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1. Abstract / Resumen
In this final degree project, the processes of ionic conduction in eukaryotic cells were explored, with a

particular emphasis on the hNay1.4 channel, through computational simulations using the classical Molecular
Dynamics technique. This channel plays a crucial role in the propagation of action potentials in neurons and
muscle cells. Therefore, a detailed investigation of its functioning can provide valuable information for the
development of various therapeutic strategies aimed at treating pathologies associated with dysfunctions of
this channel. Currently, the mechanism of ionic conduction through the channel is unknown, so the objective
of this project is to investigate the relevant factors in the ion transport process, which will lead to a deeper

understanding of the permeation processes that occur in this channel.

The channel modeling was performed using the CHARMM-GUI' and Pymol® programs. Subsequently, the
Molecular Dynamics simulations were conducted using the NAMD? program. The analysis of the data obtained
from these simulations was carried out using analysis tools developed in Python by the research group. By
utilizing these resources, the structural and dynamic properties of this channel were investigated by simulating
realistic biological conditions. These analyses provided data on ion permeation rates and channel selectivity,

among other parameters.

The results of this project revealed that the current theoretical model may not be completely accurate, as it
predicts a higher conduction of potassium ions than of sodium ions, whereas the channel is known to be
selective for sodium. One possible explanation for this discrepancy could lie in an imprecise description of
ion-water interactions. Specifically, it was observed that potassium ions dehydrate more easily than sodium

ions within the channel, facilitating their permeation.

En el trabajo de final de grado, se exploraron los procesos de conduccion idnica en células eucariotas, haciendo
especial énfasis en el canal hNay1.4 a través de simulaciones computacionales mediante la técnica de Dinamica
Molecular clasica. Este canal tiene un rol muy importante en la propagacion de potenciales de accion en
neuronas y células musculares, por lo tanto, una investigacion detallada de su funcionamiento puede
proporcionar informacion valiosa para el desarrollo de diversas estrategias terapéuticas dirigidas al tratamiento
de patologias asociadas con las disfunciones de este canal. Actualmente el mecanismo de conduccion idnica a
través del canal se desconoce, por lo que el objetivo de este proyecto es investigar los factores relevantes en el
proceso de transporte de iones, lo que permitira adquirir un entendimiento mas profundo sobre los procesos de

permeacion que ocurren en este canal.

La modelizacion del canal se realizé con los programas CHARMM-GUI' y Pymol®. Posteriormente las
simulaciones de dindmica molecular se realizaron con el programa NAMD?. El andlisis de los datos obtenidos
a partir de estas simulaciones fue realizado utilizando herramientas de analisis desarrolladas en Python por el
grupo de investigacion. Utilizando estos recursos se investigaron las propiedades estructurales y dinamicas de
este canal simulando unas condiciones bioldgicas mas realistas. Estos analisis permitieron obtener datos sobre

los ratios de permeacion de los iones o la selectividad del canal, entre otros.



Los resultados de este proyecto evidenciaron que el modelo tedrico actual puede no ser completamente preciso,
ya que predice una mayor conduccion de iones de potasio, siendo dicho canal selectivo al sodio. Una posible
explicacion de esta discrepancia podria residir en una descripcion imprecisa de las interacciones ion/agua.
Especificamente, se observo que los iones de potasio se deshidratan mas facilmente que los de sodio dentro

del canal, lo que facilitaba su permeacion.

2. Introduccién
En este trabajo se llevara a cabo la modelizacion y el estudio computacional del proceso de conduccion idnica

en canales ionicos eucariotas, concretamente en el canal de sodio humano, Nav1.4. Los procesos de conduccion
ionica son esenciales para el funcionamiento de los sistemas bioldgicos, ya que regulan la actividad neuronal,
muscular y endocrina, entre otros procesos.* Las simulaciones computacionales se han convertido en una
herramienta importante para comprender la dinamica y el mecanismo de este proceso, lo que puede ayudar a
desarrollar nuevas terapias y medicamentos para tratar enfermedades asociadas con el mal funcionamiento de
los canales i6nicos. En concreto, el canal que se estudia, el hNayl.4, esta implicado en los trastornos
musculares hereditarios y adquiridos, por lo que el estudio de sus mecanismos moleculares podria conducir a

nuevas estrategias terapéuticas.’

La proteina de la membrana del canal Nay1.4, representada en la Figura 1, es un canal i6nico transmembrana
activado por voltaje que juega un papel crucial en la generacion y propagacion de los potenciales de accion en
las células musculares esqueléticas. Este canal se activa en respuesta a una despolarizacion del potencial de
membrana, lo que implica un incremento en dicho potencial. Como resultado, se permite la entrada de iones
de sodio en la célula, lo cual conduce a la generacion de un potencial de accion y a una modificacion en la
distribucion de carga eléctrica a lo largo de la membrana celular.® Durante un potencial de accion, los canales
i6nicos se abren y permiten el flujo de iones a través de la membrana, lo que lleva a cambios rapidos en la
polaridad de la membrana. En el caso de las neuronas, esto permite la propagacion de senales eléctricas a lo

largo del ax6n y, finalmente, la comunicacion con otras células a través de las sinapsis.

Figura 1. A. Representacion del sistema a estudio con la proteina con identificador 6AGF imbuida en una bicapa
lipidica simulando un ambiente in-vivo. B. Corte transversal de la proteina en el que se representan los TMS y
TM6, se encuentra sefializados el filtro selectivo y la puerta del canal.
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En el estudio de los canales ionicos de sodio es importante diferenciar entre los procariotas y los eucariotas.
Ambos tipos de canales comparten la misma estructura basica, la cual estd formada por cuatro dominios (DI-
DIV), y cada uno de ellos esta dividido en seis segmentos transmembrana (TM1-TM6), como se representa en
la Figura 2. Sin embargo, su principal diferencia se encuentra en el filtro selectivo, ubicado en el P-Loop que
conecta los segmentos transmembrana cinco y seis (TMS5-TM®6). En el caso de los canales ionicos procariotas,
el filtro se encuentra compuesto por cuatro glutamatos (EEEE), mientras que, en los canales de sodio
eucariotas, el filtro selectivo esta formado por aspartato (D), glutamato (E), lisina (K) y alanina (A), también
conocido como DEKA. Ademas, en los canales de sodio eucariotas, los dominios estan unidos de forma

covalente, mientras que en los canales procariotas la interaccion entre los cuatro dominios es no covalente.’

DOMINIO I DOMINIO II DOMINIO III DOMINIO IV
o G S
(D/ x :

Inactivation
gate

Figura 2. Descripcion esquematica de las distintas partes presentes en los canales eucariotas.

El mecanismo de apertura del canal hNay1.4, que se induce manualmente en las simulaciones de este trabajo
para minimizar el tiempo de calculo y acelerar el flujo i6nico, transita a través de tres estados conformacionales
distintos: estado de reposo (cerrado), estado activado (abierto) y estado inactivado (cerrado). El mecanismo
subyacente que regula la transicion entre la apertura y el cierre del canal involucra los siguientes pasos que

han sido representados en la Figura 3:°

(i) Tras la despolarizacion de la membrana, los sensores del voltaje en el TM4 se mueven hacia la
superficie extracelular, la cual hace que el canal se abra brevemente (<1ms).

(i) Tras ello los iones de sodio permean al medio intracelular lo cual produce una despolarizacion de
la membrana que provoca un aumento del potencial de accion.

(iii)  Tras unos milisegundos, los canales de sodio son rapidamente inactivados, lo cual es debido a la
caida del potencial de accion tras la permeacion de los sodios y que da lugar al estado de

inactivacion. Esta inactivacion se da en una escala de tiempo de entre 1-5 ms. Esta rapida



inactivacion se da cuando en el canal detiene la conduccion idnica, mientras que los dominios

sensibles al voltaje estan en una conformacion activa, lo cual es posible gracias al triplete IFM.
(iv) El canal entra en un estado inactivacion lenta en respuesta a la prolongada despolarizacion o a la

rapida repeticion del movimiento de apertura. Este proceso puede durar desde segundos a minutos.
(v) Cuando los residuos del TM4 wvuelven a su conformacion original de descanso tras la

repolarizacion de la membrana, el canal de sodio se recupera de la inactivacion y se desactiva.

Los movimientos de apertura y cierre del canal estin mediados por el movimiento hacia la superficie

extracelular o intercelular de los segmentos TM4 de cada dominio.

Figura 3. Descripcion esquematica del mecanismo de apertura y cierre de un canal idénico de sodio activado
por voltaje.

En el caso de los canales eucariotas de sodio activados por voltaje, se cree que el principal motivo de la
selectividad al sodio frente a otros cationes, como el potasio y el calcio, reside en la posicion y el rol que toma
la lisina en el filtro selectivo, pero aun no se ha podido demostrar o explicar el mecanismo en detalle. Sin

embargo, se han postulado varias hipdtesis con respecto a la importancia de la lisina del filtro selectivo:®

(1) La lisina disminuye el nimero de coordinacion del metal ya que, al no ser un ligando metalico, no
se coordina con el sodio. Asi solo los otros tres residuos del filtro selectivo se coordinaran con el
cation metélico.

(i) Su presencia reduce la carga negativa del filtro selectivo, lo que acentua la selectividad del sodio

frente al calcio al tener este Ultimo una mayor carga positiva.



(i) Ajusta y aumenta la rigidez del poro del filtro selectivo mediante interacciones tipo enlace de
hidrégeno con los residuos proximos a ella. Esto optimiza la forma del poro para que se ajuste
mejor al tamafio del sodio, aumentando asi su selectividad frente a dicho ion.

(iv) La posicién de la lisina es crucial para la selectividad, ya que hace mas rigido el DEKA. Por
ejemplo, si mutamos el filtro y cambiamos la posicion de la lisina (K) con el glutamato (E),
obteniendo el filtro DKEA, perdemos toda la selectividad frente a los cationes de sodio, ya que en
el DKEA la lisina interactta con los oxigenos que no estan coordinados con el sodio del aspartato
(D) y del glutamato (E), mientras que en el DEKA lo hace con los oxigenos coordinados al sodio
del glutamato (E) y la alanina (A), haciendo asi més rigido el poro y acomodandose mejor al

tamafio del sodio.

Una vez comentados los aspectos mas importantes relativos a los motivos de la selectividad del canal frente
al sodio y los principales aspectos en los que se ven involucrados los factores determinantes de la
conductividad ionica, se procedera a la descripcion de los objetivos de este trabajo: 1a modelizacion de la

conduccion i6nica en el canal eucariota de sodio hNavy1.4.

3. Objetivos

El objetivo general de este trabajo de fin de grado es investigar el mecanismo de conduccion idnica a través
del canal i6nico hNav1.4 mediante simulaciones de Dinamica Molecular clasica, de manera que se obtengan

los factores que influyen en la selectividad del canal por el sodio frente a otros iones.
Los objetivos especificos son:

e Aprendizaje de los programas de visualizaciéon GaussView®, PyMol? y VMD? (“Visual Molecular
Dynamics”) para mostrar, animar y analizar grandes sistemas biomoleculares; programa de generacion
de archivos de entrada y de configuracion de sistemas biomoleculares para simulaciones de dindmica
molecular CHARMM-GUI; programa de dindmica molecular NAMD?; programa para realizar
céalculos cuanticos Gaussian09% programa de andlisis de datos CPPTRAJ en Amber!! para el
procesamiento de los archivos de trayectorias, ademas de codigos disefiados en el grupo de
investigacion en Bash y Python para el analisis de los resultados.

e Validacion del campo de fuerzas usado en el calculo de fuerzas durante la dinamica.

e Comparacién de los andlisis entre las diferentes simulaciones, las realizadas antes de la

reparametrizacion de las cargas del DEKA vy las posteriores.

4. Plan de trabajo

-Semanas 1-3: Se realiz6 la busqueda bibliografica y se aprendio el manejo de los programas de visualizacion
Pymol?, VMD!’ y GaussView’; del programa de dindmica molecular NAMD?; y de los programas de analisis
desarrollados en el grupo en Bash y Python vy el programa CPPTRAJ'2. Los programas NAMD? y CPPTRAJ!?

se aprendieron a través de tutoriales encontrados en su pagina web.



-Semanas 4-6: Preparacion del sistema con los programas CHARMM-GUI' y Pymol?, y realizacion de los
primeros calculos de dinamica que incluyen el minimizado, calentamiento y el equilibrado/produccion
realizados con NAMD?. De ahora en adelante la parte del trabajo en la que se utilizan las cargas proporcionadas

por el campo de fuerza CHARMM36m!? se denominara DEKAc.

-Semanas 7-8: Se realizaron los analisis de los resultados del DEKAc, se procedid a terminar la escritura de
este informe y se comenzaron los célculos correspondientes a la reparametrizacion de las cargas del DEKA y

la simulacion de dinamica molecular de la misma, de ahora en adelante denominada DEKAp.
-Semanas 9-10: Reparametrizacion del campo de fuerzas del filtro DEKA media calculos cuanticos.

-Semanas 11-12: Simulaciones de dindmica molecular con las nuevas cargas para el DEKA: minimizacion,

calentamiento, apertura del “gate” y aplicacion del campo eléctrico externo durante el equlibrado/produccion,

con la reparametrizacion del DEKA.

-Semana 13: Analisis de los resultados del DEKAp, comparacion con los obtenidos en el DEKAc. El analisis
de estos resultados incluye, la conductividad idnica, el analisis de la energia libre de Gibbs, de la densidad de
probabilidad y del estudio de la coordinacion de los iones con moléculas de agua, ademas también se realizaron
estudios para asegurar que el sistema estaba en equilibrio durante todo el proceso (RMSD, evaluacion de la

energia a lo largo del proceso...)

-Semanas 14-16: Redaccion del manuscrito final y preparacion de la defensa oral.

5. Marco tedrico

5.1.  Dinamica Molecular
En este estudio se modelizo el transporte i6nico a través de un canal i6nico integrado en una membrana lipidica.

La simulacion de sistemas tan grandes formados por miles de atomos requiere el uso de métodos aproximados
de mecanica clasica, como es el caso de la Dinamica Molecular clasica, esta metodologia se basa en las
ecuaciones de Hamilton. Estas ecuaciones describen como evoluciona el sistema de particulas a lo largo del
tiempo, teniendo en cuenta tanto la energia cinética como la potencial de las particulas. La formulacion de
Hamilton proporciona un marco teérico sélido para simular el comportamiento de sistemas moleculares y

permite predecir el movimiento de los &tomos en funcion de las fuerzas que actfian sobre ellos:

9pi _ _9V(q) 0
at aql

9q; _ oT;(p;) 2
(?t apl

En estas Ecuaciones p; es el momento lineal del atomo i; V es la energia potencial del sistema; t es el tiempo;

T; es la energia cinética asociada al movimiento del atomo y g; son las coordenadas del 4tomo i.

La resolucion de las ecuaciones requiere el calculo del gradiente de la energia potencial como se ve en la

Ecuacion 1, este gradiente puede ser resuelto de tres maneras distintas:



(1)
(i)
(iii)

Ecuacion de Schrodinger, método ab initio Dindmica Molecular.

Campos de fuerza de mecénica clasica, método de Dindmica Molecular clésica.

Mezcla entre la resolucién de la ecuacion de Schrodinger y la resolucion de los campos de fuerza
de mecénica clésica dando lugar al método de Mecénica Cuantica/Mecéanica Molecular
(QM/MM).

Las Ecuaciones 1 y 2 no pueden ser resueltas de manera exacta, sino que tienen que ser resueltas de manera

aproximada, para conocer la evolucion temporal de las coordenadas y momentos, mediante la utilizacion de

series de Taylor truncadas hasta el tercer término (segundo orden), llegando asi al algoritmo de velocidad de

Verlet'*, que se basa en las Ecuaciones 3 y 4:

Af) = A At? adv(t) ;
q(t +At) =q@) + t-v(t)—ﬁ- g (3)
_ At dV(t+At) dV(t) 4

U(t + At) = U(t) - %( dq + dq )

En las Ecuaciones 3 y 4 las variables son las siguientes, la evolucion de las coordenadas y de la velocidad en

un paso de tiempo muy pequefo denotadas respectivamente por q(t + At) y v(t + At), cabe destacar que el

calculo de coordenadas y momentos de un paso t + At se hace a partir del calculo de coordenadas y momentos

del paso anterior, una iteracion de dinamica molecular se compone de cinco etapas:

(i)

(i)

Para calcular las posiciones con la evolucion del tiempo primero se definen unas coordenadas
go(t) y velocidades iniciales v,(t).A partir de estos valores se determinan las coordenadas internas
de cada atomo tales como distancias de enlace, angulos de enlace o diedros.

Al principio de la simulacion (t=0), las coordenadas iniciales se obtienen de un banco de datos de
datos experimentales o de célculos de mecanica cuantica. En nuestro caso han sido obtenidas del
PDB (Protein Data Bank). Si no se especifican unas velocidades, estas se derivan utilizando
probabilidades p (v;) (Ecuacion 6), de una distribucidn de velocidades de Boltzmann, v;, elegidas
a la temperatura a la que va a ser realizada la simulacién, T. Los valores son elegidos tal que el

momento total (Ecuacion 5) sea igual 0.

pi = Z mv;? ®)

. kpT (6)

En las simulaciones clésicas de Dinamica Molecular se emplean campos de fuerza para calcular

la energia potencial total del sistema a partir de la suma de los términos potencial individuales.



Una vez la superficie de energia potencial del sistema se conoce, se puede calcular su
correspondiente fuerza.

(iii) En base a la superficie de energia potencial hallada en el paso (ii) que corresponde solamente a un
conjunto de coordenadas internas, la fuerza se puede calcular con la Ecuacion 1.

(iv) Al determinar las fuerzas, es posible calcular las aceleraciones correspondientes para cada &tomo
utilizando la Ecuacién 3.

(V) Conociendo el valor de la aceleracién y empleando un integrador numérico se pueden actualizar

las nuevas posiciones atbmicas y sus velocidades para repetir el proceso.

5.2.  Campos de fuerza (Force Fields)

En este trabajo hemos utilizado Dinamica Molecular clasica donde el gradiente de energia potencial se calcula
mediante un campo de fuerza. Los campos de fuerza son un conjunto de ecuaciones y parametros que describen
las interacciones atomicas y determinan la energia potencial de un sistema. Estos modelos matematicos
incluyen términos potenciales representativos de interacciones enlazantes (enlaces, angulos de enlace y
torsiones diédricas) e interacciones no enlazantes (fuerzas de van der Waals y electrostaticas). El calculo total

de las interacciones para un sistema viene dado por la Ecuacion 7:

Nenlazante Nno enlaz.

Vtotal = Venlazante + Vno enlazante (7)
1 i=

[y

i

En las que las fuerzas enlazantes se definen segn la Ecuacion 8:

Nenlace Néngulo Néngulo

1 1
Ventazante = skp(r— ro)z + skqa(0 — 90)2 + k:(1+ cos(nw — y)) @®)
i=1 2 =1 2 i=1
i= i= i=

En los dos primeros términos de la energia potencial enlazante, se describen la energia potencial entre dos
atomos enlazados directamente y entre dos atomos separados por dos enlaces (término angular) como
potenciales arménicos, mientras que la interaccion entre dos atomos separados por tres enlaces (término
diedro) se describen empleando la ecuacion de Fourier. La energia potencial de dos atomos enlazados
directamente se compone por la constante de fuerza kg, la distancia entre los atomos, r, y la distancia de
equilibrio entre ellos, 1,,. Para el segundo término, correspondiente a la energia potencial de dos atomos
separados por dos enlaces es definida por, k, que es la constante de fuerza, 8 que es el angulo entre los &tomos
a estudio, y 6,, el angulo de equilibrio entre ellos. En el tercer término, se encuentra definida la energia
potencial de dos atomos separados por tres enlaces donde w es el angulo diedro, n es la multiplicidad de la

funcidn, k; es la constante de fuerza del diedro y y es el desplazamiento de fase.

Las fuerzas no enlazantes se describen en la ecuacion 9:

Nelectrost 12 6

Rmini‘ Rmin" qiq;
Ji ij t1j
Vno enlaz. = Z €ij < Tij ) - ( Tij > * €oTij (9)



Por definicion, las fuerzas no enlazantes solo se aplican a pares de a&tomos separados por al menos tres enlaces,
las energias de van der Waals (interacciones de corto alcance) se han calculado con un potencial de Lennard-
Jones 12-6, mientras que las interacciones coulombicas (interacciones de largo alcance) corresponden al tltimo

termino de la ecuacion. El término Ry, ;s el potencial de Lennard-Jones cuando cruza el eje x (cuando el

potencial de Lennard-Jones es 0) ; el término r;; corresponde a la distancia a la que se encuentran los dtomos;
q; y qjse refiere a la carga de cada atomo, €;; es el minimo de energia entre los atomos iy j y por Gltimo €, es

la permitividad eléctrica del medio en el que se trabaja.

Cada campo de fuerzas utiliza su propia funcion de energia potencial y la que se ha mostrado anteriormente es
la empleada por CHARMM ! vy la utilizada en este trabajo. Existen otros términos enlazantes y no enlazantes
en distintos campos de fuerzas, por ejemplo: torsiones impropias (angulos fuera del plano que se utilizan para
mantener la planaridad de ciertos grupos, como los anillos aromaticos) y términos cruzados o fuera del plano
(enlace-angulo, angulo-angulo, angulo-diedro, etc.). Muchos campos de fuerzas no tienen en cuenta términos

cruzados ya que el coste computacional aumenta considerablemente.

5.3.  Condiciones de contorno periddicas
El entorno acuoso desempefa un papel crucial en el sistema, permitiendo el desarrollo de sus funciones

bioldgicas bajo condiciones mas realistas. Durante una simulacion de Dinamica Molecular, se crea una caja de
tamafio y configuracion que dependen de la geometria del sistema, incluyendo moléculas de agua localizadas
en los margenes. El nimero maximo de atomos con el que se puede realizar un calculo de Dinamica Molecular
es entre 10° y 10° 4tomos, en una cedilla unidad cubica como es la utilizada en este trabajo, solamente un 6%
de los atomos se encuentran en la cara del cubo que se repetira, por lo que la mayoria de las propiedades que

se originan de las interacciones que ocurren en la superficie no se puede ignorar.

Para evitar interacciones entre el sistema y el vacio que lo rodea, las cuales podrian introducir problemas en la
simulacion, se emplean condiciones de contorno periodicas (Periodic Boundary Conditions, PBC), las cuales
simulan un ambiente infinito a través de la replicacion periodica del sistema en todas las direcciones. Estas
condiciones de contorno ayudan a describir mejor un sistema macroscopico en donde hay un gran numero de
moléculas de agua, proporcionando una representacion adecuada del entorno bioldgico y facilitando la
comprension de las propiedades y comportamientos de las moléculas en solucion acuosa. Las PBC son un

método para aproximar el sistema a uno “infinito” utilizando una “celdilla unidad”.

Para simular de manera realista estas interacciones, se utilizan las condiciones de contorno periddico,
construyendo asi un sistema infinito. Las ecuaciones de dinamica (las ecuaciones de Hamilton) s6lo son
resueltas en el sistema principal y reproducidas en el resto de “copias”, de manera que el coste computacional

es reducido.

Para evitar el calculo de infinitos términos en la energia de interaccion, las interacciones no enlazantes de corto
alcance solamente se calculan en un radio de corte especifico (cutoff radii, t.) a partir del cual su contribucion

pasa a ser despreciable, pero las interacciones electroestaticas de largo alcance no son tratadas de la misma
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manera ya que no se pueden truncar a distancias cortas porque su valor atn sigue siendo importante. Para estas
interacciones utilizamos la aproximacion de la suma de Ewald (Ewald Summation Approach'). Esta
aproximacion se basa en transformar las interacciones de largo alcance en interacciones de corto alcance, de
manera que a cada atomo se le asigna una densidad electronica del signo opuesto para apantallar su carga y
transformar las interacciones de largo alcance en interacciones de corto alcance.'® Después del calculo de las
interacciones, se afiade una densidad electronica de igual magnitud que la primera pero de signo contrario para

deshacer el cambio hecho inicialmente.

5.4. Termostatos y barostatos
Para realizar calculos de Dinamica Molecular en sistemas bioldgicos, es muy importante reproducir las

condiciones fisicoquimicas en las que se encontraria el sistema a estudio en un medio in-vivo de manera
fidedigna. Para ello es necesario reproducir las condiciones de presion, volumen y temperatura, entre otros,
que necesitemos de una manera realista. Para que esto sea posible se utilizan una serie de aproximaciones
computacionales para controlar un conjunto de variables que queremos tener fijas a lo largo de la simulacion:
bardstatos, para mantener la presion constante y termostatos, para mantener la temperatura del sistema al valor

deseado.

Las simulaciones en este trabajo se han llevado en dos entornos diferentes, en el proceso de calentamiento, el
sistema se encontrd bajo un conjunto NVT o conjunto candnico en el cual el nimero de particulas, el volumen
y la temperatura se encuentran como parametros constantes. El volumen se mantiene constante durante el

calentamiento para evitar la expansion del sistema.

Mientras que en el proceso de equilibrado y produccion se utilizé un conjunto NPT, en el cual los pardmetros
tratados como constantes han sido el nimero de particulas, la presion y la temperatura. El volumen no se ha
tratado como un parametro constante ya que de esta manera se puede equilibrar la densidad del sistema al valor
deseado mediante el incremente o la disminucion de las dimensiones de la caja de simulacion en la etapa de
equilibrado. Una vez la densidad ha tomado el valor deseado y las propiedades del sistema no van a sufrir

cambios bruscos, se ha comenzado la etapa de produccion en la cual se ha analizado la simulacion.

En ambos se ha utilizado un termostato de Langevin'” para mantener la temperatura constante, es un termostato
que utiliza un control estocastico, es decir, los valores de las variables son acoplados a ciertas propiedades
termodinamicas de acuerdo con las ecuaciones de movimiento modificadas en las cuales se han afiadido ciertos
grados de libertad de manera estocastica para encontrar el valor adecuado a la funcioén termodinamica a la que

ha sido acoplado.

El termostato de Langevin'’, que fue el utilizado a lo largo de este trabajo, para mantener la temperatura
constante, utiliza particulas ficticias colisionando con las de nuestro sistema para controlar la temperatura. Este
método se define segun la Ecuacion 10, la cual describe el movimiento de una particula debido a la agitacion

en un bafio térmico.
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—=———yp;+F* 10
En donde y es una constante de friccion, un mayor valor para esta variable incrementara las fluctuaciones de
temperatura mientras que si se iguala a 0, el sistema se ve reducido a un conjunto microcanénico (NVE,

cantidad de 4tomos, volumen y energia son constantes) y F*es una fuerza gaussiana aleatoria.

En la produccion también se introdujo el barostato de Nosé-Hoover Langevin'®!® en el cual se introduce un
grado de libertad al Hamiltoniano el cual controla las fluctuaciones del volumen, la idea es incluir el volumen

como un grado de libertad adicional.

El Hamiltoniano expandido por el cual se encuentra definida la energia total del sistema viene descrito en la

Ecuacion 11:

1 2
}f*:EK+EP+—Qi+Pmd-q (11)
27 0t
En donde Exy Ep son la energia cinética y potencial del sistema, Q es la masa del piston, g son las coordenadas
y P4 s la presion externa del sistema. La evolucion con el tiempo de estas variables es determinada por las

ecuaciones de movimiento descritas por el Hamiltoniano expandido.

5.5. Teoria del funcional de densidad
En el estudio de los canales i6nicos es muy importante un tratamiento adecuado de las cargas de los

aminoacidos que se encuentran en la proteina (especialmente de los que se encuentran en el filtro selectivo),
por ello es importante adecuar las cargas lo mejor posible a la realidad, para ello se ha realizado un
reparametrizacion de la cargas del filtro DEKA, con un célculo cuantico a un nivel de teoria del funcional de
densidad. Un funcional es una expresion matematica que depende de una funcion que a su vez depende de
varias variables. En la teoria del funcional de densidad (DFT por sus siglas en inglés, Density Functional

Theory)®, le energia electronica se expresa como un funcional de la densidad electronica:

E. = Fp(q)] (12)
El primer teorema de Hohenberg y Khon?! sostiene que cualquier propiedad del estado fundamental puede
ser calculada a partir de la densidad electronica, la cual siempre tiene que ser positiva y cuya integracion en

todo el espacio debe proporcionar el numero de electrones total (Ecuaciones 13 y 14),

p(r) =0 (13)
V= p@da (14)

Esta densidad electronica también determina el potencial externo al que estan sometidos los electrones, este
potencial externo, en el caso de sistemas moleculares aislados en ausencia de campos externos como en este
estudio, se define como la energia de interaccion entre los electrones y los ntcleos. Asi, la energia electrénica

se puede escribir de la siguiente manera:
E.(p) = Fug(p) + Eext (0) (15)
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La energia electronica esta formada por el potencial de Hohenberg y Kohn (Ecuacion 16) y el potencial externo

que sufren los electrones (Ecuacion 17):

Fuk(p) = Te(p) + Eee(p) (16)
Eexe(p) = fVext -p(r) dr (17)

El segundo teorema de Hohenberg y Kohn?! sostiene que la densidad electronica exacta del estado fundamental

es aquella que minimiza la energia. Esto es conocido como el teorema variacional (Ecuacion 18)

() _
dp

El problema del teorema variacional es que no se conoce la relacion entre la T, (p)y la densidad electronica,

(18)

por lo tanto, no podemos obtener la energia de manera exacta. Debido a esto, nace el método de Kohn-Sham??,
donde se supone que tenemos un sistema de referencia donde los electrones no interaccionan entre ellos, y

donde su energia electronica viene definida por la Ecuacion 19:

Ee,r(p) = Te,r(p) + Eext,r ») (19)
En este sistema de referencia (Ecuacion 19) la energia de referencia puede ser calculada de manera exacta.
Gracias a ello podemos definir la energia de correlacion e intercambio (E,.(p)), la cual es definida como la

diferencia energética entre el sistema de referencia y el sistema real (Ecuacion 20):

Exc(p) = Ec(p) — Eor (P) (20)
Las energias de correlacion e intercambio son dos tipos de energias de naturaleza cuantica que son las que se
ignoran en el sistema de referencia y que no se pueden calcular de manera exacta, pero se han desarrollado
distintos funcionales para describirla, es decir, se han descrito funcionales para parametrizar esta energia de

manera que reproduzcan propiedades calculadas de manera realista.

En resumen, el método DFT, seria variacional si se conociera de manera exacta la energia de correlacion de
intercambio, pero esta no se conoce de manera exacta, por lo que en la practica el método DFT no es
variacional, aun asi, las ecuaciones en las que se basa este método, se resuelven buscando la densidad
electronica que minimice la energia, sabiendo asi que se pueden obtener energias por debajo de la exacta, por

lo que hay que ser especialmente cuidadoso cuando se trabaja con este método.

6. Resultados

6.1. Montaje y descripcion del sistema
Para realizar el montaje del sistema, primero se partio de la estructura cristalografica de la proteina

correspondiente al canal hNay1.4 obtenida de la base de datos PDB (Protein Data Bank), con el ID 6AGF*.
A la hora de preparar el sistema para el posterior calculo de Dindmica Molecular, el primer paso que se hizo
fue la realizacion de un corte al canal idnico, ya que el poro estd formado por los fragmentos TM5-TM6,
mientras que los fragmentos TM1-TM4 son los segmentos transmembrana que conforman el dominio sensible

al voltaje, que son los responsables de la apertura y cierre del canal. Este proceso se realizo con el programa
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Pymol?. Tras la eliminacion de los segmentos TM1-TM4, se procedié al montaje del sistema con ayuda del

programa CHARMM-GUI'.

Una vez se tuvieron los segmentos transmembrana de interés (TM5 y TM6) para el estudio, se realizo el
montaje del sistema con la ayuda del programa CHARMM-GUI', donde se generaron los archivos para la
simulacion en los que se encuentra la informacidn necesaria para realizar los calculos de Dindmica Molecular
(nombres de 4tomos, cargas parciales, enlaces, informacién de los campos de fuerza...). Los archivos mas
importantes generados por el programa CHARMM-GUI! han sido el archivo .pdb, en el cual se encuentran las
coordenadas de todo el sistema, el archivo .psf en el que se encuentran los datos correspondientes a los campos
de fuerza utilizados y los ficheros de entrada en los que se definen diversas variables como el nimero de pasos,
el termostato y el bardstato que han sido utilizados, el radio de corte... Con el programa CHARMM-GUI' se
afiadio al sistema una bicapa lipidica constituida por lipidos POPC (Phosphatidylcoline) y los iones (Na*, K7,
Cl’) que neutralizaron el sistema, con una concentracion adicional de 0.150 M por cada electrolito (0.15 M
para el KCly 0.15 M para el NaCl) (Figura 1), simulando las condiciones ionicas encontradas en el cuerpo
humano para aumentar la fidelidad de la simulacion. Por ultimo se introdujeron las moléculas de agua
(descritas por el campo de fuerza TIP3P?*) al sistema para recrear las condiciones biologicas que se
encontrarian en una membrana lipidica eucariota. Para mejorar los resultados de las simulaciones llevadas a
cabo se sustituyeron los campos de fuerza utilizados en los iones con el programa CHARMM36m'3, por los
obtenidos en el articulo de investigacion Joung, 2008 (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros de Lennard-Jones para los iones Na, K y Cl en CHARMM?36m y desarrollados por Joung.

Radio de van der Waals/2 (A) €;; (kcal/mol)

Joung, 2008 *

CHARMM36m"?

Joung, 2008%

CHARMM36m'?

Na' 1.369 1.411 -0.0874 -0.0469
K* 1.705 1.764 -0.1937 -0.0870
CI 2.513 2.270 -0.0355 -0.150

Debido a la eliminacion de los segmentos transmembrana responsables de la apertura del canal (TM1-TM4),
los cuales estan compuestos por aminoacidos cargados positivamente y cumplen la funcion de regular la
conformacion (abierta, cerrada o inactivada) del sistema, se realizo la apertura manual del poro mediante la
introduccion de tres atomos fantasma a lo largo del poro hasta la puerta del canal. La introduccion de estos tres

atomos fantasma se realizo de la siguiente manera:

(1) Se seleccionaron cuatro residuos enfrentados entre si en la puerta del canal. Este proceso se hizo
tres veces a lo largo del poro. Se realizd desde el poro hasta el gate para que la apertura del poro
fuese gradual, evitando asi la deformacion de la proteina.

(i) Se calculd el centro geométrico de los cuatro residuos enfrentados y se situaron en él los &tomos

fantasma.

Los atomos fantasma no tienen carga, solamente interaccionan con los demas mediante el potencial de
Lennard-Jones, variando el radio de van der Waals, el cual se fue aumentando (0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y

5.0A) para realizar la apertura durante el proceso de produccion (los detalles computacionales de este proceso
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son mencionados posteriormente), bajo un entorno NPT sin la influencia de un campo eléctrico externo sobre

el canal.

6.2. Detalles computacionales

Para la realizacion de los célculos de Dinamica Molecular el trabajo se dividié en dos simulaciones, en la

primera simulacion las cargas del DEKA con las que se realizé el calculo son las proporcionadas por el campo

de fuerzas CHARMM36m'® (DEKAc), mientras que en la segunda simulacion se calcularon las cargas

mediante la realizacién de un calculo cudntico a nivel DFT para la obtencion de las cargas de Merz-Singh-

Kollman, que son las cargas que reproducen el potencial electroestatico cuantico (DEKAp).

Para la realizacion del calculo de dindmica molecular se llevaron a cabo las siguientes etapas?®:

(i)

(i)

(i)

Minimizacion: en este proceso se utiliza el método del gradiente conjugado con el cual se buscé
el estado de minima energia del sistema, 0 al menos un minimo local, variando las posiciones de
los atomos siguiendo el gradiente de energia. Para la realizacion de este proceso se fijaron los
siguientes parametros en el input: la minimizacion se realizé en 10000 pasos, en esta etapa ya
estaban presentes los atomos fantasma congelados a lo largo del poro; se utilizd la aproximacion
de la suma de Ewald®™ para el calculo de las interacciones electrostaticas de largo alcance, y la
interacciones electrostaticas de corto alcance fueron calculadas con un radio de corte de 12A .
Calentamiento: proceso para llevar a nuestro sistema a un conjunto termodinamico concreto, en
esta parte de la dindmica se utilizara un conjunto NVT, utilizando el termostato de Langevin'’. En
nuestro caso se dividid el proceso de calentamiento en tres etapas para conseguir la temperatura
final deseada. La primera etapa del calentamiento consistio en llevar el sistema de cero a 100 K;
la segunda etapa del calentamiento de 100K a 200K; y la tercera y Gltima etapa de 200K a 303.15K.
Cada etapa del calentamiento fue llevada a cabo durante 5 ns con un tamafio de paso de 2 fs, lo
cual lleva a un numero total de pasos para cada etapa de 2 500 000 pasos. Se utiliz6 la
aproximacion de la suma de Ewald® para el calculo de las interacciones electrostaticas de largo
alcance, y las interacciones de corto alcance (interacciones de van de Waals) fueron descritas con
el potencial de Lennard-Jones aplicando un radio de corte (cutoff) de 12A.
Equilibrado/Produccion: en esta etapa se equilibré la densidad y la estructura del sistema
utilizando el conjunto NPT, en donde la presion y la temperatura se controlaron con el bardstato
de Nose-Hoover Langevin'®® y el termostato de Langevin,!” respectivamente. EI proceso de
produccion se dividio en las siguientes partes:
e Equilibrado de la densidad y apertura del canal. Se realizaron siete simulaciones en donde
el radio de van der Waals se fue incrementando de manera paulatina para abrir el canal:
0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 A. En las 2 primeras simulaciones el movimiento de los
atomos de la proteina se ha restringido mediante un potencial arménico con una constante
de fuerza de 2.5 N-m™. En la tercera y cuarta simulacion el valor de la constante de fuerza
se disminuy6 a 0.5 N-m™ y en las dos Ultimas el potencial arménico se eliminé. Cada una

de estas simulaciones se lanzaron en el conjunto NPT en donde la presion y la temperatura
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se controlaron mediante el barostato de Nose-Hoover y el termostato de Langevin. Puesto
que en el conjunto NPT el volumen puede cambiar, y por tanto la densidad también, estas
etapas también se utilizaron para equilibrar el valor de la densidad del sistema hasta
alcanzar el valor de 1 g/cm?®. Cada una de las 7 etapas se llevd a cabo durante 5 ns con un
tamafio de paso de 2 fs. Las interacciones intermoleculares se calcularon usando los
mismos detalles computacionales ya descritos arriba.

e Equilibrado de la estructura de la proteina y produccion. Después de la apertura del canal,
se realizé una simulacién de 200 ns con un tamafio de paso de 2 fs en el conjunto NPT
aplicando un campo eléctrico de 1V a lo largo del poro del canal i6nico para favorecer el
transporte de los iones. Los primeros instantes de esta simulacion se utilizaron para
equilibrar la estructura de la proteina (el analisis de Root Mean Square Deviation (RMSD)
se discute mas abajo). Una vez que la estructura se equilibrd, el resto de la simulacién se

utiliz6 para el andlisis de la conduccion idnica (etapa de produccion).

6.3.  Andlisis de las Etapas de Minimizacion, Calentamiento y Equilibrado
Durante las distintas etapas de minimizacion, calentamiento, equilibrado y produccion se han monitorizado

distintas propiedades del sistema para comprobar que las simulaciones transcurrian de manera correcta.

En las diversas etapas de la simulacion se utilizaron diversos métodos de analisis:

(i Durante la fase de minimizacion, se evaluaron las energias (kcal/mol) frente al tiempo (ns). Como
puede observarse en la Figura 4, la energia disminuye hasta estabilizarse en un valor constante.
Este comportamiento indica que se ha alcanzado un minimo en la superficie de energia potencial.

La etapa de minimizacidn corresponde a los primeros 0.01 ns de la Figura 4.
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Figura 4. Representacion de la energia potencial, cinética y total frente al tiempo (ns) en la etapa de minimizacion y
calentamiento para las simulaciones A) DEKAc y B) DEKAp.
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(i) En la etapa de calentamiento se realizaron diversos analisis para controlar que las simulaciones
transcurren de manera correcta y el sistema se comporta bien. El primer analisis, similar al
realizado en la etapa de minimizacién, implicé la monitorizacion de la evolucién de la energia,
como se ilustra en la Figura 4. En la Figura 5, se observa que la energia se estabiliza después de
cada etapa.. Estos dos andlisis (Figura 4 y Figura 5) garantizaron que tanto la energia como la
temperatura fueron estabilizadas antes de pasar al siguiente paso de la simulacion y que por tanto
el sistema es estable.
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Figura 5. Representacion de la evolucion de la temperatura frente al tiempo en las etapas de minimizacioén
y calentamiento durante las simulaciones A) DEKAc y B) DEKAp.
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(iii) En la etapa de la produccion final con campo eléctrico, se evalud el valor de la raiz de la
desviacion cuadratica media (Root Mean Square Deviation, RMSD) de la proteina en funcion del
tiempo (Figura 6). El RMSD es una medida numérica que calcula el cambio de la estructura de la
proteina a lo largo del tiempo con respecto a la estructura inicial. La Figura 6 muestra que el
RMSD de la proteina en la simulacion DEKAc aumenta durante los primero 80 ns de simulacion
y despues oscila alrededor de un valor constante, indicando que la estructura de la proteina se ha
estabilizado. En el caso de la simulacion DEKAp el equilibrado ocurre més rapido puesto que el
RMSD se hace constante después de 50 ns. En los analisis que se discuten a continuacion,
solamente se analiz6 la parte de la dindmica para la cual la estructura de la proteina esta

equilibrada.
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Figura 6. Representacion del RMSD en la etapa final de produccion en la que la proteina se encuentra bajo la
influencia de un campo eléctrico para las simulaciones A) DEKAc y B) DEKAp.
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6.4. Analisis de la Etapa de Produccion de la Simulaciéon DEKAc

A continuacion se muestran los resultados correspondientes a la parte de la simulacion DEKAc, en los cuales
se realizo el analisis de la conductividad de iones, de la energia libre de Gibbs, la densidad de probabilidad y

el analisis de la esfera de solvatacion de los iones a medida que difunden a lo largo del canal.

6.4.1. Conductividad de 1ones
El analisis de la conductividad de iones es fundamental a la hora de estudiar la selectividad en los canales

io6nicos ya que es el que nos proporciona la informacion de la cantidad de iones que han permeado a través del

poro, y por tanto, que iones discrimina el canal frente a otros.’

En la Figura 7 vienen representados los eventos de conduccidn para los iones de sodio y potasio a lo largo de
la coordenada Z (A) frente al tiempo (ns), los puntos que se ven en el grafico representan a los sodios o potasios
que estan sufriendo el fendomeno de permeacion. La zona extracelular corresponde a los valores de Z que son
iguales a +60A > Z > +20A, por lo que todos los puntos que se ven corresponden a los iones situados en la
zona extracelular. La zona correspondiente a +20A > Z > -20A se encuentra el dominio del poro, en Z=0A se
encuentra localizado el filtro DEKA y por tltimo comprendido entre -20A > Z > -40A se encuentra la zona

intracelular.

Como se puede ver el nimero de iones que permean en la Figura 7 corresponden a los puntos (iones) que han
traspasado de la superficie extracelular a la superficie intracelular, en la Figura 7A se puede observar que los
eventos de conduccion correspondientes a los iones de sodio son igual a 9 iones, mientras que en la Figura 7B,
en la que vienen representados los eventos de conduccion de potasio, el numero total de iones que consiguen

traspasar la membrana celular es de un total de 16 iones.

El canal estudiado presente selectividad a los iones de sodio, por lo que, en teoria, se deberia observar un
mayor nimero de permeaciones de iones de sodio que de potasio. Sin embargo, ocurre lo contrario, lo cual
sugiere que el modelo teorico utilizado no funciona de manera adecuada. En respuesta a esta discrepancia, se
procedio a realizar un analisis adicional: el calculo de la energia libre del proceso a lo largo de la coordenada
Z. Esta coordenada es relevante dado que corresponde a la direccion que atraviesa el poro del canal y es a
través de la cual los iones se desplazan. Con este analisis se busca determinar si los resultados obtenidos

concuerdan.
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Figura 7. Representacion de los eventos de conduccion del sodio (A) y del potasio (B) en la simulacion

DEKAc.

6.4.2. Probabilidad de densidad y energia libre de Gibbs
El analisis de la energia libre de Gibbs y de la probabilidad de densidad son también estudios analisis

fundamentales para comprender el funcionamiento y la selectividad en los canales idnicos ya que son

magnitudes que nos aportan informacion valiosa sobre el comportamiento de los iones y sobre el porqué el
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canal es selectivo a un ion frente a otro. Dado que la conduccion de potasio ocurre de manera mas sencilla, se
esperaria que el perfil de la energia libre presentara energias mas bajas para el potasio o minimos muy
profundos para el sodio. Estos minimos profundos sugeririan que los iones de sodio quedan atrapados en estos
puntos de baja energia durante largos periodos de tiempo. Cualquiera de estas dos situaciones proporcionaria

una explicacion plausible de por qué la conduccion de potasio resulta mas favorable.

En el caso del anélisis de la probabilidad de densidad se pueden estudiar los sitios de interaccion mas estables
dentro del canal para cada ion, esto proporciona un mayor conocimiento de como el canal interactua con estos.
Es decir en la Figura 8, se pueden observar maximos que corresponden con los sitios de uniéon favoritos de
cada i6n. Los iones de sodio deberian tener una probabilidad relativamente mayor de encontrarse en estos sitios
que los iones de potasio (debido a que estamos en un canal selectivo al sodio), lo que podria estar relacionado

con una uniéon mas estrecha entre el ion y la proteina.
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Figura 8. Representacion de la densidad de probabilidad de ambos iones frente a la coordenada Z en la simulacion
DEKAc.

Como se puede observar en la Figura 8, se ven representados la densidad de probabilidad frente a la coordenada
Z, el valor de Z=0A corresponde al filtro DEKA, mientras que valores positivos de Z, indican que estamos por
encima del DEKA, es decir en la parte extracelular, por lo que los valores negativos de Z indican que estamos
por debajo del DEKA, es decir en la parte intracelular. Por tanto, el movimiento de los iones en la grafica se

representa de derecha a izquierda (desde el medio extracelular al medio intracelular).

El estudio de la probabilidad de densidad en ambos iones en la etapa DEKAc sigue la misma tendencia para
ambos iones, por lo que con este estudio no se pueden sacar conclusiones relevantes sobre los sitios de

interaccion favoritos de un ion frente al otro. No obstante, se puede observar en la Figura 8 que los sitios de
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unién més estables para ambos iones a lo largo del canal se encuentran en Z=10A, el cual corresponde con

aminodcidos situados justo por encima del DEKA y en Z=0A, que es el DEKA.

Con el andlisis de la energia relativa libre de Gibbs se puede obtener informacion adicional sobre los aspectos
termodindmicos y los mecanismos de transporte de los iones a través del canal. Ademads la energia relativa de

Gibbs se obtiene a partir de la probabilidad de densidad en Z segtin la Ecuacion 21.

AG(z) « In(p(2)) 21
Nos permite identificar barreras de energia que pueden impedir o facilitar el paso de los iones a través del
canal, esto proporciona informacioén para una mejor comprension de como el canal regula el flujo de iones y
como se logra la selectividad de un ion frente a otro. Como se mencion6 anteriormente, el canal hNavl.4 es
selectivo al sodio pero los resultados hallados en el estudio de la conductividad i6nica muestran que permean
un mayor numero de potasios. Por tanto, en el estudio de la energia libre de Gibbs, se deberia encontrar una

barrera energética mas pequefia para el potasio, o por el contrario que los iones de sodio se encontraran

Sodio
2 —— Pptasio
l -
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Figura 9. Representacion de la energia libre de Gibbs frente a la coordenada Z en la simulacion DEKAc.

En la Figura 9, las barreras que se observan en nuestro caso son practicamente iguales para ambos iones, por
lo que no se puede explicar con esta magnitud que la conduccion de un ion sea mayor a la del otro, o que sea
selectivo el canal a un ion frente a otro. En este caso, las energias libres que tienen valores negativos
corresponden a los interacciones proteina-ion fuerte. A la luz de los resultados obtenidos en el analisis de la
conduccion idnica la barrera de energia para el potasio deberia ser menor que la del sodio ya que acontecen un
mayor nimero de eventos de conduccion, o por el contrario se podria observar también un “pozo” de energia

en el cual los iones de sodio se estancasen y por ello permearan un mayor nimero de potasios.
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6.4.3. Coordinacion del H,O

En la seccidn anterior se vio que el perfil de energia libre a lo largo del poro es el mismo para los dos iones.
Sin embargo, en el analisis de la conduccion idnica se observo que el potasio se conduce mejor. Esto significa
que la coordenada de reaccion que se escogio (eje Z) no es adecuada, puesto que no describe el proceso de
conduccién. Otro factor a estudio seria la desolvatacion (pérdida de moléculas de agua) de los iones cuando
atraviesan el canal, puesto que esta puede ser distinta para los dos iones cuando entran en el canal. Por tanto,
en esta seccidbn vamos a analizar el comportamiento de la esfera de solvatacion de los iones de sodio y potasio
a lo largo del proceso del transporte idnico a través del poro. Los iones al entrar en el filtro selectivo (DEKA),
tienen que desolvatarse debido a que la parte del filtro DEKA es mas estrecho y para pasar a través tienen que
perder moléculas de agua, y a su vez, coordinarse con los carboxilos de los aminoacidos para compensar la
energia necesaria en el proceso de deshidratacion entre el ion permeante y el DEKAS3. Este tipo de analisis ha

sido crucial para esclarecer los mecanismos de otros canales procariotas, como el canal de sodio NavAb*’.

En la Figura 10, se puede observar que el sodio tiene una esfera de solvatacion media de 5.5 moléculas de
agua cuando estd en la parte extracelular (Z>20 A). Cuando entra en contacto con los aminoacidos de la
proteina, se va desolvatando poco a poco hasta que pierde una molécula de agua. En el DEKA (Z=0 A) vuelve
a completar la capa de solvatacion gracias a la coordinacion de los carboxilos. Al pasar el DEKA vuelve a
recuperar esa molécula de agua ya que la proteina se ensancha ( Z=-10 A), y cuando sale del canal atravesando
la puerta intracelular tiene que desolvatarse de nuevo, perdiendo en promedia 1.5 moléculas de agua.

Finalmente, cuando el sodio abandona el canal vuelve a recuperar su esfera de solvatacion de 5.5 moléculas

de agua.
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Figura 10. Representacion del nimero de aguas coordinadas a los iones a lo largo del proceso de permeacion
en la simulacion DEKAc.
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El comportamiento del potasio es similar, pero su esfera de solvatacion inicial es mas grande, con un promedio
de 6.5 moléculas de agua. Una diferencia importante con respecto al sodio es que en la primera etapa de
desolvatacion cuando el ion se aproxima al DEKA (z = 0), el potasio pierde 1.5 moléculas de agua, mientras
que el sodio perdia solo una. Este hecho indica que el potasio se desolvata con mayor facilidad y, por tanto,

pasa a través del canal mas facilmente, cuando deberia ser el sodio el que atraviese el canal con mayor facilidad.

Por tanto, parece que el modelo empleado en las simulaciones no describe bien la desolvatacion de los iones.
Esto puede deberse a que las interacciones idon/agua o ién/proteina estan mal descritas. En este trabajo se
analizaron simplemente las interacciones ion/proteina. En concreto, las cargas del filtro DEKA se calcularon
a nivel cuantico y se llevaron a cabo nuevas simulaciones con las nuevas cargas. Los resultados se presentan

en la siguiente seccion.

6.5. Analisis de a Etapa de Produccion de la Simulacion DEKAp

A continuacidn, se muestran los analisis realizados tras la reparametrizacion de las cargas de los aminoacidos
del filtro DEKA mediante un calculo cuantico a nivel DFT con el cual se han obtenido las cargas de Merz-
Singh-Kollman. Esta reparametrizacion se ha realizado para adecuar mejor las cargas del filtro a la realidad,
para discernir de esta manera si el motivo por el cual permeaban mas potasios que sodios con el campo de

fuerza CHARMM36m era una mala descripcion de las cargas del filtro.

6.5.1. Conductividad de iones
Como se ha mencionado anteriormente el analisis de la conductividad de iones es clave para el entendimiento

de los canales ionicos y para confirmar si la modelizacion computacional de estos se ha realizado de manera
fidedigna. En la Figura 11, vienen representados los eventos de conduccion para los iones de sodio y potasio
a lo largo de la coordenada Z (A) frente al tiempo (ns). Los puntos que se ven en el grafico representan a los
sodios o potasios que estan sufriendo el fendmeno de permeacion. La zona extracelular corresponde a los
valores de Z que son iguales a +60A > Z > +20A, por lo que todos los puntos que se ven corresponden a los
iones situados en la zona extracelular. La zona correspondiente a +20A > Z > -20A se encuentra el dominio
del poro, en Z=0A se encuentra localizado el filtro DEKA y por ultimo comprendido entre -20A > Z > -40A

se encuentra la zona intracelular.

En la Figura 11 se muestran los eventos de conduccion que sufren ambos iones tras la reparametrizacion de
las cargas de los residuos que conforman el del DEKA. El canal a estudio, deberia ser selectivo a los iones de
sodio. Como se puede observar en la Figura 11A, el nimero de eventos de conduccion que sufren los iones de
sodio es de 19, mientras que en la Figura 11B, se muestran el nimero de potasios que traspasaron del medio

extracelular al medio intracelular que fueron un total de 29 iones.

De nuevo, tras la reparametrizacion de las cargas del filtro selectivo, el nimero de iones de potasio que han
permeado ha sido superior al de sodio. Esto se traduce en que la nueva descripcion de las cargas no es el motivo
principal. Sin embargo, ha mejorado en el nimero de eventos de ambos iones. El siguiente analisis que se

realizd muestra el estudio de la probabilidad de densidad y de la energia libre de Gibbs a lo largo de la
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coordenada Z, por lo que el resultado del analisis ha de concordar con los resultados obtenidos en la

conductividad.
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6.5.2. Andlisis de la energia libre de Gibbs y de la probabilidad de densidad

El estudio de la conduccidn idnica tras la reparametrizacion de las cargas del DEKA resultd en una mayor
permeacion de iones de potasio que de sodio. Por lo que en el estudio de la probabilidad de densidad se tendria
que encontrar una mayor probabilidad de encontrar iones potasio en los sitios de union mas estable que iones
sodio. Como se puede observar en la Figura 12, la interaccion del potasio a la entrada del canal (Z=15A) es
mas favorable que la del sodio. Sin embargo, el sodio interacciona mas con el DEKA que el potasio. Por tanto,
hay un ligero cambio con respecto a las simulaciones anteriores para las cuales el perfil de probabilidad de

ambos iones era practicamente el mismo.
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Figura 12. Representacion de la densidad de probabilidad de ambos iones frente a la coordenada Z en la
simulacion DEKAp.

En el analisis de la energia libre de Gibbs de un canal selectivo al sodio, se esperarian unas barreras energéticas
menores a las de otros iones. En cambio lo que se observa en la Figura 13 es lo siguiente, en la entrada del
canal (Z=15A) se aprecia una mayor interaccion con los residuos situados por encima del DEKA, lo cual
contrasta los resultados obtenidos en la densidad de probabilidad donde el potasio tenia una mayor probabilidad

de encontrarse interaccionando con estos residuos.

Mientras que en la posicion en la que se encuentra el DEKA (Z=0 A), se ve que la interaccion proteina-ion
mas fuerte la estan sufriendo los iones de sodio, lo cual esta correlacionado con los resultados obtenidos en el
andlisis de la densidad de probabilidad. Tras la modificacion de las cargas del filtro DEKA se observan ciertas
diferencias los resultados obtenidos anteriormente, pero no explican el motivo de la conduccion. De nuevo el
motivo de esto podria ser a que la coordenada de reaccion (Coordenada Z), por si sola, pudiera no ser la

adecuada para describir la conduccion.
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Figura 13. Representacion de la energia libre de Gibbs frente a la coordenada Z en la simulacion DEKAp.

6.5.3. Analisis de la coordinacion del H>O

Uno de los principales motivos por los que los andlisis que se realizaron con anterioridad no han otorgado
resultados concluyentes sobre el por qué de una mayor permeacion de potasios frente a los sodios ha sido, que
solamente se han estudiado las interacciones ion-proteina en la coordinada Z, omitiendo las interacciones
causadas en las coordenadas X e Y. El analisis del nimero de aguas coordinadas alrededor de los iones, sin
embargo, se encuentran principalmente en el eje Z, por lo que el analisis de esta propiedad podria otorgar
informacion sobre el porqué el canal muestra una mayor selectividad frente al potasio cuando la deberia

mostrar el sodio.

En la Figura 14 se observa que en la zona extracelular (Z>20A) la esfera desolvatacion para el ion de sodio
cuenta con 5.5 moléculas de agua mientras que el potasio cuenta con 6.5 moléculas de agua. Una vez los iones
interaccionan con los residuos que estan por encima del DEKA (Z=15A) ambos iones sufren un proceso de
desolvatacion. No obstante, en el caso del potasio es mas fuerte, por lo que esto se correlaciona con la mayor
interaccion proteina-ion que ha mostrado en ese sitio durante los analisis anteriores. La tltima desolvatacion

sufrida por ambos iones tiene lugar en los residuos que se encuentran situados por debajo del DEKA (Z=-15A)
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La principal diferencia con los resultados encontrados en la simulacion DEKAc, es que en la simulacion
DEKADp, tienen lugar tres procesos de desolvatacion y no solo dos. La primera desolvatacion sigue siendo mas
significativa para el potasio que para el sodio, ya que este pierde alrededor de 1.3 moléculas de agua de su
esfera de solvatacion mientras que el sodio solamente pierde 1. A la luz de estos resultados parece clave que
el potencial ion/agua debe ser revisado ya que la capacidad del potasio para desprender parcialmente su esfera

de solvatacion facilita en gran medida su transporte a través del canal.

6.5 1
=
=
U 6.0 1
o
=
2
o
o
o 35
o
o
-
[4}]
E
= 5.0
—— Sodio
4.5 - Potasio

—40 —20 0 20 40
Coordenada Z (A)

Figura 14. Representacion del naimero de aguas coordinadas a los iones a lo largo del proceso de permeacion
en la simulacion DEKAc.

7. Conclusiones
Los canales ionicos eucariotas, en concreto el hNayl1.4, tienen una importancia bioldgica fundamental en la

propagacion de potenciales de accidon en neuronas y células musculares por lo que el estudio de su
funcionamiento mediante simulaciones computacionales a nivel de Dinamica Molecular clasica podria ayudar
a descubrir diversos métodos terapéuticos para el tratamiento de patologias que estén relacionadas con el

mecanismo y la estructura de este tipo de canales.

Como se ha observado en el apartado de resultados, el andlisis del canal hNav1.4 no ha proporcionado los
resultados esperados, ya que hay un mayor niimero de eventos de conduccion de potasio frente a los de sodio

tanto en la simulacion DEKAc como en la simulacion DEKAp.

En el analisis de la energia libre de Gibbs y de la densidad de probabilidad a lo largo del eje Z (direccion de
transporte de los iones), se ha observado que el potasio tiene una mayor tendencia a mantener interacciones
con los residuos que se encuentran en la parte superior al DEKA (Z=15 A), mientras que el sodio mantiene
interacciones mas estable con el propio filtro DEKA (Z=0 A). Aunque estos resultados no han explicado el
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fenomeno de conduccion se puede deducir en que la coordenada de reaccion no es solamente la direccion Z,

es decir habria que realizar el estudio con el resto de coordenadas.

En el analisis no se han observado cambios relevantes en la conduccidn ionica del canal, pero se ha visto que
el potasio permea con mayor facilidad que el sodio por la facilidad que tiene de perder parcialmente parte de
su esfera de solvatacion, lo que hace que su transporte fuese mas sencillo y por lo que el potencial ion-agua y

quizas el ion-proteina debe ser revisado.

En el analisis del DEKAp, se han reparametrizado las cargas del DEKA mediante calculos cuanticos. Esta
simulacion ha dado de nuevo una mayor conduccioén al potasio y ha expuesto la misma tendencia encontrada
en el DEKAc. Por lo que es posible que tanto el potencial proteina-ion como el ion-agua tenga que ser revisado.

Esta posibilidad se estudiara en trabajos futuros.
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