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Índice

1 Introducción 1

1.1 Conexinas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1

1.2 Estructura del GJC formado por conexina 26 humana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1

1.3 Regulación de la función de canales formados por conexinas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
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Resumen

Las conexinas (Cxs) son protéınas de membrana que forman hemicanales (HCs) y gap junction

channels (GJCs), esenciales en procesos como la contracción card́ıaca, la sinapsis eléctrica y la co-

municación celular. Estos canales se regulan mediante un mecanismo de apertura y cierre (gating)

sensible al voltaje, al pH y al Ca2+ extracelular. Un elemento clave en este proceso es la hélice N-

terminal (NTH), localizada en el poro, cuya conformación en el estado abierto continúa siendo motivo

de debate. La estructura cristalográfica de hCx26 (2009) y los modelos posteriores de cryo-EM de

sCx46/Cx50 y hCx26 (2018, 2020) muestran orientaciones diferentes de la NTH, lo que mantiene

abierta la discusión sobre cuál de estas conformaciones corresponde al estado abierto.

Para abordar esta cuestión, se construyó un modelo h́ıbrido del HC de hCx26 con la orientación de la

NTH observada en sCx50 y se comparó con el modelo cristalográfico de 2009 mediante simulaciones de

dinámica molecular (MD) y muestreos tipo umbrella sampling para luego calcular el PMF que describa

la transición entre ambas conformaciones. El modelo h́ıbrido mostró mayor estabilidad en equilibrio,

aunque el perfil de enerǵıa libre (PMF) indicó que ambas conformaciones son igualmente probables,

con barreras menores al ruido térmico. Estos resultados sugieren que la NTH puede adoptar más de

una conformación en el estado abierto.

Mientras en 2020, las nuevas estructuras resueltas por cryo-EM del GJC de hCx26 a pH ácido y

del HC de hCx31.3, donde las NTHs podŕıan cerrar el canal siguiendo modelos de gating de “bola-

cadena” y de “compuerta” respectivamente. Entonces, se exploraron los cambios conformacionales en

el mecanismos de gating de “compuerta”. Donde se evaluó la estabilidad termodinámica de los estados

abierto, semicerrado y cerrado mediante modelamiento comparativo, usando como molde la estructura

del HC de hCx31.3 y aplicando restricciones de distancia, y simulaciones de metadinámica. Aunque se

observaron diferencias energéticas que favorecen el estado abierto con respecto al estado semicerrado,

las transiciones hacia el estado cerrado no pudieron caracterizarse de manera concluyente y el modelo

del estado cerrado tendió a reabrirse en equilibrio, lo que indica la necesidad de modificaciones al

modelo de “compuerta” incorporando evidencia estructural más reciente, como la obtenida del GJC

Cx43. En contraste, se evaluó el modelo de “bola-cadena” mediante una simulación al equilibrio

que mostró estabilidad dinámica y un estrechamiento del poro hasta ∼5 Å, constituyéndose como

un candidato plausible para describir el cierre completo del HC, aunque requiere mayor validación

experimental in silico.

En conclusión, los resultados apoyan que: (i) la NTH en el estado abierto puede adoptar tanto la

conformación observada en el modelo cristalográfico del HC de hCx26 como la descrita en sCx46/Cx50

y en hCx26 resueltas por cryo-EM; (ii) el modelo de “compuerta” necesita ser refinado incorporando

nueva evidencia estructural para representar adecuadamente el cierre; (iii) el modelo de “bola-cadena”

es consistente con un estado cerrado estable, pero aún debe ser respaldado con estudios adicionales.

Finalmente, esta tesis doctoral contribuye en la comprensión de la dinámica estructural de los canales

formados por de conexinas.
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Abstract

Connexins (Cxs) are membrane proteins that form hemichannels (HCs) and gap junction channels

(GJCs), which are essential for processes such as cardiac contraction, electrical synapses, and cell–cell

communication. These channels are regulated by a gating mechanism that is sensitive to voltage,

pH, and extracellular Ca2+. A key element in this process is the N-terminal helix (NTH), located in

the pore, whose conformation in the open state remains a subject of debate. The crystallographic

structure of hCx26 (2009) and subsequent cryo-EM models of sCx46/Cx50 and hCx26 (2018, 2020)

show different NTH orientations, keeping the discussion open about which of these conformations

corresponds to the open state.

To address this question, a hybrid model of the hCx26 HC was constructed with the NTH orientation

observed in sCx50 and compared with the 2009 crystallographic model using molecular dynamics (MD)

simulations and umbrella sampling to then calculate the potential of mean force (PMF) describing

the transition between both conformations. The hybrid model showed greater equilibrium stability,

although the free energy profile (PMF) indicated that both conformations are equally probable, with

barriers smaller than thermal noise. These results suggest that the NTH can adopt more than one

conformation in the open state.

In 2020, newly resolved cryo-EM structures of the hCx26 GJC at acidic pH and the hCx31.3 HC

suggested that NTHs could close the channel following “ball-and-chain” and “gate” gating models,

respectively. Consequently, conformational changes in the “gate” mechanism were explored, where

the thermodynamic stability of the open, semi-closed, and closed states was evaluated using compar-

ative modeling based on the hCx31.3 HC structure as a template, applying distance restraints, and

performing metadynamics simulations. Although energetic differences favoring the open state over the

semi-closed state were observed, the transitions to the closed state could not be conclusively char-

acterized, and the closed-state model tended to reopen at equilibrium, indicating the need to refine

the “gate” model by incorporating more recent structural evidence, such as that obtained from the

Cx43 GJC. In contrast, the “ball-and-chain” model was evaluated through an equilibrium simulation,

which showed dynamic stability and pore narrowing down to ∼5 Å, making it a plausible candidate

for describing full HC closure, although it requires further experimental and in silico validation.

In conclusion, the results support that: (i) the NTH in the open state can adopt either the

conformation observed in the hCx26 HC crystallographic model or that described in sCx46/Cx50 and

hCx26 resolved by cryo-EM; (ii) the “gate” model needs refinement by incorporating new structural

evidence to adequately represent closure; and (iii) the “ball-and-chain” model is consistent with a

stable closed state but still requires additional supporting studies. Altogether, this doctoral thesis

contributes to the understanding of the structural dynamics of connexin-formed channels.
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1 Introducción

1.1 Conexinas

Las Cxs son una familia de protéınas presente en vertebrados que forman canales de unión de hendidura o en inglés

GJCs [1]. Los GJCs conectan los citoplasmas de células adyacentes mediante el contacto de dos HCs, los que, a

su vez, son hexámeros formados por Cxs que se encuentran en la membrana plasmática de cada célula (Figura

1). De esta forma, los GJCs permiten la difusión pasiva entre células de iones y pequeñas moléculas como gases,

péptidos, metabolitos y ligandos de hasta 2 kDa [2]. Los HCs también pueden funcionar por śı solos transportando

iones, gases y otras moléculas desde o hacia el espacio extracelular [3]. La función de GJCs y HCs es regulada

por diversos factores fisiológicos, siendo los más relevantes los cambios en el potencial electroqúımico, el pH y

concentración extracelular de ion calcio (Ca2+) [3, 4].

Existen alrededor de 21 isoformas de Cxs en diferentes especies y tejidos [2] agrupadas en 5 subfamilias: α, β,

γ, δ y ζ [5]. Los HCs pueden ser homoméricos o heteroméricos dependiendo de la identidad de los monómeros

que lo conforman [2]. Los GJCs pueden ser también clasificados como homot́ıpicos o heterot́ıpicos, si los HCs

homoméricos que se unen están formados por la misma isoforma o por isoformas distintas, respectivamente (por

ejemplo los GJCs de Cx26 y de Cx46/Cx50) [3]. Por lo tanto, las posibles combinaciones de HCs y GJCs dan lugar

a una gran variedad de especializaciones estructurales y funcionales [2].

Figura 1: Canales formados por Cxs. Hemicanales formados por un hexámero de conexinas en sus formas abierta y cerrada, insertos
en la membrana plasmática (arriba). Localización del hemicanal en la superficie de la célula formando GJC y cuando se encuentran
sin hacer contacto (del inglés docking) con otro hemicanal (abajo, izquierda). Representación de la topoloǵıa de un monómero de
conexina formado por 4 hélices transmembrana (M1-M4), dos loops extracelulares (E1,E2), un loop intracelular (CL) y los extremos
N-terminal y C-terminal (abajo, derecha) (Tomado de [6]).

Tanto los GJCs como los HCs tienen un rol en el desarrollo y fisioloǵıa de distintos tipos celulares del organismo

participando en diversos procesos biológicos como la sinapsis eléctrica en el sistema nervioso central, la contracción

muscular card́ıaca [3], la comunicación paracrina y autocrina celular mediante la liberación de ATP [7], entre otros.

Se sabe también, que al menos 13 patoloǵıas en humanos son causadas por una o varias mutaciones localizadas

en alguno de los genes que codifican por Cxs [8, 9].

De este modo, debido a la gran variedad de procesos biológicos en que los canales formados por Cxs participan,

es importante comprender a cabalidad su funcionamiento y regulación.

1.2 Estructura del GJC formado por conexina 26 humana

En 2009 se obtuvo la primera estructura de rayos X de un GJC: el GJC formado por conexina 26 humana (hCx26)

(perteneciente a la subfamilia β-Cxs) a una resolución de 3,5 Å [10]. La estructura de cada monómero fue

resuelta casi por completo, faltando los residuos: 1, 110 al 124 y 218 al 226, más algunas cadenas laterales
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espećıficas. Como se puede ver en las Figuras 1 y 2A, la estructura de cada monómero comprende una α-hélice

en el dominio N-terminal (NTH), 4 hélices transmembrana (TM1-TM4), dos loops extracelulares (E1,E2), un

loop citoplasmático (CL) y el dominio C-terminal (CT). En esta estructura, las secciones que no se resolvieron

completamente fueron el CL y el CT. Las TMs atraviesan la membrana plasmática de forma antiparalela. Las

hélices TM1 y TM2 delinean el poro del HC, mientras que las hélices TM3 y TM4 están orientadas hacia la

región hidrofóbica de la membrana plasmática. El CL y el CT están orientados hacia el espacio intracelular. Una

observación muy relevante es la hélice llamada NTH, que se encuentra en el medio del poro del HC, a la altura

de la membrana, sin atravesar por completo la membrana. Otra región interesante es la continuación de la TM1,

que mantiene una conformación helicoidal hacia la región extracelular; sin embargo, esta hélice es imperfecta y se

asemeja más a una hélice 310. Por esta razón esta hélice también es denominada parahélice (PH). En E1 y E2 se

encuentran dos cortas hojas β con orientación antiparalela. Ambas hojas β se acercan formando un muro que se

cierra al espacio extracelular. Entre E1 y E2 hay 3 puentes disulfuro entre 6 residuos de cistéına (3 en cada loop).

E1 y E2 son las regiones que hacen contacto o docking con el HC vecino formando el GJC.

Figura 2: Diferencias estructurales de la NTH en modelos de hCx26 y sCx46/Cx50. A) Estructura de un monómero de hCx26
resuelto por cristalograf́ıa de rayos X (PDBid:2ZW3). Se representan las diferentes regiones descritas (ver texto) según colores: en rojo
la NTH, en azul las TMs, en verde E1 y E2 y por último en marrón la PH. En ĺınea punteada negra las regiones faltantes CL y CT. B)
(Izquierda) Estructura de la NTH en el GJC heterot́ıpico sCx46/Cx50. Se muestra el detalle de las cadenas de laterales de los residuos
polares orientados hacia el poro del canal y de los residuos apolares orientados el centro de la protéına. (Derecha) Superposición de la
NTH de los HCs de sCx50 (rojo), de sCx46 (azul claro) y de hCx26 (blanco) (Modificado de [11]). C) Superposición de la estructura
del dominio NTH de cada monómero a lo largo de simulaciones MD (en representación de tubo transparente) con respecto a la
estructura inicial (en cartoon): sCx50 (rojo), sCx46 (azul claro) y hCx26 (gris) (Modificado de [11]).

Si bien la estructura cristalográfica del GJC de hCx26 entregó la primera mirada detallada de los canales

formados por Cxs, esta corresponde solo a un cuadro estático del canal, quedando aún múltiples preguntas por

responder. Entre otras, si este modelo estructural representa un canal abierto o un canal cerrado, o si es una

estructura representativa para todos los tipos de Cxs. Para abordar la pregunta si este modelo corresponde a un

representante del estado abierto o cerrado del canal es necesario remontarse a estudios estructurales previos. Unos

años antes, usando mapas de densidad electrónica [12], se obtuvo la estructura de baja resolución del GJC de hCx26

que posee la mutación M34A. En esta estructura, al centro del poro (a la altura de la NTH) se observó una oclusión

del canal que llevó a los autores a proponer que el canal se encontraba en el estado cerrado. Como en el modelo

cristalográfico posterior de 2009 no se observó una oclusión equivalente, se asumió que esta nueva estructura se

encontraba en un estado abierto [10]. No obstante, otros autores quisieron ahondar más en el hipotético estado

abierto de esta estructura. Usando modelamiento comparativo se completaron las regiones que no fueron resueltas

por la cristalograf́ıa de 2009 y se analizó el flujo de iones mediante el método grand cannonical Monte Carlo

acoplado a Dinámica Browniana (GMC/BD) [13]. De esta forma se observó que el poro del canal es demasiado
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estrecho y que, bajo la acción de un potencial de membrana (Vm) simulado no era posible reproducir los datos

experimentales. Esto es debido a la presencia de cadenas laterales de residuos faltantes como M1 hacen que el poro

se estreche resultando un diámetro promedio de 10 Å. Luego, a esta estructura se le incorporaron modificaciones

post transduccionales (PTM) descritas experimentalmente (acetilaciones en el dominio N-terminal y en residuos de

lisinas en las posiciones K15, K102, K105, K108, K112 y K116 neutralizando la carga de estos [14]) y se sometió

a simulaciones de MD para permitir al canal alcanzar una estructura estable (a.k.a. relajación). De este modo,

el poro del canal -con todos sus residuos de aminoacidos- aumentó de manera significativa, logrando una mayor

coincidencia con datos experimentales obtenidos de estudios de canales únicos [15]. De este modo, los autores

mostraron que la incorporación de estas modificaciones en la estructura eran esenciales para reproducir los datos

experimentales de conductividad y selectividad catiónica [13].

A partir de estos estudios, la comunidad del área aceptó que la estructura de 2009, con algunos ajustes, pod́ıa

ser considerada como una versión abierta del canal. Sin embargo, como veremos más adelante, a la luz de la nueva

evidencia disponible, esta representatividad está nuevamente en cuestión, manteniendo esta pregunta abierta.

1.3 Regulación de la función de canales formados por conexinas

1.3.1 Voltaje o Potencial electroqúımico

Los canales formados por Cxs presentan dos mecanismos de regulación de su función que son dependientes de

voltaje: (i) Rectificación de corrientes iónicas a través de canales completamente abiertos y (ii) apertura condicional

o gating dependiente del voltaje. Este último corresponde a la probabilidad de apertura dependiente del voltaje

en donde se producen cambios conformacionales en el canal que modulan el flujo iónico [3].

Dentro del mecanismo de regulación de la probabilidad de apertura o gating encontramos dos formas espećıficas

y bien definidas. Por un lado, fast-gating o Vj-gating, corresponde a una serie de cambios rápidos del estado

abierto hacia tres o más sub-estados que conducen menos de lo esperado para un canal abierto (i.e. estado de

subconductancia) [16]. Por otro, el slow-gating o loop-gating, corresponde a una serie de cambios entre diversos

estados intermediarios los que, en conjunto, permiten al canal alcanzar un estado completamente cerrado [16, 17].

Ambos mecanismos ocurren tanto en HCs como en GJC. Es importante señalar que mientras el slow-gating ocurre

en todos los canales formados por Cxs hacia potenciales negativos (hiperpolarización), la polaridad del fast-gating

es espećıfica a cada isoforma de Cx.

1.3.2 Concentración extracelular de Ca2+

La concentración extracelular del ion Ca2+ es otro factor importante en la regulación de la función de los HCs

formados por Cxs [4]. Los canales formados por Cxs son inhibidos a concentraciones milimolares (fisiológicas) de

Ca2+ extracelular [4]. La apertura de los HCs a concentraciones micromolares de Ca2+ extracelular ha llevado a

pensar que los HCs pueden participar tanto de un mecanismo de señalización celular como de protección frente

al mal funcionamiento celular [18]. Uno de los mecanismos propuestos para explicar el efecto regulador del Ca2+

es un estrechamiento del poro del HC, especialmente en la altura de la PH. Esto ha sido confirmado usando

diferentes técnicas experimentales, como microscoṕıa de fuerza atómica (AFM) [19-22]. Sin embargo, en 2016 se

obtuvieron dos estructuras cristalográficas de GJCs de hCx26, uno en presencia de Ca2+ y otro sin el ion [23]. En

estas estructuras se observaron 6 átomos de Ca2+ interactuando con los dominios PHs, pero las estructuras no

muestran un cambio conformacional significativo entre ellas (presentan una desviación cuadrática media, RMSD

o root mean square deviation en inglés, de aproximadamente 1 Å entre ellas). La explicación de los autores a esta

observación es que habŕıa un bloqueo electroestático de los iones Ca2+, sin necesidad de cambios conformacionales.
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Lamentablemente, en ninguna de estas estructuras fue posible resolver la estructura de la NTH, por lo que no fue

posible incluir esta región en las posibles explicaciones.

Aun aśı, distintos autores han cuestionado esta explicación, dado que no aporta a esclarecer el mecanismo de

acción del calcio. Incluso, esta hipótesis ha sido rebatida por estudios experimentales y de MD [24, 25]. De hecho,

mediante modelos cinéticos y termodinámicos se ha propuesto en que el ion Ca2+, en realidad, se une y estabiliza

el estado cerrado de los HCs, lo que no seŕıa compatible con las estructuras antes explicadas [21, 26].

1.3.3 El rol del pH

El pH también tiene un efecto en la actividad de canales formados por Cxs. Se ha observado una inhibición de

GJCs de conexina 43 humana (hCx43) a pH ácido [27], inhibición que estaŕıa dada por la interacción entre los

dominios CT y CL [27, 28]. También se ha observado inhibición de GJCs de Cx43 a pH alcalino [29]. En 2018,

mediante estudios de electrofisioloǵıa, Garciarena y cols. [30] propusieron un mecanismo molecular de gating a pH

alcalino, en donde, el dominio CT estaŕıa formando una “compuerta”. Este mecanismo seŕıa diferente al gating a

pH ácido [30].

1.4 Buscando el estado cerrado del Hemicanal

A pesar de toda la evidencia existente, tanto para GJCs como para HCs, aún no está claro cuál es la estructura

de canal cerrado. Esta controversia se remonta a 1980, año en que se propuso un primer modelo en donde los

monómeros del HC se desplazan cerrando el canal como el iris de una cámara [31]; sin embargo, evidencia posterior

llevaŕıa a descartar definitivamente este modelo [3].

1.4.1 Rol de la parahélice (PH) en el slow gating

Para estudiar el efecto del voltaje, como factor importante en el gating, se ha recurrido a simulaciones de MD para

explorar las diversas conformaciones del HC. Particularmente, se ha buscado definir de manera más detallada el rol

de la PH durante el slow gating, evaluando si la PH podŕıa ser parte de la barrera de permeabilidad, tal como lo

sugieren estudios de electrofisioloǵıa y entrecruzamiento [32-34]. A partir de varios estudios de MD que utilizan la

estructura resuelta en 2009, se ha descrito una correlación del movimiento de monómeros adyacentes, sugiriendo

un efecto cooperativo, que seŕıa posible gracias a una red de interacciones intermoleculares que estabilizan la PH.

Esto llevó a los autores a concluir que bajo el efecto del voltaje, las PHs bloqueaŕıan el poro del canal, producto de

la alteración en esta red. Notablemente, esta red de interacciones en torno a las PHs ha sido observada en simu-

laciones de MD realizadas posteriormente, como las del GJC heterot́ıpico de Cx46/Cx50 de oveja (sCx46/Cx50).

Estas interacciones inter- e intramonoméricas, son además estabilizadas por interacciones de puente de hidrógeno

formadas con moléculas de agua, las cuales han sido observadas en modelos cristalográficos posteriores [11, 35].

1.4.2 Rol de la hélice N-terminal (NTH) en el fast gating

A diferencia del slow gating, el fast gating ocurre a diferentes voltajes, dependiendo del tipo de Cx involucrada

[3]. En estudios estructurales y funcionales, Bargiello y cols. han determinado que la modificación de la carga en

ciertas posiciones en la NTH, modifica la polaridad del fast gating. A partir de estos estudios, se ha propuesto

a la NTH como el sensor de voltaje del fast gating. En la comunidad especialista en Cx se acepta esta premisa,

dada la amplia evidencia experimental, aunque aun no se ha logrado obtener una estructura de donde se observe

claramente a la NTH actuando como barrera de permeabilidad en el gating [3, 17, 36-39].
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Un residuo importante para el gating mediado por voltaje es el que ocupa la posición 12, pues los efectos

de mutar de este residuo dependen de la isoforma de Cx [3, 36]. Por ejemplo, en la mutación G12R en HCs de

hCx26 (asociada a sordera sindrómica) se pierden tanto el fast como el slow gating. En simulaciones de MD se

ha observado que la NTH se desplaza hacia el citoplasma en donde el residuo mutado interactúa con el CL. La

disrupción de esta interacción recupera ambos tipos de gating, lo que sugiere la existencia de un acople entre

estos, fenómeno que estaŕıa mediado por la NTH [40].

Aśı como se han caracterizado las redes de interacciones que podŕıan vincular la PH con el slow gating se ha

intentado hacer lo mismo con la NTH y el fast gating mediante simulaciones de MD. Sin embargo, no se han

podido detectar interacciones intermoleculares que persistan a lo largo del tiempo de simulación y que involucren

a la NTH con otras regiones del canal [3]. Esto puede deberse a varias razones. Por un lado, la NTH es una

estructura altamente flexible en solución y, por lo tanto, dif́ıcil de resolver por cristalograf́ıa de rayos X, explicando

aśı la alta variabilidad de esta región en estudios de MD. Por otro lado, la NTH en la estructura de 2009 [10]

presenta una caracteŕıstica inusual: los residuos apolares están orientados hacia el poro hidrof́ılico del canal, el que

aparece lleno de agua, en tanto los residuos polares están orientados hacia la TM1: justo al revés de lo que se

esperaŕıa para una hélice α. Dado que muchos de los estudios de MD publicados a la fecha usan esta estructura

como inicial, las simulaciones fallan en representar la estructura del dominio en condiciones fisiológicas. Estos

antecedentes han llevado a varios autores a concluir que este modelo no seŕıa una representación adecuada de la

estructura en condiciones fisiológicas [3].

1.4.3 Nueva evidencia estructural

A la fecha de la redacción de esta tesis, a 45 años de las primeras estructuras de GJC obtenidas (1980) y a 16 años

de la primera cristalograf́ıa de rayos X de un GJC (2009), aún no conocemos, a ciencia cierta, la estructura de un

canal cerrado. La estructura representativa del canal abierto, considerada como el estándar durante más de una

década, hoy está en entredicho. No obstante, nuevas estructuras con resolución atómica de GJC y HC resueltas

en los últimos años, podŕıan dar luces sobre la naturaleza de estos canales y sus mecanismos de regulación.

En 2018, Myers y cols. [11] resolvieron mediante crio-microscoṕıa electrónica (cryo-EM) la estructura de un

GJC heterot́ıpico de sCx46/Cx50 (de la subfamilia α-Cxs). De acuerdo a lo descrito por los autores, la estructura

obtenida correspondeŕıa a un canal abierto, estabilizado de forma similar al GJC de hCx26 de 2009. Sin embargo,

una diferencia clave con esta última estructura es que la NTH en sCx46/Cx50 presenta los residuos polares

orientados hacia el lumen del poro del HC, y los residuos apolares orientados hacia el núcleo hidrofóbico de la

protéına; justo al contrario de lo observado en el modelo resuelto del GJC de hCx26 en 2009 (véase Figura 2B y

Figura 3A) [10]. Es más, al superponer las estructuras puede observarse que en hCx26 la hélice está rotada con

respecto a la hélice en sCx46/Cx50 (véase Figura 2B y Figura 3A). Además, en simulaciones de MD, se ha visto

que la NTH en sCx46/Cx50 es mucho más estable que en hCx26 (Figura 2C). Entonces, quedaŕıa por resolver si

estas diferencias estructurales se explican por las diferentes subfamilias analizadas (Cx26 es de la subfamilia β y

Cx46/Cx50 es α) o son el resultado de las distintas condiciones experimentales usadas. Posteriormente, en 2022

se resolvieron mediante cryo-EM, tres nuevos modelos de GJC de hCx26 a diferentes presiones parciales de CO2

[41], en donde se observa (Figura 3A) que la NTH presenta una orientación similar a la del canal heterot́ıpico de

sCx46/Cx50, inclinando la balanza hacia los últimos modelos [11, 35].

En 2020, Khan y cols. resolvieron por cryo-EM estructuras del GJC de hCx26 a pH 7,5 y a pH 6,5 [42].

Ambas estructuras presentan caracteŕısticas similares a las resueltas por cristalograf́ıa tanto en 2009 como en 2016

[10, 23], con resoluciones de 4 Å y 4,2 Å, respectivamente. Lamentablemente, la NTH no logró ser resuelta en

ninguna de estas estructuras. Sin embargo, se obtuvo una estructura de GJC a la que se le consideró como un
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Figura 3: Conformaciones de la NTH en el estado abierto y cerrado (hipóteticas). A) Comparación estructural de la NTH en el
modelo cristalográfico del GJC de hCx26 (PDBid:2ZW3) [10] en magenta y en los modelos resueltos por cryo-EM: del HC de sCx50
(PDBid:6MHY) [11] en anaranjado claro y del GJC de hCx26 (PDBid:7QER) [41] en cian, que son representativos del estado abierto de
canales de Cxs. B) Comparación estructural de los modelos resueltos por cryo-EM: del GJC de hCx26 cerrado por pH (PDBid:6UVT)
[42] en marrón y del HC de hCx31.3 (PDBid:6L3T) [43] en púrpura, ambas conformaciones son propuestas como modelos de gating
de canales de Cxs. En donde se aprecian la NTH y la TM1 con su estructura secundaria representada en cartoon y las cadenas laterales
de dos residuos de leucina en la NTH detallados como sticks.

canal cerrado, porque los mapas de densidad obtenidos, pese a la baja resolución (7,5 Å), muestran una oclusión

central formada probablemente por las 6 NTHs, presentes en ambos HCs. A estas regiones no les fue asignada

estructura secundaria de tipo α-hélice (Figura 3B) ya que para formar dicha oclusión la cadena polipept́ıdica se

tendŕıa que desenrollar hacia el centro del poro, bloqueándolo. De manera notoria, este bloqueo seguiŕıa el modelo

de “bola-cadena” que ha sido propuesto anteriormente por otros autores para canales formados por Cxs [10] y

otros canales ionicos [44].

También en 2020, se resolvió la estructura del HC de conexina 31.3 humana (hCx31.3), perteneciente a la

subfamilia de γ-Cxs, por cryo-EM a una resolución de 2,3 Å [43]. En general, la estructura del HC es similar a las

estructuras previamente resueltas. Sin embargo, las NTHs en el HC de hCx31.3 se localizan próximas al vest́ıbulo

citoplasmático del HC, completamente perpendiculares al eje del poro (véase Figura 3B). La conformación de

la NTH en el HC de hCx31.3 es estabilizada por las interacciones intracatenarias entre la NTH y la TM2 por

los residuos F5 y L9 en la primera, y por los residuos T95, L96, V99, I100 y W103, en la última. De estos

últimos, cinco residuos hidrofóbicos son altamente conservados en las subfamilias α y γ-Cxs, incluyendo a Cx43 y

Cx46, antecedentes que llevaron a los autores a proponer que esta conformación podŕıa estar presente en canales

formados por otras isoformas. El HC de hCx31.3 presenta un diámetro en el vest́ıbulo citoplasmático de 8 Å

mientras que en los GJC de hCx26 y sCx46/Cx50 es de 10 Å y 11 Å, respectivamente. El HC de hCx31.3 es

estructuralmente estable en simulación de MD en donde el RMSD converge en 3,5 Å, cifra cercana a la resolución

del cristal. Adicionalmente, al calcular la fluctuación cuadrática media o RMSF (root mean square fluctuation) se

observa que todos los residuos, exceptuando por los que forman los CLs, fluctúan alrededor de 1 Å, destacando la

estabilidad estructural.

Si bien el HC de hCx31.3 no estaŕıa en un estado completamente cerrado, según los estudios tanto in silico

como experimentales presentados en esta publicación, las NTHs en esa posición podŕıan aproximarse, cerrando

el canal al formar una estructura tipo “compuerta”, similar al modelo de gating mediado por pH propuesto por

Garciarena y cols. [30].
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1.5 Preguntas abiertas

Considerando los antecedentes discutidos en las secciones anteriores, quedan abiertas una serie de preguntas de

investigación que serán abordadas en el transcurso de esta tesis: (i) Dada la dificultad para resolver la estructura

de la NTH en canales formados por hCx26 mediante cristalograf́ıa de rayos X y; la variabilidad presentada por el

dominio NTH en simulaciones de MD que usan el modelo de Maeda y cols. [10] como inicial. Cabe preguntarse ¿En

el estado abierto, la NTH tiene la conformación observada en el modelo original de Maeda y cols.[10]

o la conformación presente en las nuevas estructuras resueltas[11, 35, 41]? Por otro lado, (ii) dada la

estructura del HC de hCx31.3 ¿podŕıa la NTH seguir el modelo de “compuerta” como mecanismo de

gating en el HC de hCx26? Donde la NTHs, en el estado abierto, tienen una posición próxima a la interfaz

proteica del HC, se desplazaŕıan al vest́ıbulo citoplasmático en el lumen del poro -como en hCx31.3- transitando

por un estado semicerrado, para luego, las NTHs en monómeros opuestos se aproximaŕıan cerrando el canal.
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2 Hipótesis

Con el fin de dar respuesta a las preguntas enunciadas en la sección anterior, se propone la siguiente hipótesis:

Si la NTH en el estado abierto del hemicanal de hCx26 adopta la conformación observada en el canal hete-

rot́ıpico de sCx46/Cx50 entonces, durante el gating la NTH se desplazaŕıa hacia lumen del HC llevándolo al estado

cerrado siguiendo el modelo de “compuerta”.
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3 Objetivo General

De acuerdo a la hipótesis planteada para el presente proyecto, se propone el siguiente objetivo general:

Caracterizar la estructura y dinámica de la NTH en el estado abierto del HC de hCx26 y proponer

un mecanismo por el cual la NTH cierra el HC al seguir el modelo de compuerta.

4 Objetivos Espećıficos

1. Estudiar la estabilidad termodinámica del HC de hCx26 cuando la NTH adopta la conformación presente en

el canal heterot́ıpico de sCx46/Cx50.

2. Identificar los cambios conformacionales de la NTH que permitan el tránsito del HC de hCx26 entre los

estados abierto y cerrado y describir la superficie de enerǵıa libre entre ambos estados.
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5 Diseño Experimental

5.1 Objetivo 1: Estudiar la estabilidad termodinámica del HC de hCx26 cuando la

NTH adopta la conformación presente en el canal heterot́ıpico de sCx46/Cx50

Para lograr este objetivo primero fue necesario generar un modelo del HC de hCx26 h́ıbrido en donde la NTH

tiene la conformación del canal heterot́ıpico de sCx46/Cx50 [11]. Mediante el uso de modelamiento comparativo

[45] se generó este modelo usando como moldes: la estructura de la NTH y TM1 de sCx50 (PDBid: 6MHY) y la

estructura del resto del monómero del modelo de Maeda y cols [10] (PDBid: 2ZW3) (véase Figura 4A).

Como se ve en la Figura 4A una vez generado el modelo h́ıbrido, este fue insertado en una membrana liṕıdica,

la que a su vez se incorporó a una caja con moléculas de agua y iones. Este sistema fue sometido a simulación de

MD y se caracterizó el comportamiento del HC y del dominio NTH.

Por otro lado, se hizo una descripción termodinámica entre las conformaciones de la NTH en el modelo

h́ıbrido y el modelo de Maeda y cols [10]. Primero se realizó esta descripción solo para un monómero, utilizando

una simulación de MD en donde se fuerza la rotación de la NTH convirtiendo el modelo h́ıbrido en el modelo

de Maeda. Para conseguir esta rotación se definió como coordenada de reacción, que corresponde al ángulo

θ, entre las orientaciones de los vectores normales a las rectas que pasan por el centro de las hélices NTH y

TM1, respectivamente (véase Figura 4B-C). Con la trayectoria generada se realizó un muestreo tipo umbrella

sampling [46] y mediante el uso de algoritmos de desesgado como WHAM [47-49] y multiple Bennett Aceptance

Ratio (mBAR) [50-52] se obtuvo una curva que describe la superficie de enerǵıa libre entre ambas conformaciones

en función del ángulo de rotación de la NTH, θ (véase Figura 4E). Luego se realizó el mismo procedimiento con

1 monómero en el HC completo (véase Figura 4D-E).

5.2 Objetivo 2: Identificar los cambios conformacionales de la NTH que permitan

el tránsito del HC de hCx26 entre los estados abierto y cerrado y describir la

superficie de enerǵıa libre entre ambos estados

Con el fin de identificar los cambios conformacionales de la NTH que permiten el cierre del HC de hCx26 mediante

el modelo de “compuerta”. En este modelo, la NTH en el estado abierto se encuentra próxima a la TM1 y se

desplaza al vest́ıbulo citoplasmático del HC, para luego cerrar el canal aproximándose a la NTH del monómero

opuesto. Para ello, se separó el mecanismo de cierre en dos partes:

1. El tránsito de la NTH próxima a la TM1 (en el estado abierto) hacia el vest́ıbulo citoplasmático (estado

semicerrado).

2. El cierre del canal mediante la aproximación de las NTHs de monómeros opuestos.

Para hacer el muestreo de los cambios conformacionales en ambas partes del mecanismo de cierre, se utilizó el

método de WT-MetaD (Well Tempered Metadynamics en inglés) [54, 55] el cual permite realizar el muestreo en

función de una determinada coordenada de reacción y calcular la enerǵıa libre asociada al proceso. En este caso

se usó el paquete especializado en técnicas avanzadas de simulación PLUMED2 [56]. La coordenada de reacción

escogida es la Variable Colectiva (CV) disponible en PLUMED2, PATH [57] la cual permite explorar el cambio

conformacional de una molécula de un estado A, a un estado B. En este caso, el estado A en la primera parte

del mecanismo de cierre es el estado semicerrado del HC y el estado B es el estado abierto. Mientras que en

la segunda parte los estados A y B son el estado cerrado y semicerrado del HC respectivamente. Los modelos
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Figura 4: Diseño experimental del Objetivo 1. A) Confección del modelo del HC de hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 (h́ıbrido),
mediante modelamiento comparativo usando como moldes sCx50 (PDBid: 6MHY) para los dominios NTH y TM1 y hCx26 (PDBid:
2ZW3) para el resto de protéınas. Este modelo fue inserto en una bicapa de POPC que a su vez fue embebido en una caja llena de
moléculas de agua y iones, que luego fue sometido a simulación de MD en un ensamble termodinámico NPT anisotrópico (aNPT). B-E)
Paralelamente se hicieron simulaciones de MD forzando una rotación de 180◦ en la NTH (a través del ángulo θ), interconvertiendo los
modelos de HC de hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 y hCx262ZW3 (control). Las simulaciones de rotación fueron primero, con un
solo monómero y luego con un solo monómero en el HC completo. De las trayectorias generadas se hicieron muestreos tipo umbrella
sampling obteniendo curvas de PMF en función del ángulo de rotación θ como variable colectiva. Panel E modificado de [53].

del HC en los estados abierto, semicerrado y cerrado fueron generados mediante modelamiento comparativo [45].

Para los estados semicerrado y cerrado se usó como molde de la NTH y TM1 la estructura del HC de hCx31.3

(PDBid: 6L3T) [43] y para el resto del monómero se usó el modelo hCx26 resuelto por Brotherton y cols (PDBid:

7QER) [41], en el caso del modelo del estado cerrado se aplicó una restricción de distancia a las NTHs durante

el modelado para que las NTHs opuestas estuvieran a una distancia de 4 Å entre śı. En cambio, para el estado

abierto del HC se usó el modelo de hCx26 resuelto por Brotherton y cols. [41] donde las partes faltantes fueron

completadas con modelamiento comparativo [45] y aplicando restricciones de distancia entre los átomos de los

residuos faltantes en la NTH completando la hélice-α.
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Figura 5: Diseño Experimental de Objetivo 2. Esquematización del mecanismo de gating siguiendo el modelo “de compuerta”,
donde la NTH cambia su posición entre los estados cerrado (izquierda), semicerrado (centro) y abierto (derecha) representados por
los modelos de HC hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER*, hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* y hCx267QER respecitvamente. Los dos
primeros modelos se generaron mediante modelamiento comparativo usando como molde para la NTH y TM1 la estructura del HC de
hCx31.3 (PDBid: 6L3T) y la estructura del HC de hCx26 resuelto por Brotherton y cols. (PDBid: 7QER), pero el modelo del estado
cerrado fue generado aplicando una restricción de distancia de 4 Å entre las NTHs. El modelo del estado abierto (hCx267QER) es
el modelo resuelto por Brotherton y cols. al que se le completaron los dominios no resueltos mediante modelamiente comparativo y
aplicando una restricción de distancia entre los atómos faltantes de las NTHs.

6 Métodos

6.1 Modelamiento

Para generar los modelos comparativos se utilizó el software MODELLER 10.3 [45]. Como se mencionó previamente,

para el modelo de hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 o “h́ıbrido”, se utilizaron los modelos de Maeda y cols.

(PDB id: 2ZW3) [10] y el HC de sCx50 (PDB id: 6MHY) [11] como moldes, donde ambas estructuras fueron

alineadas. Luego, se seleccionaron los residuos de la NTH y la TM1 (residuos del 2 al 40) de cada monómero

del HC de sCx50 y del HC de hCx26 se tomaron el resto de los residuos para generar el modelo del HC de

hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3.

Por otro lado, también se completaron las regiones faltantes de la estructura de Maeda y cols. [10] utilizando

el mismo programa MODELLER 10.3 [45]. Este modelo (hCx262ZW3) fue utilizado como control.

Para generar los modelos del HC de hCx26 en los estados abierto, semicerrado y cerrado que se utili-

zaron para generar los “caminos” o “paths” entre los diferentes estados del HC, para luego ser usados en

las simulaciones WT-MetaD respectivas (véase 5.2) también se usó MODELLER 10.3. Al igual que para el

modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3, para los modelos de los estados semicerrado y cerrado (modelos

hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER y hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* respectivamente), se usó el modelo del

HC de hCx31.3 (PDBid: 6L3T) [43] como molde para los dominios NTH y TM1, pero esta vez usando como molde

para el resto de residuos de cada monómero el modelo de hCx26 resuelto por Brotherton y cols. (PDBid: 7QER)

[41] y usando restricciones de distancia entre los átomos de las NTH opuestas durante el modelado para el caso del

modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* (estado cerrado) y que estas se encuentren entre śı a una distancia

de 4 Å. Además, de la misma forma que con el modelo hCx262ZW3, se completaron las regiones faltantes del

modelo de Brotherton y cols. [41] usando MODELLER 10.3 [45] para usarlo como modelo del estado abierto del

HC (hCx267QER). Pero para este último modelo, hCx267QER, se aplicaron restricciones de distancia en los átomos

de los residuos 1-3 para que formen la porción faltante de hélice-α en la NTH durante el modelado. También se
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completaron las partes faltantes al modelo resuelto por Khan y cols. (modelo hCx266UVT) [42] para usarlo como

estructura representativa del estado cerrado del modelo “bola-cadena”.

Para cada modelo comparativo se generaron 500 modelos y se seleccionaron los mejores modelos usando el

software MAIDEN [58] que utiliza potenciales estad́ısticos para evaluar modelos de protéınas de membrana.

6.2 Simulaciones

Para preparar los sistemas para las simulaciones se utilizó un protocolo desarrollado en el laboratorio basado en

el protocolo usado por el programa CHARMM-GUI [59]. Los HC fueron insertados en una membrana liṕıdica de

POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glicero-3-phosphocholine en inglés) y embebido en una caja de 150 x 150 x 120

Å
3
, lleno con el modelo de moléculas de agua TIP3P [60] y 150 mM KCl. La distancia ḿınima del ĺımite de la

celda de simulación fue de 15 y 35 Å para el eje z y los ejes x e y respectivamente, respetando el criterio de

imagen ḿınima. Se usó el campo de fuerza CHARMM-36 para protéınas y ĺıpidos [61, 62].

Simulaciones al equilibrio: La mayoŕıa de las simulaciones fueron hechas con el paquete GROMACS 2020 [63].

A los sistemas generados con los HC de hCx26, se sometieron a 5.000 pasos de minimizado de enerǵıa utilizando

en algoritmo steepest descent. Después, se realizó una sucesión de simulaciones de equilibrado, primero usando

solo un termostato de Beredsen [64] en un ensamble NVT (nº de átomos, volumen y temperatura constante)

y luego agregando un barostato de Beredsen [64] en un ensamble NPT (nº de átomos, presión y temperatura

constante) anisotrópico o aNPT, por 25 ps cada etapa, con un paso de tiempo de 0,001 ps. Luego, como tercera

etapa de equilibrado se realizó 150 ps de simulación en las mismas condiciones, pero con un paso de tiempo de

0,002 ps y después una cuarta etapa de 1 ns repitiendo las condiciones, pero usando el termostato Noose-Hoover

[65, 66] y el barostato de Parinello-Rahman [67]. Estas 4 etapas de equilibrado se realizaron aplicando restricciones

de movimiento en los átomos “pesados” de la protéına y la membrana liṕıdica. Finalmente, se realizaron 50 ns

(hCx267QER,hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER,hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* y hCx266UVT) y 100 ns (para

los modelos hCx262ZW3 y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3) de equilibrado con las mismas condiciones del paso

anterior, pero sin restricciones de movimiento, en un ensamble aNPT con 1 atm y 310,15 K. Luego para los modelos

hCx262ZW3 y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 a partir de la estructura final de la simulación de equilibrado se

realizaron 3 réplicas de 100 ns cada una. En todas las simulaciones fue usado el algoritmo LINCS [68] sobre los

átomos de hidrógeno y PME [69] para el cálculo de los potenciales electrostáticos.

Rotación forzada y umbrella sampling: Para generar la trayectoria en que la NTH rota interconvirtiendo el

modelo de HC hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 al modelo hCx262ZW3, se utilizó el módulo de rotación forzada

de GROMACS 2020 [63, 70]. Primero se realizó la rotación con solo un monómero aislado en una caja con agua y

iones en un ensamble aNPT y aplicando restricción de movimiento en las TMs. La rotación fue llevada a cabo con

una constante de fuerza de 200 kJmol−1 nm−2 y una tasa de cambio del ángulo de 0,021 ◦ s−1. Después, para el

HC completo se realizó la simulación donde se rotó la NTH de un solo monoméro usando los mismos parámetros ya

mencionados y aplicando también restricciones de movimiento en las TMs. Luego, de las trayectorias de rotación

forzada se obtuvieron instantáneas o “snapshots” cada 5◦ para la simulación con el monómero de hCx26 aislado y

cada 2,5◦ para la simulación con el HC completo. Y se realizaron muestreos tipo umbrella sampling (véase Anexo

10.2) [46] aplicando restricciones armónicas con constantes de fuerza de 500 kJmol−1 nm−2 en las simulaciones

con el monómero aislado y de entre 200 y 500 kJmol−1 nm−2 para simulaciones con el HC completo. Finalmente,

se calculó el potencial de fuerza media o Potential Mean Force (PMF) utilizando los algoritmos WHAM [47-49]

y mBAR [50-52] (véanse los Anexos 10.3.1 y 10.3.2).
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Simulaciones de pulling y WT-MetaD: Para el muestreo entre los estados abierto, semicerrado y cerrado

del HC de hCx26, primero se generaron los paths o “caminos” entre estos estados, para ello se usó el módulo

pathtools de PLUMED2 (vesión 2.10-dev) [56]. Los paths se generaron a partir de las estructuras (al final de

las simulaciones de “equilibrado” respectivas) de los modelos hCx267QER, hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER y

hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER*, usando solo los átomos de la cadena principal y cada path tiene 12 “frames”

equidistantes entre śı. Los paths fueron generados de forma tal que se mida el cambio de posición solo del dominio

NTH, mediante las columnas OCCUPANCY y B-FACTOR de los archivos PDB, donde, para el dominio NTH,

las columnas OCCUPANCY y B-FACTOR se les asignó los valores de 0.00 y 1.00, mientras que para el resto

de dominios estas columnas tienen los valores de 1.00 y 0.00. Cabe destacar que para la transición del estado

semicerrado al abierto se generaron dos paths o “caminos”, cada uno usando un solo 1 monómero del HC y que

son opuestos entre śı. Mientras que, para la transición entre los estados cerrado y semicerrado, se generó un solo

path usando los dos monómeros en que las NTHs son opuestas entre śı.

Luego, se realizaron una serie de simulaciones fuera del equilibrio, usando GROMACS 2023.5 [63] parchado

con PLUMED2 (versión 2.10-dev) [56] y la CV PATH [57]. Esta Variable Colectiva comprende dos medidas: S

path y Z path, donde S path representa el “camino” que sigue la molécula, mientras que Z path representa la

distancia en que la molécula se aleja o se desv́ıa de este “camino” ideal, ambas medidas están definidas por las

siguientes ecuaciones:

s =

∑N
i=1 i exp (−λR[X −Xi])∑N
i=1 exp (−λR[X −Xi])

(1)

z = − 1

λ
ln [

N∑
i=1

exp (−λR[X −Xi])] (2)

Donde N , representa el número total de “frames” contenidos en el path, X representa la posición de los

átomos de la molécula, en este caso de la cadena principal de la protéına y Xi la posición de los átomos de cada

“frame” del “camino” y R[X−Xi] corresponde a la distancia entre la molécula y cada “frame” dada por el RMSD.

Mientras que el parámetro λ corresponde al “espacio” que cada “frame” ocupa en el camino, entre más alto el

valor de éste, menor espacio ocupa cada “frame” y viceversa. De esta forma, S path, que es adimensional, indica

en que parte del “camino” se encuentra la protéına y Z path indica a qué distancia, en nanometros, la protéına se

aleja del “camino”. Para todas las simulaciones fuera del equilibrio se usó un valor de λ de 20.

Las simulaciones fuera del equilibrio realizadas fueron en primera instancia simulaciones de pulling de entre 10

y 50 ns donde se usó S path como coordenada de reacción y aplicando una constante de fuerza 50 kJmol−1 nm−2,

de forma tal que la o las NTH cambien sus posiciones entre los estados varias veces. Luego, con las trayectorias

obtenidas se reparametrizaron los paths usando el módulo de PLUMED2 [56] driver.

Una vez los paths fueron reparametrizados se realizaron simulaciones WT-MetaD [54, 55] (véase Anexo 10.4)

usando como coordenadas de reacción el S path y Z path y como ancho y alto de gaussiana 0,2 (U.A.. o nm) y

1,2 kJmol−1 respectivamente. Las gaussianas fueron depositadas cada 1.000 pasos y se usó un biasfactor de 30.

También se usó una grilla de 300 bins, usando como valor ḿınimo y máximo para S path de -1 y 13 U.A. y para

Z path de -0,5 y 2 nm respectivamente. Para cada path se hicieron 4 réplicas de simulaciones independientes de

100 ns.

En las simulaciones de pulling y WT-MetaD se usaron restricciones de movimiento sobre el resto de las NTHs

del HC y la constante de fuerza usada para la restricciones fue de 1000 kJmol−1 nm−2. Además, en las simulaciones

de WT-MetaD se aplicaron upper walls para valores de Z path mayores a 0.6 nm usando una constante de fuerza
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de 1000 kJmol−1 nm−2.

Luego, usando el módulo driver de PLUMED2 [56] se calculó la probabilidad en función S path quitando

el sesgo aplicado durante la simulación de WT-MetaD para cada réplica, para después calcular el promedio de

probabilidad y la desviación estándar:

h =
1

N

N∑
i=1

hi (3)

σ(h) =

√√√√ 1

N − 1
[
1

N

N∑
i=1

h2i − h2] (4)

Donde h, h, σ(h) y N son la probabilidad, probabilidad promedio, la desviación estándar y el número de réplicas

respectivamente. A partir de la probabilidad promedio y la desviación estándar se calcularon el PMF promedio y

el error:

PMF = −kβT ln[h] (5)

σ(PMF ) =
σ(h)

h
kβT (6)

Donde PMF , σ(PMF ), kB y T son el PMF promedio, el error, la constante de Boltzmann y la temperatura

de 310,15 K respecitvamente.

6.3 Análisis estructural

Para analizar la exposición a solvente de los residuos del dominio NTH se usó el módulo SASA disponible en

GROMACS [63].

Además, el módulo de Python especializado en estructura y dinámica de biomoléculas, MDAnalysis [71, 72],

fue usado tanto para medir, posiciones, distancias y ángulos entre grupos de átomos como para medir el RMSD

y RMSF, siguiendo las siguientes fórmulas:

ρ(t) =

√√√√ 1

N

N∑
i=1

(xi(t)− xrefi )2 (7)

ρi =
√
< (xi− < xi >)2 > (8)

Donde, en 7 el ρ(t) es el RMSD en función del tiempo t, N es el número de átomos, xi(t) la posición del

átomo i en el tiempo t y xrefi es la posición del átomo i en la estructura usada como referencia. Mientras, que en

8 ρi es el RMSF del átomo i, xi, es el átomo i y < xi > es la posición promedio del átomo i en la trayectoria. Para

ambas métricas se consideró, para el cálculo, solo la posición de los átomos de carbono α del HC. Además, para el

dato de RMSD de se hizo un suavizado empleando el método lowess [73]. Este método consiste en una regresión

polinómica ponderada, en que cada punto del conjunto de datos se ajusta una regresión polinómica de grado bajo,

donde el ajuste de los datos al polinomio se efectúa con una ponderación de ḿınimos cuadrados, obteniendo una

curva suavizada de los datos.

Para la caracterización del movimiento de la NTH durante las simulaciones al equilibrio, usando MDAnalysis

[71, 72], por un lado, se midió la distancia entre el centro de masa del grupo de átomos que conforman la NTH y
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el centro geométrico del HC. Esta distancia fue descompuesta en dos componentes: en el eje z y en el plano xy o

radial. Al mismo tiempo, se midió el ángulo (ϕ) entre el vector de desplazamiento formado por los átomos de la

NTH y la recta normal del HC, que es perpendicular a la membrana.

Para medir el radio del poro se usó la implementación del software HOLE disponible en MDAnalysis [74-76] y

como segunda aproximación se midió la distancia entre los extremos de las cadenas laterales de los residuos D2,

W3 y G11 de la NTH y los residuos K41, E42 y E47 de la PH ubicados en monómeros opuestos.

Por último, para calcular el porcentaje de tiempo de simulación en que cada residuo de la NTH mantiene la

α-helicidad, se midió cuanto tiempo se mantienen interacciones de puente de hidrógeno en la cadena principal

cada 4 residuos. Para ello, se calculó la enerǵıa del puente de hidrógeno usando el alogritmo DSSP [77, 78], que

fue implementado usando MDAnalysis [71, 72] y siguiendo la siguiente ecuación:

E = 0.084[e2](
1

rON
+

1

rCH
− 1

rOH
− 1

rCN
) · 332[kcalmol−1 e−2 Å

−1
] (9)

Donde, E es la enerǵıa en kcalmol−1 y los términos rAB es la distancia de los átomos A y B que corresponden a

los átomos de carbono (C) y ox́ıgeno (O) de los grupos carboxilo (C=O) y los átomos de nitrógeno (N) e hidrógeno

(H) de los grupos amino (N-H) presentes en los enlaces pept́ıdicos. Si la enerǵıa es menor a -0,5 kcalmol−1 se

considera que el residuo está formando un puente de hidrógeno.

Además, se calculó la autocorrelación de orden 1 del vector del vector de rotación de la NTH en las simulaciones

al equilibrio, según la siguiente ecuación:

C(t) =< u(t) · u(t0) >t0 (10)

Donde, C(t) es la autocorrelación de orden 1 en función del tiempo t, u(t) y u(t0) son los vectores de rotación

en el tiempo t y el tiempo de origen respectivamente. Los paréntesis triangulares (<>t0) representa el promedio

del producto punto de los vectores u(t) y u(t0) con respecto a múltiples oŕıgenes a lo largo de la trayectoria de la

simulación.

Todos los análisis descritos fueron realizados usando las trayectorias de las 3 réplicas de 100 ns para los modelos

hCx262ZW3 y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3, y se calculó el promedio y desviación estándar.
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7 Resultados

7.1 Objetivo 1: Estudiar la estabilidad termodinámica del HC de hCx26 cuando la

NTH adopta la conformación presente en el canal heterot́ıpico de sCx46/Cx50

Como se mencionó anteriormente, para realizar el Objetivo 1 se generó un modelo h́ıbrido del HC de hCx26

(hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3) y se completó el modelo de Maeda y cols para utilizarlo como control

(hCx262ZW3). Ambos modelos fueron insertos en una bicapa de POPC, embebidos en una caja de agua y io-

nes y sometidos a 100 ns de simulación de MD en un ensamble aNPT a 1 atm de presión y 310,15 K. Luego, a

partir de las estructuras finales de cada simulación se hicieron 3 réplicas independientes de 100 ns cada una.

7.1.1 La NTH mantiene la conformación presente en sCx50, en el modelo del HC de hCx26 NTH-

TM16MHY PH-CT2ZW3

Como se observó en la publicación de Myers y cols [11] que la NTH en el modelo del canal heterot́ıpico de

sCx46/Cx50 presenta una orientación diferente a la observada en el modelo de hCx26 resuelto por Maeda y cols

[10] (Figura 6A), donde los residuos de aminoácido polares se orientan hacia el poro del canal (Figura 6B) y que

esta orientación se mantiene cuando la estructura es sometida a simulaciones de MD. Debido a esto, se evaluó si

la NTH en el modelo h́ıbrido (hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3) mantiene dicha orientación (Figura 6C). Para

responder esto, se usó la exposición de cada residuo al solvente como aproximación de la orientación de los residuos,

donde aquellos con mayor exposición estaŕıan orientados hacia el poro. Para medir la exposición al solvente se usó

el módulo de análisis de GROMACS, SASA. En la Figura 6D se observa la exposición al solvente de los residuos:

W3/4, T8/N9, V13/14 y K15/E16 en la estructura cristalográfica (2ZW3) del HC hCx26, la estructura del HC

de sCx50 (6MHY) obtenida por cryo-EM y el promedio de la exposición al solvente en el modelo del HC de

hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3, calculado de los 6 monómeros y las 3 réplicas. Donde los residuos apolares

están orientados hacia el centro hidrofóbico de la protéına y los polares orientados al poro, en el modelo h́ıbrido

del HC de hCx26 y la estructura del HC de sCx50. Mientras, en el modelo cristalográfico del HC de hCx26 tiene

los residuos apolares con mayor exposición al solvente y los residuos polares con menor exposición, demostrando

una orientación invertida con respecto a las otras dos estructuras.

Por lo tanto, el modelo del HC de hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 mantiene la conformación

sCx50 durante la simulación.

7.1.2 El cambio de orientación de la NTH cambia el movimiento de la estructura del HC

Para estudiar la estabilidad de la estructura del HC en simulación se midió el parámetro RMSD. El RMSD da

cuenta de cuanto vaŕıa la posición de los átomos en la estructura del HC durante la simulación con respecto a una

estructura de referencia.

En este caso, para calcular el RMSD para los HC de los modelos hCx262ZW3 y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3

en las réplicas, se usaron como referencia las estructuras iniciales para cada sistema y se calculó el RMSD para los

átomos de carbono α de los 6 monómeros del HC. El RMSD, para el modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3

tiende a aumentar de 2,5 a ∼3.5 Å aproximadamente, desde los 20 ns en adelante, mientras que, en el mismo

periodo de tiempo, en el modelo hCx262ZW3, el RMSD tiende a aumentar de 3,5 a 4,5 Å aproximadamente (Figura

7). Sin embargo, se calculó el RMSD de los átomos de carbono α de la NTH, donde, como se observa en el re-

cuadro interior de la Figura 7, el RMSD fluctúa entre 2,0 y 3,0 Å para ambos modelos a lo largo de la simulación.

También, se suavizaron los datos del RMSD tanto el calculado para el HC completo como el calculado para la NTH
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usando el método lowess [73]. El RMSD suavizado para el HC en los modelos hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3

y hCx262ZW3 resultaron respectivamente 3,8 y 4,2 Å aproximadamente después de 100 ns, mientras que para la

NTH en los modelos hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 y hCx262ZW3 resultaron alrededor de 2,9 y 2,6 Å al final

de la simulación (Figura 7).

Ahora bien, para determinar qué partes de la protéına son más móviles que otras, se midió el RMSF. El RMSF

entrega la información de cuáles átomos de la estructura de la protéına vaŕıan más o menos en su posición con

respecto a la estructura promedio de la simulación.

Para este caso se calculó el RMSF de los carbonos α de cada monómero de los modelos de HCs de hCx26

NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 y hCx262ZW3. En el modelo hCx262ZW3, el RMSF fluctuó entre 2 y 16 Å aproxi-

madamente (Figura 8A), mostrando peaks máximos correspondientes a los loops y los dominios NTH y CT,

lo cual era esperable ya que son las regiones con mayor movilidad de la protéına. Sin embargo, en el modelo

hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 el RMSF vaŕıa entre 0,6 y 10 Å aproximadamente (Figura 8B), lo cual mues-

tra que la estructura proteica presenta mayor estabilidad que en el control, excepto el CL donde se presenta mayor

movilidad.

En resumen, el RMSD y RMSF nos da indicios que el cambio de la orientación de la NTH está

causando un cambio en la dinámica del HC, favoreciendo una mayor estabilidad.

7.1.3 Caracterización del desplazamiento de la NTH

Luego se midió el desplazamiento de la NTH, respecto al resto de la protéına, al cambiar su orientación. La

NTH, al estar en el medio del poro, puede tener un movimiento de bisagra en donde se puede acercar al centro

del poro. Para medir este desplazamiento de la NTH, se mide el ángulo (ϕ),ver Figura 9C que forma el vector

del desplazamiento de la NTH respecto a la recta normal del canal (perpendicular a la membrana). Otra forma

es descomponer el vector de desplazamiento en (i) el movimiento de la NTH en el eje z (Figura 9A) y (ii) el

movimiento radial de la NTH (Figura 9B). Se midió la distancia de entre la NTH y el centro de masa del HC en

el eje z para dar cuenta de la primera componente del desplazamiento de la NTH. Se observa que la distancia

vaŕıa entre monómeros en ambos sistemas. En el modelo hCx262ZW3, la distancia es mayor que en el modelo

hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3, fluctuando en los 6 monómeros entre 0,2 y 4,3 Å (Figura 9D). Mientras que

en el modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 fluctúa entre 0 y 2,8 Å (Figura 9D). Para observar cómo fue

afectada la otra componente del desplazamiento de la NTH se midió la distancia radial de la NTH respecto del

centro de masa del HC. Se observa que la distancia radial de los 6 monómeros en ambos modelos es similar

entre ambos modelos, teniendo mayores diferencias entre ellos los monómeros C, D y E. En los monómeros C y

E la distancia es mayor en el modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 con valores promedios de 25,8 y 25,7

Å respectivamente, mientras que en el modelo hCx262ZW3 las distancias promedio en los monómeros C y E es

de 23,5 y 21,4 respectivamente (Figura 9E). En el monómero D, en cambio, la distancia es mayor en el modelo

hCx262ZW3 con una distancia promedio de 28,9 Å, mientras que en el modelo h́ıbrido tiene una distancia promedio

de 23,9 Å (Figura 9E).

La otra aproximación para observar el desplazamiento de la NTH es medir el ángulo (ϕ), ver Figura 9C, que se

forma entre el vector de desplazamiento de esta con la recta normal. En este caso, como se puede ver en la Figura

9F no hay diferencia del valor del ángulo medido entre los dos sistemas, teniendo una alta variación del valor del

ángulo ϕ.

Se esperaŕıa observar que la medición del ángulo ϕ coincidiera con las mediciones de la distancia radial y la

distancia en el eje z, es decir, que al observar un mayor ángulo debeŕıa observarse mayores distancias radial y en

el eje z. Lo cual no se observa en ninguno de los dos modelos (Figura 9F). La alta variación del ángulo entre el
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Figura 6: Orientación de los residuos de la NTH. A-C) Dominios NTH y TM1 de los modelos: hCx26 resuelto por Maeda y cols
[10] (A), sCx50 resuelto por Myers y cols [11] (B) y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 después de someterse a una simulación al
equilibrio (C). La cadena principal está representada en cartoon y las cadena laterales de los residuos resaltados en sticks, el dominio
NTH está coloreado en rojo y el dominio TM1 en gris. D) Exposición al solvente en nm2 de los residuos del dominio NTH de las
posiciones del 1 al 15 con respecto a la secuencia de hCx26. Fue calculada la mediana de la exposición al solvente de los residuos de
los 6 monómeros en los modelos de hCx26 resuelto por Maeda y cols (PDBid: 2ZW3) en magenta y de sCx50 resuelto por Myers y
cols (PDBid:6MHY) en anaranjado y para el modelo de hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 (en negro) se calculó la mediana de los
6 monómeros y a lo largo de la simulación.

Figura 7: Evaluación del movimiento del HC de hCx26 en la simulación de MD: RMSD. RMSD (dato original y curva suavizada)
de los átomos de carbono α de los modelos de HC hCx262ZW3 (gris y negro, respectivamente) y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3

(azul claro y azul, respectivamente) versus el tiempo en nanosegundos (ns). En el recuadro interior se observa el RMSD, calculado
exclusivamente de los átomos de carbono α de la NTH versus el tiempo.

19



Figura 8: Evaluación del movimiento del HC de hCx26 en la simulación de MD: RMSF. A-B) RMSF de los residuos de los modelos
de HC hCx262ZW3 (A) y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 (B). Cada curva representa el RMSF de cada monómero de Cx desde la
A hasta la F en los colores azul, verde, negro, cian oscuro, amarillo verdoso y magenta respectivamente.
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Figura 9: Desplazamiento de la NTH. A-C) Esquematización del desplazamiento de la NTH según: El desplazamiento en el eje Z
(A), desplazamiento radial o en el plano xy (B) y el ángulo (ϕ) entre el vector de desplazamiento de la NTH y la recta normal
(perpendicular a la membrana) (C). D,E) Distancia entre centro de masa de la NTH y el centro geométrico del HC medido en el eje
Z (D) y en el plano xy (E). F) Medición del ángulo entre el vector que forman el desplazamiento de los átomos de carbono α de
la NTH y la recta normal. Los vértices de los gráficos hexagonales representan los monómeros del HC y los ćırculos concéntricos la
distancia en Å o unidades angulares (en grados). Las ĺıneas y áreas sombreadas representan el promedios y la desviación estándar de
3 réplicas de 20 ns en color negro y ázul para los modelos de HC hCx262ZW3 y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 respectivamente.
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vector de desplazamiento de la NTH con respecto la recta normal en ambos modelos podŕıa estar dándose por

alteraciones en la estructura secundaria de la NTH, ya que el vector de desplazamiento depende de la posición de

los átomos de carbono-α que componen la hélice.

Por lo tanto, en el eje z la NTH en el modelo h́ıbrido presenta una mayor estabilidad del movimiento

que en el modelo control, pero en ambos modelos podŕıa haber alteraciones en la estructura secundaria

de la NTH. Por lo que es importante caracterizar la estructura secundaria de la NTH en ambos modelos.

7.1.4 En el modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 se mantiene la estructura secundaria de la NTH

en la simulación

En el trabajo de Myers y cols. [11] observaron que la NTH en el canal heterot́ıpico sCx46/Cx50 manteńıa la

estructura secundaria de α-hélice en las simulaciones de MD; mientras que el modelo cristalográfico del GJC de

hCx26 de Maeda y cols., se perd́ıa la estructura de secundaria en simulaciones. Por esto, se midió cómo el cambio

de la orientación afecta la estructura secundaria de la NTH. Para esto se calculó el porcentaje en el tiempo de

simulación en que la NTH mantiene la “α-helicidad”.

En el modelo hCx262ZW3 se observó que la longitud de las hélices vaŕıa entre monómeros siendo la menor

longitud de 3 residuos y la mayor del 7. En los monómeros A, C y E presentan las hélices mayor longitud y

mayor un porcentaje de “α-helicidad” entre 78 y 99%, mientras que los monómeros D y F las hélices tienen menor

longitud y entre 33 y 88% de α-hélice y el monómero B no forma una hélice (Figura 10A). Mientras que en modelo

hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 las hélices tienen una longitud uniforme en los 6 monómeros y presenta un

porcentaje de α-helicidad entre 95 y 100% en los residuos de las posiciones del 3 al 6 y entre 40 y 100% en las

posiciones del 10 al 13. Sin embargo, la hélice se quiebra en los residuos Q7 e I9, donde el porcentaje de α-hélice

se reduce considerablemente.

Por lo tanto, al igual que lo que pasa con la NTH en canal heterot́ıpico sCx46/Cx50, el modelo

hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 también mantiene la estructura secundaria de la NTH.

7.1.5 Caracterización termodinámica de las conformaciones de la NTH en el estado abierto

Una vez caracterizada las propiedades dinámicas del modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 se prosiguió con

la caracterización termodinámica de entre ambas conformaciones del HC hCx26 en el estado abierto, representadas

en los modelos hCx262ZW3 y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3.

Como primera aproximación, se hizo una simulación en que se rota la NTH en 180◦ de un solo monómero

del modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3, para esto de la estructura del HC equilibrada se extrajo uno de

los monómeros y embebió en una caja de agua y iones de las mismas caracteŕısticas del sistema original. Luego,

de esta trayectoria de rotación se obtuvieron snapshots cada 5◦ y con ellas se hizo un muestreo tipo umbrella

sampling.

En la Figura 11A, se pueden observar los histogramas en función del ángulo de rotación θ de cada “ventana” de

simulación del umbrella sampling, pero los “hombros” de estos histogramas no se solapan como para considerarse

como un muestreo adecuado para el cálculo de PMF. Sin embargo, se calculó el PMF para poder tener una vista

preliminar de la curva de enerǵıa de libre en función del ángulo θ (Figura 12A-B), tanto usando los métodos de

desesgado WHAM y mBAR, en la cual se observa que la diferencia de PMF entre ambas conformaciones es menor

al ruido térmico (∼ 2.6 kJmol−1).

Después, se procedió con realizar la rotación de la NTH de un solo monómero, pero en el HC completo, en este

caso la NTH se rotó hasta los 210◦. A partir de la trayectoria de rotación se obtuvieron snapshots cada 2,5◦ y se

realizó un muestro tipo umbrella sampling. De los histogramas del ángulo de rotación obtenidos (Figura 11B) se
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Figura 10: Porcentaje de α-helice de la NTH. A-B) Porcentaje del tiempo de simulación en que cada residuo de la NTH estabiliza
la estructura secundaria de α-hélice (ver texto). Porcentaje de α-hélice de cada residuo de la NTH (eje x) por cada monómero (eje
y). El porcentaje de α-hélice se representa en el espectro de color, donde el 100% de α-hélice y el 0% son el color azul y verde
respectivamente. Debajo se muestra una representación de la cadena principal del dominio NTH en cartoon de ambos modelos.

puede observar que sus “hombros” se solapan entre śı. Y al utilizar WHAM y mBAR, de la curva de PMF (Figura

12C-D) también se observa que ambas conformaciones presentan una diferencia de PMF menor a 1.2 kJmol−1 y,

por lo tanto, menor al ruido térmico.

Dadas las curvas de PMF obtenidas de ambos muestreos y calculados usando dos métodos distintos de deses-

gado, se podŕıa concluir que ambas conformaciones son energéticamente favorables e igualmente probables. Pero,

este cambio conformacional no se observa en las simulaciones de MD al equilibrio, por lo que la escala de tiempo

en que se da este cambio conformacional podŕıa ser de uno o varios órdenes de magnitud superior al tiempo de

simulación. Es por esto, que se midió la autocorrelación (C(t)) del vector de rotación (u) de la NTH en función

del tiempo en simulaciones al equilibrio, para estimar el tiempo en que este proceso espontáneo podŕıa ocurrir.

De este cálculo, que se observa en la Figura 13, se puede decir que el decaimiento de la orientación del vector de

rotación de la NTH es muy lento en simulaciones al equilibrio debido a que es asintótico a cero.

Entonces, de los resultados obtenidos del cálculo del PMF y de la autocorrelación del vector de

rotación de la NTH en simulaciones al equilibrio, se puede inferir que el cambio conformacional entre

los modelos del HC de hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 y hCx262ZW3 es espontáneo, pero tan lento

que no es observable en los tiempos utilizados en la simulaciones al equilibrio realizadas en esta tesis.
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Figura 11: Histograma de angulo de rotación θ. A-B) Histogramas donde se muestra la densidad de probabilidad del ángulo de
rotación θ en cada ventana de simulación de muestreos tipo umbrella sampling tanto para el monómero aislado de hCx26 (A) como
para un monómero en el HC completo (B).
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Figura 12: PMF en función del ángulo de rotación θ. A,C) Curvas de PMF en función del ángulo de rotación θ calculado a partir
de los muestreos tipo umbrella sampling en un monómero aislado (A) y en un monómero en el HC completo (C) usando el algoritmo
WHAM. El eje izquierdo y la ĺınea continua representa el PMF en kJmol−1, y el eje derecho y la ĺınea discontinua y punteada
representan la probabilidad. B,D) Curvas de PMF en función del ángulo de rotación θ calculado a partir de los muestreos tipo umbrella
sampling en un monómero aislado (B) y en un monómero en el HC completo (D) usando el algoritmo mBAR. La ĺınea continua
representa el PMF en kJmol−1 y la zona sombreada el error calculado a partir de bootstraping (número de bootstraps: 200 y número
máximo de iteraciones: 1000 y usando una semilla aleatoria). Las ĺıneas discontinuas en C y D representan los 180◦ de rotación que
representan al modelo en la conformación presente en el modelo hCx262ZW3.
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7.2 Objetivo 2: Identificar los cambios conformacionales de la NTH que permitan

el tránsito del HC de hCx26 entre los estados abierto y cerrado y describir la

superficie de enerǵıa libre entre ambos estados

Para la identificación de los cambios conformacionales entre los estados abierto y cerrado siguiendo el modelo de

gating “de compuerta” se ha separado el proceso en dos cambios conformacionales:

1. El desplazamiento de la NTHs, en donde en el estado abierto se encuentra cercana al lumen del poro HC

(cercana a la TM1), hacia el vest́ıbulo citoplasmático del canal (estado semicerrado).

2. La aproximación de los extremos N-terminal de las NTHs opuestas cerrando el HC.

7.2.1 Transición entre los estados semicerrado y abierto del HC de hCx26

Para realizar la descripción del cambio conformacional entre los estados abierto y semicerrado del HC, primero se

generaron mediante modelamiento comparativo los modelos hCx267QER y hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER que

representan los estados abierto y semicerrado respectivamente (ver Metodoloǵıa para detalles de cada modelo).

Luego ambas estructuras fueron insertas en una bicapa de POPC y embebida en una caja de agua e iones, cada una,

y sometidas a 50 ns de simulación de MD al equilibrio (y en el caso del modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER,

aplicando también una restricción de posición en los átomos de las NTHs). Posteriormente, con las estructuras

finales para cada modelo se generaron paths o “caminos”, usando el módulo pathtools del software PLUMED2 [56],

donde el inicio y final del path son los modelos hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER y hCx267QER respectivamente.

En cada path la NTH de un monómero se desplaza desde vest́ıbulo citoplasmático al lumen del poro del canal y

se generaron 2 paths diferentes. Después, se realizaron una series de simulaciones de “empuje” o pulling usando

como referencia los paths generados y como coordenada de reacción la componente S path de la CV PATH [57]

de PLUMED2 [56], en donde la NTH de un monómero del HC se mueve del estado semicerrado (valor de S path

igual a 1 U.A.) al estado abierto (valor de S path igual a 12 U.A.). Se puede observar en la Figura 14 que las NTHs

de 2 monómeros diferentes transitan entre los estados semicerrado y abierto, según la curva de S path en azul,

pero el Z path (curva roja) obtenido de estas simulaciones se observa que alcanza valores de hasta 1 nm. Teniendo

en cuenta que el Z path nos indica que tanto se aleja la molécula del “camino establecido”, entonces de las

simulaciones de pulling realizadas se puede inferir que las NTHs no están siguiendo los “caminos definidos”. Por lo

que usando las trayectorias de estas simulaciones se hicieron reparametrizaciones de los paths, para luego realizar

nuevas simulaciones de pulling usando los paths reparametrizados como referencia. Al observar los resultados de

la nuevas simulaciones de pulling, vemos que las NTHs en cada path transitan entre ambos estados y vemos que el

Z path alcanza valores de hasta 0,25 nm, lo cual nos indica que cada monómero transita los estados semicerrado

y abierto siguiendo los “caminos establecidos”.

Ahora que los paths que conectan los estados abierto y semicerrado fueron definidos y que el cambio con-

formacional se puede realizar mediante simulaciones de pulling. El siguiente paso fue explorar la transición entre

ambos estados mediante simulaciones de WT-MetaDs en donde la coordenada de reacción son S path y Z path.

Se definieron la altura y ancho de gaussiana de 1,2 kJmol−1 y 0,2 U.A. o nm y un biasfactor de 30. También se

uso un upper wall para restringir el Z path. Para cada path se hicieron 4 simulaciones independientes de 100 ns

cada una, de maneral tal que el sistema transite entre ambos estados en varias ocaciones (Figura 15).

A partir de estas simulaciones se calculó el promedio del PMF y el error para cada path. En el caso del path

en donde se mueve la NTH del monómero etiquetado como D (Figura 16), se observa que una diferencia del PMF

de 20 kJmol−1 entre los estados semicerrado y abierto, siendo el estado abierto más favorable energéticamente,
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Figura 13: Autocorrelación del vector de rotación en simulaciones al equilibrio. Autocorrelación (C(t)) en función del tiempo
picosegundos, calculo a partir de la medición del vector de rotación u (véase ecuación 10 en la sección de Análisis Estructural 6.3) en
simulaciones al equilibrio usando los modelos de HC hCx262ZW3 (A) y hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 (B) en escala de grises y
azules respectivamente. Cada ĺınea continua representa réplica independiente.

Figura 14: Parametrización de los paths de la transición entre los estados semicerrado y abierto del HC de hCx26. A-B) Progresión
del S path y Z path en simulaciones de pulling usando como coordenada de reacción el S path y usando como referencia los paths
generados mediante el módulo pathtools de PLUMED2 [56], en donde las NTHs de los monómeros etiquetados como D (A) y A (B)
se mueven. C-D) Progresión del S path y Z path en simulaciones de pulling usando como coordenada de reacción el S path usando
como referencia los paths reparametrizados a partir de simulaciones de pulling anteriores y en donde la NTH de los monómeros D (C)
y A (D) se mueven. La curva azul y el eje izquierdo de los gráficos representan el S path en Unidades Arbitrarias (U.A.), y la curva
roja y el eje derecho representan Z path en nm por átomo.
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Figura 15: Transiciones entre los estados semicerrado y abierto del HC de hCx26 en simulaciones de WT-MetaD. A-B) Transiciones
entre los estados semicerrado y abierto del HC de hCx26 evidenciado mediante la medición de las CVs S path y Z path versus el tiempo
en simulaciones de WT-MetaD usando como coordenadas de reacción ambas CVs y con referencia a los paths reparametrizados en que
las NTHs de los monómeros D (A) y A (B) se mueven. En cada panel (A y B) los gráficos superior e inferior muestran la progresión
de las CVs S path en Unidades Arbitrarias (U.A.) y Z path en nm por átomo respectivamente en 4 simulaciones de WT-MetaD
independientes. Las curvas en púrpura oscuro, azul, verde y amarillo representan cada simulación de WT-MetaD independiente.
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sin embargo el estado semicerrado se encuentra en un pozo energético. Además, en la transición entre ambos

estados se observan al menos 4 “hombros” en los “frames” 4, 6, 8 y 10 con valores entre 5 y 20 kJmol−1 de

PMF. Mientras que con el path en que la NTH del monómero A se mueve (Figura 16), la diferencia del PMF

entre los estados semicerrado y abierto de 80 kJmol−1, pero en este caso el estado semicerrado no se encuentra

en un pozo energético y es más un “hombro” en la curva. Además, se observan otros “hombros en los “frames”

2, 4, 6 y 8 con valores entre entre 15 y 60 kJmol−1 de PMF. Cabe destacar que en el “frame” 10 hay un pozo

energético separado por una barrera de enerǵıa de ∼20 kJmol−1 del estado abierto (“frame” 12).

7.2.2 Transición entre los estados semicerrado y cerrado del HC de hCx26

Para la descripción del cambio conformacional entre los estados semicerrado y cerrado del HC de hCx26 se usaron

los modelos hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER y hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER*, donde el último modelo

presenta las NTHs en el vest́ıbulo citoplasmático, pero se encuentra más cercanas a las NTHs opuestas. Para ello,

al generar este modelo, una restricción de distancia fue aplicada a los átomos del dominio NTH y luego el HC

fue inserto en una bicapa de POPC y embebido en una caja de agua e iones, para posteriormente ser sometido a

una simulación de MD de 50 ns al equilibrio y aplicando una restricción de posición en los átomos de las NTHs.

Posteriormente, a partir de la estructura ya “equilibradas” de los modelos hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER y

hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* se generó un path que representa la transición entre los estados semicerrado

y cerrado.

Una vez el path fue definido, se hicieron simulaciones de pulling usando como coordenada de reacción la

componente S path de la CV PATH y usando como referencia path que conecta los estados semicerrado y cerrado,

donde el valor de S path de 1 U.A. representa el estado semicerrado y el valor de 12 U.A. representa el estado

cerrado.

Primero, se realizó una simulación de pulling a partir del estado semicerrado empujando las NTHs opuestas.

En la Figura 17A se observa que la curva del S path inicia en un valor cercano a 4 U.A. y alrededor de la mitad

de la simulación alcanza un valor cercano a 11 U.A., para luego volver a valores cercanos a 4 U.A. al final de

la simulación. Además, al observar la curva del Z path se nota que alrededor de los 5 ns de simulación alcanza

valores cercanos a 0,5 nm, mientras que alrededor del final de la simulación este alcanza valores cercanos a 1

nm. Al examinar visualmente la simulación (Figura 17B-D) se observa un efecto de aparente repulsión entre los

extremos N-terminal de las NTHs y que una de las hélices es empujada hacia el vest́ıbulo citoplasmático del HC

y la otra hélice se mueve hacia interior el poro del HC.

Luego, se hizo otra simulación de pulling, pero esta vez iniciando desde el estado cerrado y alejando las NTHs

opuestas. En la Figura 18A se puede observar en la curva de S path que inicia con valores cercanos a 8 U.A. para

decrecer hasta valores cercanos a 4 U.A. alrededor de los 5 ns y después este incrementa hasta volver a alcanzar

valores cercanos a 8 U.A. nuevamente alrededor de los 10 ns. Mientras que al observar la curva del Z path se nota

que inicialmente oscila en valores cercanos a 0 nm y luego incrementa a valores cercanos a 0,25 nm alrededor de

la mitad de la simulación y vuelve a oscilar en valores cercanos a 0 nm al final de la simulación. Cabe destacar

que al inicio y final de la simulación el Z path presenta incluso valores menores de 0 nm. Además, al examinar

visualmente la simulación (Figura 18B-D) se observa que los extremos N-terminal de las NTHs no se alejan entre

śı y una de las hélices pierde su estructura secundaria.

7.2.3 Simulación al equilibro del estado cerrado del HC de hCx26

En vista de los resultados obtenidos que sugieren que se necesita una alta enerǵıa para poder explorar la transición

entre los estados semicerrado y cerrado propuestos, se quiso evaluar que tan estable es la estructura del estado
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Figura 16: Curvas de PMFs de la transición entre los estados semicerrado y abierto del HC de hCx26. Curvas de PMF (en kJmol−1)
en función del S path en Unidades Arbitrarias (U.A.) calculadas a partir de simulaciones de WT-MetaD en donde las NTHs de los
monómeros D (“mon D”) y A (“mon A”) se mueven. La curva azul presenta el PMF calculado usando el “path D”, mientras que
la curva verde representa el PMF calculado usando el “path A”. Las lineas continuas representan el promedio y el área sombreada el
error.
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cerrado (modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER*) al “equilibrio”. Para ello, se realizó una simulación al “equi-

librio” soltando la restricción de posición de los átomos de las NTHs y se observa en la Figura 19 que el HC se

abre, las hélices se desplazan hacia el interior del poro, algunas más que otras. Además algunas hélices (3) se

mantienen interaccionando entre śı, mientras otras se alejan.

Al medir el RMSD de los átomos de carbono-α del HC durante la simulación (Figura 20) se observa que este

parámetro aumenta constantemente, pasando de 3 Å en los 10 ns de simulación hasta los 10 Å al final de la

simulación (50 ns).

7.2.4 Simulación al equilibro del modelo “bola-cadena” HC de hCx26

Como se menciona en la Introducción de esta tesis, a parte del modelo de gating “de compuerta” se ha propuesto

por otros autores el modelo de “bola-cadena” cuyo más reciente representante es modelo de GJC de hCx26 resuelto

por cryo-EM en condiciones de pH ácido [42], en donde las NTHs pierden su estructura secundaria y se extienden

en dirección del espacio extracelular.

Para estudiar este modelo, se han completado las regiones faltantes de esta estructura del HC de hCx26

(hCx266UVT) y posteriormente se insertó en una bicapa de POPC y embebido en una caja de agua e iones, y

sometido a una simulación al “equilibrio” de 50 ns.

Al examinar visualmente la simulación al equilibrio del modelo de HC hCx266UVT se observa la tendencia al

cierre del HC a nivel de las NTHs (Figura 21A-C), pero a nivel de las PHs no se observa un estrechamiento del

poro (Figura 21D-F). Entre los dominios NTHs resaltan las interacciones de las cadenas laterales de los residuos

L232-W907 (Figura 22B,D) y M453-L1132 (Figura 22A,C) entre los monómeros B y E, y C y F respectivamente,

estas interacciones se empiezan a observar alrededor de los 12,5 ns de simulación. También destacan interacciones

entre los dominios NTH y PH en los monómeros A, B y D a lo largo de la simulación. Espećıficamente, entre

las cadenas laterales de los residuos M679-K719 en el monómero D (Figura 23B,D,F) y las cadenas laterales de

los residuos M1-K267 (Figura 23A) de los monómeros A y B respectivamente al comienzo de la simulación. Sin

embargo, se observa que esta interacción es desplazada por la interacción de las cadenas laterales de los residuos

M1-E268 (Figura 23C,E) durante el resto de la simulación.

Luego, se midió el RMSD de los átomos de carbono-α del HC durante la simulación (Figura 24), donde se

observó que el RMSD se estabiliza a partir de los 5 ns entre los 10 y 11 Å de desviación.

También se midió el radio del poro del HC en las simulaciones al “equilibrio” de los modelos hCx266UVT y

hCx267QER (estados cerrado y abierto del HC), usando el software HOLE [75, 76, 79], especializado en la medición

del radio del poro de canales proteicos. En el modelo hCx266UVT se observa una significativa constricción del radio

del poro promedio de alrededor de 2 Å en coordenadas cercanas al origen del eje Z. Mientras que en el modelo

hCx267QER en la misma zona del eje Z se observa un radio promedio de 4 Å. En vista de estos resultados, se midió

la distancia entre las cadenas laterales de residuos presentes en la NTH y PH en monómeros opuestos como una

segunda aproximación del diámetro del poros. Los residuos utilizado para estas mediciones son: D2, W3 y G11 en

las NTHs y K41, E42 y E47 en las PHs. En el modelo hCx266UVT se observa un diámetro menor entre los residuos

D2 y W3 con respecto al modelo hCx267QER, con una diferencia de 5 Å. Pero en los residuos G11, K41, E42 y

E47 no se registran diferencias en el diámetro del canal entre ambos modelos.
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Figura 17: Simulación de pulling llevando al HC de hCx26s del estado semicerrado al estado cerrado. A) Progresión de las CVs
S path Z path en función del tiempo de simulación, en una simulación de pulling usando como coordenada de reacción el S path y
usando como referencia el path generado usando el módulo pathtools de PLUMED2 [56] que representa la transición entre los estados
semicerrado y cerrado del HC de hCx26. La curva azul y el eje izquierdo representan el S path en Unidades Arbitrarias (U.A.) y la
curva roja y el eje derecho el Z path en nm por átomo. B-D) Estructura del HC de hCx26 a lo largo de la simulación de pulling, se
observa como dos NTHs (en rojo) que se repelen entre śı al ser empujadas para aproximarlas entre śı. En B-C se observa al HC visto
desde el espacio intracelular al inicio de la simulación (B) y al final de la simulación (C), y en D se observan los monómeros A y D
vistos desde la membrana, al final de la simulación. La cadena principal está representada en cartoon y en color gris, mientras que los
dominios NTHs que son empujadas en color rojo y están indicadas con flechas de color negro.

32



Figura 18: Simulación de pulling llevando al HC de hCx26 del estado cerrado al estado semicerrado. A) Progresión de las CVs
S path Z path en función del tiempo de simulación, en una simulación de pulling usando como coordenada de reacción el S path y
usando como referencia el path generado usando el módulo pathtools de PLUMED2 [56] que representa la transición entre los estados
semicerrado y cerrado del HC de hCx26. La curva azul y el eje izquierdo representan el S path en Unidades Arbitrarias (U.A.) y la
curva roja y el eje derecho el Z path en nm por átomo. B-D) Estructura del HC de hCx26 a lo largo de la simulación de pulling,
se observa como los extremos N-terminal de las NTHs se quedan interactuando entre śı, minetras que una de las hélices se estira y
pierde su estructura secundaria. En B-D se observa al HC visto desde el espacio intracelular al inicio (B), a la mitad (C) y al final de la
simulación (D). La cadena principal está representada en cartoon y en color gris, mientras que los dominios NTHs que son empujadas
en color rojo y están indicadas con flechas de color negro.

Figura 19: Estructura del modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* de HC al liberar las restricciones de posición en una simula-
ción al “equilibrio”. A-B) Estructura del HC en el modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* al someterlo a una simulación de MD
y sin restricción de movimiento en los átomos del dominio NTH. En A se observa el HC visto desde el espacio intracelular y en B se
observan 4 monómeros del HC vistos desde la membrana. La cadena principal de la protéına está representada en cartoon y en color
gris, mientras que las NTHs están coloreadas de rojo.
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Figura 20: Evaluación del movimiento del modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* de HC en una simulación al “equilibrio” y
sin restricciones. Evaluación del movimiento del HC en el modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* al someterlo a una simulación
al “equilibrio” y sin restricción de posición en los átomos de las NTHs, mediante la medición del RMSD de los átomos de carbono-α
del HC durante la simulación.
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Figura 21: Estructura del modelo hCx266UVT de HC (modelo “bola-cadena”). Estructura del HC en el modelo hCx266UVT durante una
simulación al “equilibrio” visto desde espacio intracelular (A-C) y desde el espacio extracelular (D-F). La cadena principal representada
en cartoon y las cadenas laterales de los dominios NTH y PH representadas en sticks. Los dominios NTH y PH se muestran en color
rojo y azul respectivamente, mientras que el resto del HC se muestra de color gris.

8 Discusión

A continuación se realizará una discusión de los resultados a lo largo de esta tesis doctoral, primero de forma

separada los resultados de los Objetivos Espećıficos 1 y 2, y luego se realizarán discusiones generales unificando

conclusiones de ambos Objetivos.

8.1 Objetivo 1: Estudiar la estabilidad termodinámica del HC de hCx26 cuando la

NTH adopta la conformación presente en el canal heterot́ıpico de sCx46/Cx50.

Durante el desarrollo del primer objetivo espećıfico de la presente tesis, se estudió la conformación de la α-hélice

en el dominio N-terminal (NTH) en el estado abierto del HC de hCx26, con el fin de estudiar la estabilidad de la

conformaciones que adopta la NTH en los modelos resueltos por Maeda y cols. [10] y en los modelos de Myer y

cols [11] y Brotherton y cols [41].

Para evaluar si la NTH puede adoptar la conformación observada en los modelos de Myers y cols. [11] en el

estado abierto del HC de hCx26 se generó un modelo de éste, mediante modelamiento comparativo, usando como

moldes los modelos de Myers y cols. y Maeda y cols. para los dominios NTH-TM1 y PH-CT respectivamente (mo-

delo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3) y se hizo una evaluación de la dinámica del modelo durante simulaciones

al “equilibrio” y se comparó con la dinámica del modelo de Maeda y cols. completado (modelo hCx262ZW3).

En la simulaciones se observó que en el modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3, la NTH no solo mantiene

su conformación, según los resultados de exposición a solvente, sino que también presenta una mayor estabilidad

en el dominio con respecto al modelo hCx262ZW3, como lo demuestran: los resultados del movimiento de la NTH

en el eje z, y el porcentaje de tiempo de simulación en que los residuos que componen a la NTH mantienen una

35



Figura 22: Ejemplos de interacciones observadas en el modelo hCx266UVT 1. A,C) Interacción entre las cadenas laterales de los
residuos M453-L1132 en las NTHs de los monómeros C y F, a la mitad de la simulación (A) y al final de la simulación (C). B,D
Interacción entre las cadenas laterales de los residuos L232-W907 en las NTHs de los monómeros B y E, a la mitad de la simulación
(B) y al final de la simulación (D). La cadena principal está representada en cartoon y las cadenas laterales de los residuos en los
dominios NTHy PH. Los dominios NTH y PH se muestran en color rojo y azul respectivamente y el resto del HC se muestra en color
gris.
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Figura 23: Ejemplos de interacciones observadas en el modelo hCx266UVT 2. A,C,E) Interacciones entre las cadenas laterales de
los residuos M1, K267 y E268 de los domnios NTH y PH de los monómeros A y B al inicio (A), a la mitad (C) y al final (E) de la
simulación. B,D,F) Interacciones entre las cadenas laterales de los residuos M679 y K719 de los domnios NTH y PH en el monómeros
D al inicio (B), a la mitad (D) y al final (F) de la simulación. La cadena principal está representada en cartoon y las cadenas laterales
de los residuos en los dominios NTHy PH. Los dominios NTH y PH se muestran en color rojo y azul respectivamente y el resto del
HC se muestra en color gris y Las flechas negras indican la ubicación de la interacciones.

37



Figura 24: Evaluación del movimiento del modelo hCx266UVT de HC. Evaluación del movimiento del HC en el modelo hCx266UVT

en una simulación al “equilibrio”, mediante la medición del RMSD de los átomos de carbono-α del HC durante la simulación.
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Figura 25: Radio del poro del HC de hCx26. Medición del radio promedio del poro del HC mediante el software HOLE. La ĺıneas
representa el promedio del radio del poro en la simulación de los modelos hCx266UVT y hCx267QER (verde y azul respectivamente) que
representan los estados cerrado y abierto del HC. Las barras horizontales representan la desviación estándar del radio del poro.
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Figura 26: Estimación del diámetro del poro del HC de hCx26. Estimación del diámetro del HC de hCx26 a nivel de la NTH, a partir
de la medición de la distancia entre las cadenas laterales de los residuos D2, W3 y G11 (A-C) y a nivel de la PH al medir la distancia
de las cadenas laterales de los residuos K41, E42 y E47 (D-F).

estructura secundaria de α-hélice. Por lo que el dominio NTH en el modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 de

HC de Cx26 tiene propiedades dinámicas similares a las observadas en modelo del canal heterot́ıpico de sCx46/Cx50

[11].

Cabe destacar, que los 3 resultados de la caracterización del movimiento de la NTH tiene un correlato con los

resultados del porcentaje de “α-helicidad” de la NTH. Es decir, al observar una mayor variación del movimiento de

la NTH en el eje z con respecto al movimiento radial en el modelo hCx262ZW3 denota que algunas hélices se estiran

perdiendo la estructura secundaria, lo que se condice con los resultados de porcentaje de α-hélice. Además, la alta

variación del ángulo entre el vector de desplazamiento de la NTH con respecto a la recta normal perpendicular a

la membrana plasmática, en ambos modelos, da indicios a alteraciones de la estructura secundaria. Esto se explica

porque el vector de desplazamiento depende de la posición de los átomos de carbono-α que forman las hélices;

y como vemos en los resultados del porcentaje de α-hélice en el modelo hCx262ZW3, por ejemplo, donde hélice

pierden su estructura secundaria o en el modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 las hélices tiene un quiebre

en la mitad de estas, lo cual puede afectar la determinación del vector de desplazamiento de la NTH y por ende

también la medición del ángulo que forma el vector.

Por otro lado, el cambio de conformación de la NTH también produce una mayor estabilidad dinámica en el

HC, según los resultados de RMSD y RMSF de los átomos de carbono-α del canal completo, que son más bajos

que lo que se midió en el modelo hCx262ZW3.

Si bien, en simulaciones al “equilibrio” el modelo hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 del HC de hCx26 se

muestra más estable que el modelo hCx262ZW3, queda evaluar si este modelo es más probable o en otras palabras

si es más estable termodinámicamente. Para ello, se realizaron muestreos umbrella (umbrella sampling) a partir de

snapshots de simulaciones de empuje en que la NTH es rotada con respecto de un eje de rotación que fue trazado

por el centro de la hélice. El objetivo de esta simulación de rotación, es crear una transición suave, desde el modelo

hCx26 NTH-TM16MHY PH-CT2ZW3 hasta el modelo hCx262ZW3. Se hizo un muestreo solo con un monómero de

Cx26 aislado y otro muestreo con el HC completo pero con una sola NTH rotando. A partir de ambos muestreos se
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calculó el PMF a través de dos métodos de de-sesgado (WHAM y mBAR). De la curvas de PMF obtenidas (ambos

muestreos y métodos de de-sesgado) se observa que ambas conformaciones son termodinámicamente estables y

que la distancia energética entre estas, es menor al ruido térmico (<2,6 kJmol−1).

Este resultado fue inesperado dado que la NTH no transita espontáneamente entre ambas conformaciones en

las simulaciones, partiendo desde una u otra. Una explicación de esta aparente discrepancia, es que el tiempo

requerido para una transición espontánea entre ambas conformaciones es demasiado largo para poder explorarlo

en este estudio. Dado el tamaño del canal (∼1.200 residuos y 22344 átomos), el tiempo de simulación requerido

podŕıa estar en el orden de los microsegundos, muy por encima del tiempo de simulación empleado en este trabajo.

Para explorar esta posibilidad, calculamos la autocorrelación del vector de rotación de la NTH en ambos

modelos, con el fin de estimar de manera aproximada el tiempo necesario para observar una conversión espontánea

de conformación. En la Figura 13 se puede ver que la disminución del ángulo de rotación en las dinámicas en

equilibrio es muy lenta y es asintótica a cero. Esto era esperable, ya que en nuestras simulaciones de dinámica

molecular nunca observamos una rotación espontánea.

8.2 Objetivo 2: Identificar los cambios conformacionales de la NTH que permitan

el tránsito del HC de hCx26 entre los estados abierto y cerrado y describir la

superficie de enerǵıa libre entre ambos estados.

Como se menciona en la Introducción, el dominio NTH es crucial para la apertura o cierre del canal, como se ha

demostrado extensamente en estudios experimentales [3, 17, 36-39]. En esta tesis se ha propuesto como modelo

de cierre del HC de hCx26 el modelo “de compuerta”, en que las NTHs se desplazan desde su ubicación cercana

a la interfaz proteica (TM1) hacia el vest́ıbulo citoplasmático (estado semicerrado) y luego las NTHs opuestas se

aproximan entre śı.

Para obtener un modelo de HC de hCx26 en que las NTHs se encuentren en la misma conformación que en

hCx31.3 se usó modelamiento comparativo, usando como moldes esta estructura y la estructura resulta por Brothe-

ton y cols. [41] para los dominios NTH-TM1 y PH-CT respectivamente (modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER).

En tanto, para generar el modelo del HC cerrado se usó también modelamiento comparativo, usando las mismas

estructuras moldes pero usando restricciones de distancia en los átomos que componen la NTH (modelo hCx26

NTH-TM16L3T PH-CT7QER*). Finalmente, como estructura del estado abierto del HC de hCx26 se usó la estruc-

tura resuelta por Brotherton y cols. [41] completando los partes faltantes mediante modelamiento comparativo

(modelo hCx267QER). Cabe mencionar que Brotherton y cols. resolvieron 3 estructuras del GJC bajo diferentes pre-

siones parciales de CO2, para efectos de esta tesis la estructura usada para los moldes de los modelos hCx267QER,

hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER y hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* es la estructura resuelta a 55 mm de Hg

de CO2 (PDBid: 7QER), ya que esa concentración es la más cercana a la fisiológica [80]. Se usó esta estructura

como representativa del estado abierto porque la NTH tiene una conformación similar a la observada en la estruc-

tura del modelo heterot́ıpico de sCx46/Cx50 [11].

Para evaluar si es posible que el HC de hCx26 siga el modelo de gating “de compuerta” se decidió realizar una

descripción termodinámica de la transición, primero, entre los estados abierto y semicerrado, y luego, entre los

estados semicerrado y cerrado. Para poder realizar estas descripciones se ha escogido el método muestreo de simu-

laciones MD metadinámica, espećıficamente Well Tempered Metadynamics (WT-MetaD) [54, 55]. Este método

permite realizar un muestreo del espacio de configuraciones entorno a una coordenada de reacción y a posteriori

calcular el PMF en función de dicha coordenada de reacción. Como coordenada de reacción se escogió la la Variable

Colectiva (CV) PATH [57] disponible en el software PLUMED2 [56]. Esta CV consiste en el “camino” generado
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a partir de un estado inicial y final de una molécula, con un determinado número de estados intermedios entre

ellos. En este caso, los estados iniciales y finales son los modelos hCx267QERs y hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER

y los modelos hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER y hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* para las dos transiciones

propuestas.

Para la transición entre los estados abierto y semicerrado del HC, se generaron dos paths o caminos distintos,

donde las NTHs de los monómeros A y D se mueven. Luego de reparametrizar los paths generados y de determinar

los parámetros de la simulación de WT-MetaD para que la NTH pueda transitar entre ambos estados más de una

vez, se realizaron para cada path 4 simulaciones de WT-MetaD independientes de 100 ns. De esta manera se

consiguió que los monómeros visitaran ambos estados varias veces, registrando las componentes de la CV S path

y Z path (Figura 15). Más tarde, se calculó el PMF en función de la componente S path de ambos “caminos”.

Las curvas de PMF (ver Figura 16) nos muestran dos perfiles diferentes para cada path, donde el perfil con

mayor diferencia de PMF entre ambos estados es aquel en que la NTH del monómero D se mueve. El hecho de

que la curvas de PMF sean distintas podŕıa ser un indicio de que la transición entre ambos estados (abierto y

semicerrado) tiene un efecto cooperativo, pero para corroborar esta posibilidad es necesario realizar una tercera o

más simulaciones de WT-MetaD donde la NTH de otro monómero y calcular las curvas de PMF correspondientes.

Cabe destacar, que a pesar de las diferencias, en ambos monómeros el estado abierto es el estado de menor enerǵıa

con respecto al estado semicerrado, lo cual es esperable ya que el estado semicerrado es un estado intermedio de

mayor enerǵıa entre los estados abierto y cerrado.

Para la transición de los estados semicerrados y cerrado del HC también se generó un path con el objetivo

de luego realizar simulaciones de WT-MetaD, pero primero era necesario realizar simulaciones de empuje para

mover las NTHs opuestas entre ambos estados, usado como coordenada de reacción la componente S path del

“camino” generado y aśı con las trayectorias de estas simulaciones para reparametrizar el path generado. Sin

embargo, cuando se hizo una simulación partiendo del estado semicerrado y empujando las hélices hacia el estado

cerrado, las NTHs se desv́ıan de la trayectoria esperada, es decir, una hélice se mueve con dirección al espacio

extracelular y acercándose a la TM1, mientras que la otra hélice se mueve en dirección contraria, hacia el vest́ıbulo

citoplasmático. Este desplazamiento observado en las NTHs podŕıa explicarse por una aparente repulsión entre los

extremos N-terminales de ambas hélices. Al realizar una nueva simulación, pero esta vez en el sentido inverso, es

decir partiendo del estado cerrado, lo que se observa es que los extremos N-terminales no se alejan como debeŕıan,

además de que una de las hélices se estira y pierde su estructura secundaria.

Ante estos resultados, cabe la duda de la viabilidad del modelo de gating propuesto. Cabe destacar que al

realizar las simulaciones al “equilibrio” de los modelos hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER y hCx26 NTH-TM16L3T

PH-CT7QER* se tuvieron que aplicar restricciones de movimiento a los átomos de las NTHs y en la simulaciones

fuera de el equilibrio, la restricción solo fue aplicada a la hélices que no se mueven. Para analizar un posible

efecto de estas restricciones, se quiso averiguar si el modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* es estable en una

simulación al equilibrio sin ninguna restricción. Al inspeccionar la simulación sin restricciones vemos que las NTHs

se alejan, abriendo el canal y las hélices se desplazan hacia la interfaz proteica del canal. Al ver que al equilibrio el

modelo de HC hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* no es estable, hace posible cuestionar la viabilidad del modelo

de gating “de compuerta”. Sin embargo, en 2023 Qi, Acosta Gutierrez y cols. [81] resolvieron la estructura

del GJC de hCx43 y que según los autores se encuentra en el estado cerrado. Las NTHs están dispuestas de

forma similar a la estructura del HC de hCx31.3, pero se observa una mayor constricción del poro en vest́ıbulo

citoplasmático y la TM2s están desplazadas hacia fuera del poro con respecto a la estructura hCx31.3. Por lo

que es muy probable que el modelo escogido como representante del estado cerrado del HC de hCx26 (modelo

hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER*) no sea el adecuado y habŕıa que estudiar la transición entre los estados
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semicerrado y cerrado usando el modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER y un modelo del HC de hCx26 con la

conformación del modelo de hCx43 resuelto por Qi, Acosta Gutierrez y cols [81].

Como se mencionó previamente, en 2020 Khan y cols. [42] resolvieron por cryo-EM la estructura del GJC

de hCx26 en condiciones de pH ácido, donde las NTHs se despliegan perdiendo su estructura secundaria y des-

plazándose en dirección del espacio extracelular. Los autores proponen que los dominios N-terminales desplegados

estaŕıan cerrando cada HC siguiendo un modelo “de bola-cadena” que anteriormente se ha propuesto para canales

formados de Cxs [10] y otros canales iónicos [44]. Para analizar preliminarmente esta estructura, se completa-

ron las partes faltantes del modelo mediante modelamiento comparativo (modelo hCx266UVT) y se realizó una

simulación al “equilibrio” de 50 ns. De la simulación, se observa que los dominios N-terminales se mantienen

despejados, aśı como también se observa un estrechamiento del poro del canal a la altura de los dominios N-

terminales, identificándose interacciones entre las cadenas laterales de residuos en los dominios N-terminales y

las PHs, e interacciones entre las cadenas laterales de residuos entre los dominios N-terminales. Si bien, estos

resultados son prometedores, hace falta hacer más simulaciones al “equilibrio” como réplicas independientes y ver

si estos resultados son consistentes en las otras simulaciones. Además, seŕıa interesante realizar una descripción

termodinámica entre el estado abierto del HC de hCx26 y el este nuevo “candidato” de estado cerrado, pero para

ello es necesario determinar una coordenada de reacción que describa adecuadamente la transición entre ambos

estados. Lamentablemente, el estudio de este nuevo posible estado cerrado, escapa a los objetivos de esta tesis,

pero se plantea como una interesante proyección futura.

8.3 Discusiones Generales

En el desarrollo de este trabajo se ha buscado por responder las preguntas de investigación hechas al principio de

esta tesis doctoral:

1. Dada la dificultad para resolver la estructura de la NTH en canales formados por hCx26 mediante cris-

talograf́ıa de rayos X y; la variabilidad presentada por el dominio NTH en simulaciones de MD que usan

el modelo de Maeda y cols. [10] como inicial.¿En el estado abierto, la NTH tiene la conformación

observada en el modelo original de Maeda y cols.[10] o la conformación presente en las nuevas

estructuras resueltas (Myers y cols y Brotherton y cols. [11, 35, 41]?

2. Dada la estructura del HC de hCx31.3 ¿podŕıa la NTH seguir el modelo de “compuerta” como meca-

nismo de gating en el HC de hCx26? Donde la NTHs, en el estado abierto, tienen una posición próxima

a la interfaz proteica del HC, se desplazaŕıan al vest́ıbulo citoplasmático en el lumen del poro -como en

hCx31.3- transitando por un estado semicerrado, para luego, las NTHs en monómeros opuestos se aproxi-

maŕıan cerrando el canal.

Respondiendo la primera pregunta, según los resultados obtenido se puede inferir que, en el estado abierto

del HC de hCx26, la NTH estaŕıa transitando distintas conformaciones incluyendo las conformaciones observadas

en modelos reportados en el PDB como el modelo de Maeda y cols. [10], el modelo de Brotherton y cols. [41]

y también la conformación que muestra el modelo h́ıbrido. De esta manera el comportamiento dinámico de este

dominio explica la dificultad de resolver su estructura mediante métodos como la cristalograf́ıa de rayos X y

cryo-EM [23, 42].

Para responder la segunda pregunta es necesario primero revisar brevemente la evidencia acerca de los mecanis-

mos de gating de canales formados por Cx. Espećıficamente, se han descrito dos mecanismos de gatig mediado por

voltaje: el fast gating y slow gating, donde la evidencia experimental previa propone que cambios conformacionales
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en la NTH ocurren en el fast gating, mientras que en el slow gating ocurren cambios conformacionales en la PH

[3, 17, 32-34, 36-39]. Pero, según los resultados del trabajo de Garćıa y cols. sobre la mutación G12R en el HC de

hCx26 que desacopla tanto el fast como el slow gating, hay evidencia de que ambos procesos están relacionados

[40].

Se ha reportado en diversos estudios experimentales que en los residuos polares con o sin carga que componen

dominio NTH se encuentra el sensor del voltaje que media el fast gating de canales formados por Cxs [17, 36-39].

Además, posteriores estudios en las isoformas Cx36, Cx46 y Cx50 han demostrado que no solo los residuos polares

sino también los apolares son importantes en determinar la conductividad de estos canales y que también estabilizan

los estados abierto y cerrado [82-84]. Por lo que es verośımil proponer un mecanismo de gating que implique un

cambio conformacional de la NTH.

El resultado obtenido de la transición entre los estados abierto y semicerrado en el modelo de gating de

“compuerta”, espećıficamente que los perfiles de PMF medidos en distintos monómeros no sean tan similares,

implicaŕıa que la transición entre estos estados no sea movimiento concertado de las 6 NTHs sino un movimiento

individual de cada monómero, quizá de carácter cooperativo. Lo cual, podŕıa respaldar la evidencia experimental

del fast gating mediado por voltaje que da indicios de efecto del movimiento individual del dominio NTH de cada

monómero [17].

Sin embargo, el modelo de gating de “compuerta” no seŕıa viable para poder explicar el slow gating mediado

por voltaje donde el canal se cierra completamente o no como originalmente se ha propuesto. En dos trabajos

independientes [81, 85] se han resuelto estructuras del GJC de hCx43 por cryo-EM y los autores las han propuesto

como conformaciones del estado cerrado. Donde, las NTHs se encuentran cerca del vest́ıbulo citoplásmatico de

forma similar al modelo resuelto del HC de hCx31.3 y los modelos de los estados semicerrado y cerrados propuestos

en esta tesis, pero cerrando el poro del canal y con las siguientes diferencias en las TMs: En el trabajo de Lee y

cols. [85] la TM1 puede variar en su estructura secundaria entre una hélice α o π en el estado cerrado. Mientras

que en el trabajo Qi, Acosta-Gutierrez y cols. [81] las TM2 se desplazan hacia fuera del poro con respecto al

modelo de hCx31.3, dejando un espacio entre la NTH y la TM2. Estos cambios conformacionales propuestos en

las TMs podŕıan estar contribuyendo en una menor rigidez en el HC en el momento de cerrar el canal, a diferencia

que lo que sucede en lo visto en las simulaciones de empuje entre los estados semicerrado y cerrado propuestos.

Por lo que el modelo hCx26 NTH-TM16L3T PH-CT7QER* no es un modelo adecuado del estado cerrado del HC

de hCx26 y seŕıa interesante incluir la evidencia estructural de los modelos de HC de hCx43 en la validación del

modelo de este modelo de gating. Además, en ambos trabajos proponen que la estabilización del estado cerrado

está mediada también por la interacción con ĺıpidos y también se propone lo mismo en el trabajo de Lee y cols.

donde resuelven la estructura del GJC de hCx36 [86], y en las simulaciones usadas para evaluar este modelo de

gating no se ha tomado en cuenta estas interacciones.

Por otro lado, el modelo de gating de “bola-cadena” también es prometedor para explicar el slow gating pero es

necesario realizar más simulaciones y una descripción termodinámica del modelo de gating para poder respaldarlo.

Además, cabe destacar que ambos modelos han sido probados en simulaciones en ausencia de un campo eléctrico

y como estos mecanismos de gating son mediados por voltaje, es necesario realizar simulaciones donde se aplique

un campo eléctrico que simule el potencial de membrana.

Por ultimo, en respuesta de la segunda pregunta de investigación, aún hace falta más simulaciones para aceptar

o descartar el modelo de gating de “compuerta” y lo mismo se puede concluir del modelo de “bola-cadena”.
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9 Conclusiones

Finalmente, según los resultados obtenidos se puede concluir que:

• En el estado abierto la NTH presenta tanto la conformación del modelo de Maeda y cols. [10] del HC de

hCx26 como la presente en los modelos del canal heterot́ıpico de sCx46/Cx50 [11] y el modelo de Brotherton

y cols [41].

• El modelo de “compuerta”, espećıficamente la transición del estado abierto al semicerrado del canal y de

forma individual en cada monómero, podŕıa explicar el fast gating mediado por voltaje.

• El modelo de “compuerta”, espećıficamente, en la transición entre los estados semicerrado y cerrado no es

viable como modelo de gating.

• El modelo de “bola-cadena” es un modelo de gating prometedor pero hace falta más investigación para

validarlo.

• Por último, los resultados de esta tesis nos lleva a aceptar de forma parcial la hipótesis original, ya que

en el estado abierto la NTH adopta tanto la conformación del canal heterot́ıpico de sCx46/Cx50 como la

conformación del modelo de Maeda y cols. en el estado abierto, pero aún hace falta más evidencia para

aceptar o descartar el modelo de gating de “compuerta” en el HC de hCx26.
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10 Anexo 1: Métodos avanzados de muestreo en simulaciones de MD

En el desarrollo de esta tesis se emplearon dos métodos avanzados de muestreo en simulaciones MD: umbrella

sampling [46] y WT-MetaD [54, 55]. En este anexo se abordaran tanto las definiciones de conceptos de enerǵıa libre

y coordenada de reacción como los fundamentos de los métodos de muestreo umbrella sampling y WT-MetaD, y

los fundamentos de métodos de de-sesgado WT-MetaD [47, 48] y mBAR [50-52].

10.1 Enerǵıa libre y definición de coordenas de reacción

La diferencia de enerǵıa libre es la cantidad de trabajo de un sistema termodinámico puede realizar [87]. La

diferencia de la enerǵıa libre es fundamental para determinar la espontaneidad de procesos tales como reacciones

qúımicas, catálisis qúımica y enzimática, y otros procesos bioqúımicos como el plegamiento de protéınas y los

cambios conformacionales en estas últimas [88-91]. En qúımica, la teoŕıa del estado de transición se utiliza para

calcular velocidades de reacción a partir de barreras de enerǵıa libre [92]. La enerǵıa libre contiene a la entroṕıa,

una medida del espacio disponible de configuraciones en un sistema y para muestrear este espacio en un sistema

de gran cantidad de átomos, es necesario un proceso intensivo [93, 94].

Hay un salto acá. De donde aparece el Q y cómo se relaciona con lo que veńıas diciendo?

La función canónica de partición Q es la suma (o integral) de todas las posibles configuraciones en un sistema

termodinámico y es un factor normalizador útil para obtener propiedades termodinámicas, como la enerǵıa libre

[95]. La función de partición de un sistema puede ser calculado v́ıa una integral sobre el espacio de fase completo,

es decir, el espacio de configuraciones y el momento espacial. Si la enerǵıa potencial E es independiente del

momento y la integral sobre esta es una constante multiplicativamente para Q, por lo que puede ser ignorada [88].

Entonces, Q es definido como:

Q =

∫
exp[−βE(r)]dNr (11)

Donde, β = 1/kBT , siendo kB la constante de Boltzmann, T es la temperatura en escala absoluta,N el número

de grados de libertad del sistema y E(r) es la enerǵıa potencial en función de las configuraciones microscópicas

del sistema. La enerǵıa libre de Helmholtz , A, está relacionada con Q:

A = − 1

β
lnQ (12)

La función canónica de partición implica un número constante de part́ıculas, temperatura y volumen constante,

pero si es la presión la que se mantiene constante, se obtiene la enerǵıa libre de Gibbs (G). Aparte del cambio del

ensamble, A y G son equivalentes, además en sistemas dif́ıcilmente compresibles, como los sistemas de interés en

esta tesis, ∆A y ∆G son numéricamente similares [88].

Generalmente, en el estudio de reacciones qúımicas, es de interés la diferencia de enerǵıa libre entre dos estados

y si la diferencia entre ambos es geométrica (como sucede a menudo entre reactantes y productos de una reacción

qúımica). Entonces, la integración de la ecuación 11 se puede hacer sobre una parte del espacio de fase entre

ambos estados [88].

Frecuentemente, puede ser definida una coordenada de reacción (ξ), un parámetro continuo que provee una

distinción entre dos estados termodinámicos. Cualquier parámetro de orden podŕıa ser definido como coordenada

de reacción y este puede tener una o más dimensiones [88]. Usualmente, ξ es definido en términos geométricos

como la distancia, torsión entre átomos o la diferencia de RMSD entre dos estados de referencia [88]. Con ξ

definido, la distribución de probabilidad de un sistema a lo largo de ξ puede ser calculado integrando todos los
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grados de libertad con excepción de ξ [88]:

Q(ξ) =

∫
δ[ξ(r)− ξ] exp [(−βE)dNr]∫

exp [(−βE)dNr]
(13)

Donde, δ[ξ(r)−ξ] es la función de delta de Dirac que selecciona aquellas configuraciones de r que correspondan

a un valor particular de ξ, actuando como “filtro” en la integral.

Q(ξ)dξ puede ser interpretado como la probabilidad de encontrar al sistema en un pequeño intervalo dξ a lo

largo de ξ. Por lo tanto, esto permite calcular la enerǵıa libre a lo largo de una coordenada de reacción, también

llamado Potencial de Fuerza Media (Potential Mean Force en inglés) o PMF [88]:

PMF = − 1

β
lnQ(ξ) (14)

A diferencia de la enerǵıa libre de Helmholtz (A) o de Gibbs (G), que son una una propiedad del global del

sistema y son calculadas a partir de la función de partición Q, el PMF es la enerǵıa libre restringida una coordenada

de reacción ξ.

En simulaciones computacionales, las integrales directas sobre el espacio de fases que aparecen en las ecuaciones

11 y 13 no pueden evaluarse anaĺıticamente. No obstante, si el sistema cumple la condición de ergodicidad —es

decir, si una simulación suficientemente extensa permite recorrer todas las configuraciones relevantes del sistema—,

los promedios temporales se equiparan a los promedios de ensamble. En consecuencia, Q(ξ) puede estimarse como

se muestra en [88]:

P (ξ) = ĺım
t→∞

1

t

∫ t

0

ρ[ξ(t′)]dt′ (15)

Donde, t corresponde al tiempo y ρ es la frecuencia en que el sistema visita ξ en un intervalo de tiempo infinite-

simal t′. Entonces, en principio se podŕıa obtener el PMF a partir de simulaciones de MD mediante la medición de

P (ξ), la distribución del sistema a lo largo de una coordenada de reacción. Sin embargo, las simulaciones de MD

solo tienen una duración finita, en que se puede hacer un buen muestreo del espacio de configuraciones alrededor

de un ḿınimo de enerǵıa potencial. Para hacer el muestreo de regiones con barreras de enerǵıa significativamente

mayores a kBT , las simulaciones de MD estándar no son suficientes y por lo tanto, tampoco son suficientes para

reconstruir el PMF.

Se han desarrollado técnicas que permiten el muestreo de las regiones del espacio de configuraciones donde se

presentan estas barreras de enerǵıa, las cuales se pueden se pueden clasificar como: (i) métodos de muestreo en el

equilibrio, (ii) métodos de muestreo fuera del equilibrio y (iii) métodos que introducen grados de libertad adicionales

[88]. El primer grupo de técnicas se mantiene el equilibrio del sistema, ya que la enerǵıa libre es una propiedad del

equilibrio en los sistemas termodinámicos. Un ejemplo de estos métodos es la integración termodinámica [96-101].

El segundo grupo de técnicas se basan en estimar la diferencia de enerǵıa libre a través de la reacción del sistema

frente a una perturbación del equilibrio. Ejemplos de estas técnicas son la relación de Jarzynski [102], la free energy

pertubation (FEP) [103], o el umbrella sampling [46], en la sección 10.2 se hará una revisión más extensa de esta

última técnica. Por último, el tercer grupo de técnicas, como dice su nombre se adicionan grados de libertad al

sistema para poder sobrepasar la barreras de enerǵıa libre. Ejemplos de estas técnicas son las metadinámicas y

λ-dinámicas (λ-dynamics en inglés) [104-107]. Para efectos de esta tesis se hará una revisión más extensa de las

metadinámicas [54] en la sección 10.4.
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10.2 Umbrella Sampling

El método de muestreo umbrella sampling fue desarrollado por Torrie & Valleau [46]. Consiste en la adición de

un sesgo, un termino energético, que es aplicado en el sistema para permitir el muestreo adecuado a lo largo de la

coordenada de reacción. El sesgo puede ser aplicado en una simulación o en una serie de diferentes simulaciones

usualmente denominadas “ventanas”, cuyas distribuciones se solapan entre śı. Frecuentemente, el sesgo aplicado

tiene la forma de un potencial armónico:

ωi(ξ) =
1

2
K(ξ − ξrefi ) (16)

Donde K es constante de fuerza y ξrefi es el valor central de ξ para la “ventana” i y ωi(ξ) es el potencial

armónico aplicado en la “ventana” de simulación que depende solo de la coordenada de reacción. De este modo,

la enerǵıa potencial de cada simulación sesgada, Eb(r) se define como:

Eb(r) = Eu(r) + ωi(ξ) (17)

En las siguientes ecuaciones los supeŕındices “b” y “u” corresponden a cantidades sesgadas y de-sesgadas

respectivamente, cuando ninguno de estos supeŕındices sea usado la cantidad es de-sesgada.

Para obtener el PMF de-sesgado es necesaria la distribución de-sesgada, siguiendo la ecuación 13, la distribución

de-sesgada de cada ventana se define como:

Pu
i (ξ) =

∫
exp[−βE(r)]δ[ξ′(r)− ξ]dNr∫

exp[−βE(r)]dNr
(18)

De las simulaciones de cada ventana se puede obtener la distribución sesgada al lo largo de la coordenada de

reacción y asumiendo un sistema ergódico:

P b
i (ξ) =

∫
exp{−β[E(r) + ωi(ξ

′(r))]}δ[ξ′(r)− ξ]dNr∫
exp{−β[E(r) + ωi(ξ′(r))]}dNr

(19)

Debido a que el sesgo aplicado al sistema depende solo de ξ y que la integración en el numerador es sobre

todos los grados de libertad a excepción de ξ:

P b
i (ξ) = exp[−βωi(ξ)]×

∫
exp[E(r)]δ[ξ′(r)− ξ]dNr∫

exp{−β[E(r) + ωi(ξ′(r))]}dNr
(20)

El numerador del segundo termino en 20 (
∫
exp[E(r)]δ[ξ′(r)− ξ]dNr) es igual al numerador de 18 entonces

se puede reemplazar y despejar la probabilidad de-sesgada:
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P b
i (ξ) = exp[−βωi(ξ)]×

Pu
i (ξ)

∫
exp[−β(E(r)]dNr∫

exp{−β[E(r) + ωi(ξ(r))]dNr

Pu
i (ξ) = P b

i (ξ)×
1

exp[−βωi(ξ)]
×

∫
exp{−β[E(r) + ωi(ξ(r)]d

Nr∫
exp[−βE(r)]dNr

= P b
i (ξ) exp[βωi(ξ)]×

∫
exp{−β[E(r) + ωi(ξ(r)]d

Nr∫
exp[−βE(r)]dNr

= P b
i (ξ) exp[βωi(ξ)]×

∫
exp[−βE(r)] exp{−β[ωi(ξ(r))]}dNr∫

exp[−βE(r)]dNr

= P b
i (ξ) exp[βωi(ξ)]

∫
P (r) exp[−βωi(ξ)]d

Nr

= P b
i (ξ) exp[βωi(ξ)] < exp[−βωi(ξ)] >

(21)

Como P (r) = exp[−βE(r)]/
∫
exp[−βE(r)]dNr [87, 95], entonces se puede reemplazar en la relación Q/Qb

en 21 y a la vez Q/Qb =
∫
P (r) exp[−βωi(ξ)] es el valor esperado de exp[−βωi(ξ)] en la distribución de-sesgada

por lo que se puede expresar como el promedio ensamble de exp[−βωi(ξ)].

Entonces, se puede obtener el PMF de cada ventana a partir de Pu
i (ξ):

PMFi = − 1

β
lnP b

i (ξ) + ωi(ξ) + Fi (22)

Donde, como se mencionó, P b
i (ξ) se puede medir en las simulaciones y se conoce el valor de ωi(ξ) a priori.

Mientras que Fi, o factor de normalización, es igual a ln < exp[−βωi(ξ)] >.

De esta forma, se puede obtener el PMF por cada ventana, sin embargo, para obtener el PMF global es necesario

calcular el factor de normalización, Fi que está relacionado con el sesgo aplicado a cada ventana (ωi(ξ)). Pero

debido a que las distribuciones sesgadas obtenidas en cada ventana se solapan entre śı en sus valores extremos, se

hace imposible diferenciar la contribución del sesgo entre ventanas vecinas. Es por esto que para calcular el PMF

global a partir de muestreos tipo umbrella sampling es necesario el uso de métodos de de-sesgado.

10.3 Métodos de desesgado usados para muestreos tipo umbrella sampling

Como se mencionó en la sección anterior, para calcular el PMF a partir de umbrella sampling es necesario usar

métodos de de-sesgado como WHAM (Weighted Histogram Analysis Method) y/o mBAR (multiple Bennett

Aceptance Ratio).

10.3.1 Weighted Histogram Analysis (WHAM)

El método de-sesgado WHAM (sigla que en inglés que siginifica Weighted Histogram Analysis) desarrollado

originalmente por Kumar y cols [47, 48], consiste en el cálculo la distribución global promediando ponderadamente

de las distribuciones de-sesgadas de cada ventana, con el objetivo de minimizar el error estad́ıstico del factor de

normalización, Fi:
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Pu(ξ) =

ventanas∑
i

ρi(ξ)P
u
i (ξ) (23)

Los pesos son escogidos para minimizar el error estad́ıstico de Pu:

∂σ2(Pu)

∂ρi
= 0 (24)

Y bajo la condición
∑
ρi = 1, entonces:

ρi =
ai(ξ)∑ventanas

j aj(ξ)
(25)

ai(ξ) = Ni exp[−βωi(ξ) + βFi] (26)

Donde en 25 ai(ξ) es la contribución que aporta la distribución de una ventana de simulación en el peso,

y
∑ventanas

j aj(ξ) corresponde a la suma de las distribuciones de todas las ventanas. Mientras que en 26 ai(ξ)

corresponde a la contribución de cada ventana a un valor espećıfico de la coordenada reacción y Ni es el tamaño

de la muestra de cada ventana. De esta forma la ecuación 26 es usada para calcular los valores de ρi en la ecuación

23.

Por otro lado, Fi es calculado con:

exp(−βFi) =

∫
Pu(ξ) exp[−βωi(ξ)]dξ (27)

Como se puede observar, Pu es usado en ecuación 27 y Fi entra en la ecuación 23, mediante la ecuación 26.

Por lo que es necesario iterar ambas ecuaciones (23 y 27) hasta que los valores alcancen la convergencia.

10.3.2 Multiple Bennett Aceptance Ratio mBAR

El siguiente método de de-sesgado utilizado en el presente trabajo es mBAR (sigla de multiple Bennett Aceptance

Ratio en inglés). Desarrollado por Shirts y cols [50-52] que es una extensión del método BAR (Bennet Aceptance

Ratio) [108, 109] para múltiples estados termodinámicos. Este método, además de ser usado para umbrella sam-

pling, también se usa en otros métodos de muestreo como pertubación de enerǵıa libre (FEP) [103] o H-REMD

(Halmitonian Replica Exchange) [110] entre otros. mBAR es un estimador “libre de bins” de diferencia de enerǵıa

libre que puede ser derivado a partir de WHAM en la condición en que el tamaño del bin está en el ĺımite tendiendo

a cero [50, 111, 112].

La ideal central de mBAR es estimar la enerǵıa libre reducida de cada estado termodinámico o “ventana” de

simulación del umbrella sampling, de un total de estados o “ventanas”, K:

fk = − ln [

Nk∑
n=1

exp[−uk(rn)]∑K
l=1Nl exp[−fl − ul(rn)]

] (28)

Donde, fk es la enerǵıa reducida de cada “ventana” o estado k, la enerǵıa libre de reducida está relacionada

con el PMF de cada estado: fk = βPMFk. Nk y Nl son el número de muestras no correlacionadas de cada estado

k, y un y ul son los potenciales reducidos de cada estado o “ventana” k.

El potencial reducido de un sistema, en ensambles NVT, NPT y µVT se define como:
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uk(r) = βk[Ek(r) + pkVk(r) + µT
k n(r)] (29)

Donde, E(r) es la enerǵıa potencial del sistema, la cual en el caso de umbrella sampling incluye el potencial

hármonico (ωk(ξ)) adicionado en cada “ventana” de simulación. En el caso del uso del ensamble NPT, pk y Vk(r)

son la presión aplicada en el sistema y el volumen de este en cada estado respectivamente. Por último, en el caso

del uso de un ensamble grand canónico (µVT), µT
k y nk(r) son el vector del potencial qúımico y el número de

moleculas de cada componente del sistema respectivamente.

Volviendo a la ecuación 28, en el denominador de cada elemento n de la sumatoria se incluye la enerǵıa libre

reducida de cada estado, por lo tanto, para poder obtener estos valores es necesario resolver esta ecuación de

forma iterativa partiendo por valores arbitrarios de fk que usualmente son iguales a cero. Se calcula primero el

denominador que es común para todos los estados y, luego, se calcula la enerǵıa libre reducida para cada estado.

Luego, estos nuevos valores de enerǵıa libre reducidas son usados en la siguiente iteración, hasta que los valores

converjan.

Una vez obtenidas las enerǵıas libres reducidas de cada estado se pueden obtener los pesos de cada ventana

Wk en las muestras obtenidas:

Wk(r) =
Nk exp[−uk(rn) + fk]∑K
l=1Nl exp[ul(rn) + fk]

(30)

Luego, se usan los pesos obtenidos para calcular el PMF global usando diferentes métodos para reconstruir la

curva, entre los cuales se pueden mencionar el cálculo de histogramas a partir de la distribución de ξ obtenida

de las simulaciones o ajustando la curva mediante funciones de distribución de probabilidad como por ejemplo,

gaussianas.

10.4 Well Tempered Metadynamics (WT-MetaD)

El método de muestreo de simulaciones de MD, metadinámica fue desarrollado originalmente por Laio & Parinello

en 2002 [54], el cual a su vez está basado en el trabajo previo del grupo de van Gusteren [113]. Este método consiste

en agregar un potencial externo que depende la trayectoria de la simulación, V (ξ(r), t). Y a su vez este potencial

está definido por la sumatoria de gaussianas, las cuales se van depositando sobre el espacio de configuraciones de

la coordenada de reacción ξ, y V (ξ(r), t) esta definido como:

V (ξ(r), t) =
∑
kτ<t

W (kτ) exp[−
d∑

i=1

(ξi − ξi(r(kτ)))
2

2σ2
i

] (31)

Donde, τ es el intervalo de tiempo en que las gaussianas son depositadas y k es el número de éstas que son

depositadas. W (kτ) es el alto de las gaussianas en función del tiempo, d es el número de dimensiones de la

coordenada de reacción ξ y σ es el ancho de las gaussianas.

El adicionado de gaussianas en el espacio de configuraciones permite al sistema que se encuentra en un “pozo”

de enerǵıa potencial, cruzar las barreras de alta enerǵıa y visitar otras regiones del espacio de configuraciones.

De este modo, las gaussianas son como una “arena computacional” que permite al sistema explorar el espacio

de configuraciones. En simulaciones suficientemente largas el potencial converge al negativo de la enerǵıa libre o

PMF:

V (ξ, t→ ∞) = −PMF + C (32)
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Donde C es una constante, en una simulación de metadinámica estándar W (kτ) es constante a lo largo de

la simulación. Debido a esto, la estimación del PMF oscila entorno a los valores reales de PMF, sin embargo, se

corre el riesgo de explorar regiones del espacio de configuraciones que no tengan sentido f́ısico. Para corregir el

problema de convergencia, WT-MetaD [55] (Well Tempered Metadynamics en inglés) fue desarrollado, en donde

el alto de gaussiana W (kτ) vaŕıa a lo largo de la simulación y depende del potencial V (ξ(r), t):

W (kτ) =W0 exp[−
V (ξ(r(kτ)), kτ)

kβ∆T
] (33)

Donde, W0 es la altura inicial de la gaussiana, kB la constante de Boltzmann y ∆T es un parámetro de

“temperatura artificial” que controla el decaimiento de la altura de las gaussianas depositadas. De este modo, se

asegura que la convergencia del potencial agregado sea más suave, pero sin afectar la estimación del PMF:

V (ξ, t→ ∞) = − ∆T

T +∆T
PMF + C (34)

Donde, T es la temperatura del sistema. Cuando ∆T = 0, entonces la simulación es equivalente a una

simulación de MD al equilibrio, mientras que cuando ∆T = ∞ la simulación es equivalente a una simulación de

metadinámica estándar.

En la implementación de WT-MetaD del software PLUMED [56] se utiliza el parámetro biasfactor o λ:

λ =
T +∆T

∆T
(35)

Este parámetro de entrada en las simulaciones de WT-MetaD, controla la velocidad en que decae la altura de

las gaussianas depositadas mediante la ecuación 33, espećıficamente a través del parámetro ∆T y por extensión

también controla la extensión de la exploración del espacio de configuraciones.
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11 Anexo 2: Publicaciones

En el transcurso del doctorado he participado como co-autor en 3 trabajos de investigación de canales formados

en conexinas (veáse tabla 1). El primer trabajo, cuyo manuscrito titulado como “Human Connexin 26 N-Terminal

Helix orientation is in a dynamic equilibrium”, contiene los resultados del primer objetivo de esta tesis y fue

enviado a la revista Biophysical Journal. A la fecha de publicación de esta tesis, este manuscrito se encuentra aún

en revisión. Mientras que, los demás trabajos que ya están publicados no están relacionadas directamente con el

trabajo de tesis, pero tratan de otros factores que influyen en la formación y regulación de canales de conexinas.

En la Tabla 1 se resume la información de los 3 trabajos.

T́ıtulo Autores
Revista, Año,

Número
Estado

“Human Connexin 26 N-Terminal
Helix orientation is in a dynamic
equilibrium.”

Jensen-Flores, J.; Barrera, Y.;
Barŕıa-Urenda, M.; Garate, J.A.;
Villanelo, F.; Perez-Acle, T.

Biophysical
Journal

En revisión

“Connexins channels and hemi-
channels are modulated differently
by charge reversal at residues for-
ming the intracellular pocket.”

Villanelo, F.; Minogue, P.J.;
Maripillán, J.; Reyna-Jeldes,
M.; Jensen-Flores, J.; Garćıa,
I.E.; Beyer, E.C.; Perez-Acle, T.;
Berthoud, V.M.; Mart́ınez, A.D.

Biological
Research
2024, 31.

Publicado∗

“Simulations on Simple Models of
Connexin Hemichannels Indicate
That Ca2+ Blocking Is Not a Pure
Electrostatic Effect.”

Villanelo, F.; Carrasco, J.; Jensen-
Flores, J.; Garate, J.A.; Perez-
Acle, T.

Membranes
2021, 11.

Publicado∗∗

Tabla 1: Resumen de publicaciones. Información de los trabajos publicados o en revisión durante el transcurso
del doctorado. ∗https://doi.org/10.1186/s40659-024-00501-5. ∗∗https://doi.org/10.3390/membranes11050372.
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27. Ek-Vitoŕın, J. F., Calero, G., Morley, G. E., Coombs, W., Taffet, S. M. y Delmar, M. pH regulation of

connexin43: molecular analysis of the gating particle. Biophys J 71, 1273-1284 (1996).

28. Duffy, H. S., Sorgen, P. L., Girvin, M. E., O’Donnell, P., Coombs, W., Taffet, S. M., Delmar, M. y Spray,

D. C. pH-Dependent Intramolecular Binding and Structure Involving Cx43 Cytoplasmic Domains *. Journal

of Biological Chemistry 277. Publisher: Elsevier, 36706-36714 (2002).

55



29. Swietach, P., Rossini, A., Spitzer, K. W. y Vaughan-Jones, R. D. H+ Ion Activation and Inactivation of the

Ventricular Gap Junction. Circulation Research 100, 1045-1054 (2007).

30. Garciarena, C. D., Malik, A., Swietach, P., Moreno, A. P. y Vaughan-Jones, R. D. Distinct moieties underlie

biphasic H+ gating of connexin43 channels, producing a pH optimum for intercellular communication. The

FASEB Journal 32, 1969-1981 (2018).

31. Unwin, P. N. y Zampighi, G. Structure of the junction between communicating cells. Nature 283, 545-549

(1980).

32. Tong, X., Aoyama, H., Tsukihara, T. y Bai, D. Charge at the 46th residue of connexin 50 is crucial for the

gap-junctional unitary conductance and transjunctional voltage-dependent gating. The Journal of Physiology

592, 5187-5202 (2014).

33. Verselis, V. K., Trelles, M. P., Rubinos, C., Bargiello, T. A. y Srinivas, M. Loop gating of connexin hemi-

channels involves movement of pore-lining residues in the first extracellular loop domain. The Journal of

biological chemistry 284. Publisher: American Society for Biochemistry and Molecular Biology, 4484-4493

(2009).

34. Tang, Q., Dowd, T. L., Verselis, V. K. y Bargiello, T. A. Conformational changes in a pore-forming region

underlie voltage-dependent “loop gating” of an unapposed connexin hemichannel. Journal of General Phy-

siology 133, 555-570 (2009).

35. Flores, J. A., Haddad, B. G., Dolan, K. A., Myers, J. B., Yoshioka, C. C., Copperman, J., Zuckerman,

D. M. y Reichow, S. L. Connexin-46/50 in a dynamic lipid environment resolved by CryoEM at 1.9 Å.
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