd*(t)]? with root-
mean-square deviations rmsd(t) and rmsd*(t) corresponding
to instantaneous and target deviations between structures,
respectively. Specifically, by using a force constant k of 4.5 kcal
mol™" A™* and a velocity of 0.25 A/ns for the target deviation
rmsd*(t), authors have sampled channel conformations
potentially related to the resting closed and activated open
states, a result strongly consistent with the recently published
X-ray crystal structures of the orthologous channels NavRh®
and NavMs.”

In many instances, acquisition of structural data for different
members of the superfamily of K* and Na* channels is highly
desirable and actually required to extend our knowledge on
other appealing topics. In this context, the X-ray structures and
atomistic models available for distinct conformations of Kv1.2,
NavAb, and other channels provide a valuable set of templates
that can be further aided by comparative protein modeling to
built-up models of structurally unknown channels. Consistent
with this notion, homology models for the TM domain of K-
Shaw''® and the VSD of the mammalian Navl.4 channel''”
have been successfully built and recently considered in studying
the regulation and dysfunction of VGCCs (see below). The
success of these approaches templated on Kv1.2 and NavAb
relied on the significant level of sequence similarity shared by
channels within the TM segments.

Structural Details of the Inactivation State. Inactivation
is another voltage-dependent process involving complex
structural rearrangements of VGCCs, ultimately hindering the
passage of ions through the channel. To date, key aspects of
this process have been unveiled for K* channels, indicating that
these rearrangements are described by two main mechanisms: a
fast inactivation occurring on the millisecond time scale and a
slow, or C-type, inactivation occurring under lingering
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depolarized conditions or repetitive firing of potentials. The
fast inactivation relates to the clogging of the intracellular
opening of the pore by the N-terminus of the channel.''®
Metadynamics MD simulations,""® and subsequent experi-
ments,'?° revealed that slow inactivation is achieved through
structural defects in the selectivity filter, leading to unusual
dihedral angle conformations. Whether the hydrophobic gating
mechanism described for the pore of Kvl.2 (see above)
corresponds as well to an intrinsic inactivation mechanism in
Kv channels remains to be validated.

In this regard, much is still unanswered when it comes to
structural details of the inactivation mechanisms of sodium
channels. For the mammalian Nav channels, the fast
inactivation has been shown to occur via a “hinged lid”
mechanism performed by an intracellular inactivation gate that
binds to the mouth of the pore, whereas the slow inactivation is
much more poorly characterized."*' For bacterial Nav channels,
which do not present the mammalian relative inactivation
machinery, a variant inactivation is likely to derive from closure
of the intracellular gate of the main pore,"**7126 which seems to
be similar to the hydrophobic gating mechanism described for
Kv1.2. Indeed, the X-ray structures of NavAb” and NavRh}?
featuring a closed PD, have recently been described as
potentially inactivated structures of the channel. As previously
highlighted, a detailed characterization of fully activated—
inactivated structures, and even the pathway by which the
transition is accomplished, are significant in terms of a more
profound understanding of other fundamental topics such as
conduction and channel modulation by ligands.

Channel Modulation. Another fascinating topic relates to
the modulation of voltage-gated channels (VGCs). This subject
concerns the possibility of investigating how ligands such as
divalent cations, peptides, free sulthydryl modifiers, general and
local anesthetics, and toxins may alter VGCC function. Indeed,
a series of studies have already been, and are still being,
conducted in this regard. For instance, in a recent study, alanine
scanning experiments along with MD docking calculations
succeeded in identifying binding sites for inhaled anesthetics
both at the S4—SS linker and at the activation gate of K-
Shaw.''¢ Moreover, other structural studies were also
conducted to investigate the functional and structural effects
engendered by pore-blocking toxins'>’ and gating modifier
peptides'*® binding to VGCCs. In light of this scenario and the
just released sodium channel structures, studies with these
template structures are thought to be of great value for further
investigations of binding of the ligand to VGCCs. In fact, the
anesthetic sensitivity of NavAb-related channels, such as
NaChBac,'* suggests that NavADb is a useful model for studies
of the action of general anesthetics. Furthermore, given the key
role of Nav channels in generating the upstroke of the action
potential, toxins act at six or more distinct receptor sites on
these channels compared to only two sites on Kv."*°

Channel Dysfunctions. Finally, in view of the great
structural progress that has been made so far, we are reaching a
critical point where it is possible to tackle more intricate and
relevant questions, such as the molecular origins of VGCC-
related dysfunctions. It is remarkable that such a deep issue can
be investigated in the context of atomic-level structural studies.
A series of recent MD investigations’""*""** address the
interplay between S4 helix mutations and inheritable
channelopathies, e.g., epilepsy, paralyses, and long QT
syndrome. By considering the Kv1.2 channel, these studies
demonstrated that specific S4 mutations disarrange the VSD
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electrostatic network, giving rise to leakage of cations, the so-
called “omega” or “gating pore” currents, >>'3* through an off-
pore conduction pathway within the voltage sensor domain.
Here, similar studies yet to be conducted on sodium channels
will likely be very instructive in understanding the molecular
properties underlying inheritable genetic diseases. In this
direction, initial modeling efforts have suggested that the
hydrophobic septum that isolates the intracellular and
extracellular media within the VSDs of Navl.4 is ~2 A long,
which is similar to the length of that encountered in the VSD of
Kv channels.'""” This structural pattern rationalizes the
existence of gating pore currents on the Navl.4 channel.
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