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RESUMEN

Las conexinas son una familia de proteinas de vertebrados que constituyen los
canales de uniones en hendidura o Gap Junction Channels (GJC). Estos canales
conectan el citoplasma de dos células adyacentes, ya que atraviesan dos membranas
celulares permitiendo la comunicacién intercelular.

A pesar del vasto conocimiento relacionado con la influencia del voltaje en las pro-
piedades de transporte de estos canales iénicos, existen pocos estudios que describan,
a nivel atomico, la modulacién del transporte iénico por los GJC bajo la influencia de
una diferencia de potencial. Por ello, estudios .mediante el uso de dinamica molecular
de los efectos del potencial en el transporte iénico y la concentracién iénica en un
sistema de GJC podrian ser relevantes para explicar este fenémeno.

En la presente tesis se crearon diferentes sistemas simples que contienen aspectos
bésicos de los GJC. Se observé el efecto de la diferencia de potencial en sistemas
de membrana dual (o sistemas con dos membranas). Se estudiaron los diferentes
sistemas tomando atencion en el comportamiento del potencial electrostético, la
densidad idnica, corriente iénica y propiedades termodindmicas de la permeacién de
los iones. Con esto hemos probado que una distribucién de cargas que imita a la
de un GJC disminuye la corriente aniénica, favoreciendo la corrientes catiénicas, en
concordancia con la evidencia experimental.

A pesar de la simplicidad de nuestro modelo, que no contiene un mecanismo

de apertura/cierre (del inglés gating) mediado por voltaje, estos modelos simplifi-

X




cados ofrecen una clara descripcién con nivel atomistico del complejo fenémeno de

transporte idénico en los GJCs.
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ABSTRACT

The conductance of ion channels can be modulated by a potential difference
across the membrane due to alterations on ion-mobility and also by changes in the
pore structure. Despite the vast knowledge regarding the influence of voltage on
the transport properties of ion channels, little attention has been paid to describe,
with atomic detail, the modulation of the ionic transport properties of gap-junction
channels (GJCs) under the influence of the transjunctional voltage. Hence, molecu-
lar dynamics simulations were performed to explore simple dual-membrane systems
that account for the very basic features of GJCs when an external E-field is applied.
In doing so, we have studied the behavior of the clectrostatic potential, ion density,
ion currents and equilibrium properties of our models. To evaluate our similar mo-
del of GJC, which have explicit charges in the channel akin GJCs, we compare the
electrostatic potential of this model with an all-atom molecular simulation of the
GJC system. We observed than our simple model fairly reproduces the electrosta-
tic potential of a GJC under a transjunctional voltage. Moreover, ionic current and
thermodynamics studies allowed us to concluded that charge distribution akin GJCs
proved to decrease the anionic currents, favoring cationic currents, in agreement with
experimental evidence. Despite of the simplicity of our model, which do not encom-
pass any structural mediated voltage-gating mechanism, these somewhat simplified
dual-membrane models offer a clear molecular picture with atomistic detail of more

complex phenomena occurring in GJCs.
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INTRODUCCION

Como resultado de permeabilidades especificas de especies i6nicas a través de la
membrana celular, la concentracién idnica es generalmente diferente entre el reser-
vorio citostlico y el extracelular. Esta heterogeneidad de distribucién de cargas es
producida por la accién de los canales i6nicos y las bombas iénicas, que generan un
gradiente electroquimico (o diferencia de voltaje) que es crucial en la regulacién de
muchos procesos bioldgicos, entre los cuales se encuentran la homeostasis de iones
y la conduccién del potencial de accién en neuronas (Hille, 2001; Bezanilla, 2008).
La modulaci6én del transporte iénico por los GJC bajo la influencia del voltaje es
conocida y ha sido extensamente descrita por diferentes autores a un nivel atomistico
(Groome, 2014; Khalili-Araghi y col., 2013; Villinger y col., 2010; Sotomayor y col.,
2007). Esta modulacién depende de la disposicién de los regiduos cargados que reac-
cionan bajo la influencia de un campo eléetrico, generando un cambio conformacional
determinado que permitird el paso de especies de iones en particular.

Los canales i6nicos no solamente permiten la comunicacién entre la célula y el
exterior. Existen canales que permiten la comunicacién entre dos células adyacen-
tes, denominados canales de uniones en hendidura (GJC, del inglés Gap Junction
channel) (Harris y Locke, 2009; Mese y col., 2008). Los GJC permiten la conexién

entre los citoplasmas de dos células adyacentes por medio de un canal que atra-




viesa dos membranas. La superficie hidrofilica del canal permite la difusién pasiva,
de agua, iones (Nat, K*, Ca?"), pequefios péptidos y pequefias moléculas como
cAMP y IP;3. Estructuralmente, los GJC estan compuesto por dos hemicanales, cada
uno formado por seis monémeros de conexina (Yeager y Gilula, 1992; Yeager, 1998;
Saez y col., 2003). En general cada conexina se caracteriza por poseer cuatro héli-
ces transmembrana (TM1, TM2, TM3 y TM4), dos loops extracelulares (E1 y E2),
dos loops intracelulares (CL y CT) y una hélice amino-terminal (NTH) en la regién
transmembrana (Maeda y col., 2009).

Datos experimentales han demostrado que las propiedades de transporte de GJC
son moduladas por diferencias de potencial (Ek-Vitorin y Burt, 2013; Oh y Bargie-
llo, 2015), demostrando la existencia de un mecanismo de apertura/cierre mediada
por voltaje (del inglés voltage gating) (Harris y col., 1981; Spray y col., 1981). Ex-
perimentos electrofisiolégicos han caracterizado la conductancia de los GIC bajo la
presencia de dos tipos de diferencia de voltaje: i) a un voltaje transmembrana V,,,
que ocurre cuando existe una diferencia de voltaje entre el citoplasma y el espacio
extracelular de la célula, y ii) a un voltaje transjunctional o trans unién en hendidura
(del ingles transjunctional voltage) V;, cuando existe una diferencia de voltaje entre
los citoplasmas de las células adyacentes que conforman el canal.

Se han postulado dos diferentes mecanismos de voltage gating basados en la
conductancia del canal en experimentos de canal tinico. Las transiciones rdpidas
en el tiempo con diferentes conductancias se les denomind fast-gating, relacionadas

posiblemente a los movimientos de la hélice NTH y una regién denominada paraheliz




(PH o TM1/E1), mientras que transiciones desde un estado abierto a completamente
cerrado, en el orden de los milisegundos, se les denominé slow-gating, las cuales
implicarian grandes cambios conformacionales (Ol y Bargiello, 2015). Evidencias a
partir de mediciones de corriente sugieren que los residuos que detectan el voltaje
son parte del poro; entonces los sensores de voltaje deberfan ser una parte integral de
la barrera de permeacién (Ek-Vitorin y Burt, 2013; Maeda y col., 2009; Bukauskas
y Verselis, 2004).

A pesar de la evidencia experimental, permanece desconocido la posicién, com-
posicion de residuos de aminoacidos y niimero de sensores de voltaje (Araya-Secchi
y col., 2014). Por ello, una descripcién sistemaética a nivel atomistico de los efectos
del voltaje sobre el transporte idnico de GJC, dars luces del rol que juegan los resi-
duos que se encuentran expuestos hacia el poro. Sin embargo, pocos estudios se han
enfocado hacia este objetivo (Kwon y col., 2011). No obstante, aproximaciones con
sistemas all-atom (Hub y col., 2010; Kutzner y col., 2011) indican que para enten-
der los mecanismos que subyacen al comportamiento de esta estructura compleja,
se requiere el desarrollo y estudio de sistemas simples (menos demandantes compu-
tacionalmente). Siguiendo esta aproximacién, estudios previos han demostrado las
caracteristicas basicas de los efectos del voltaje sobre modelos simples. Estos sistemas
permiten hacer una descripcién atémica del transporte iénico, voltajes resultantes y
termodindmica de los sistemas (Li y col., 2007; Garate y col., 2009a; Garate y col.,
2009b; Gumbart y col,, 2012; Khalili-Araghi y col., 2013)

En simulaciones de dindmica molecular, el uso de condiciones periédicas de borde




en un sistema compuesto por una membrana rodeada por una solucién electrolitica,
no permite que exista una diferencia de la composicién iénica entre las dos regiones
que rodean la membrana. Por lo tanto, sin la presencia de un gradiente i6nico, no
se puede generar un potencial de membrana. A continuacién se describen diferentes
métodos que han sido propuestos para resolver este problema.

i) El uso de sistemas de doble-membrana para generar dos voliimenes de agna
con los cuales generar la asimetria idnica deseada (Sachs y col., 2004; Delemotte
y col., 2008). Por ende, modificaciones manuales de la concentracién iénica permiten
establecer el voltaje deseado. Sin embargo, ajustes contintos son requeridos para
mantener una diferencia de voltaje si las especies idnicas pueden permear a través
de la membrana (Delemotte y col., 2008).

ii) Esto puede ser solucionado mediante el intercambio de iones con moléculas
de agua empleando un ensamble fermodindmico de gran candnico (uPT), que usa
el algoritmo de Monte Carlo para mantener el potencial quimico (1) del sistema a
través del tiempo (Kutzner y col., 2011);

ili) Recientemente, un método que permite usar sistemas con una sola membra-
na, consiste en la aplicacién de un paso energético no periédico finicamente sobre
las especies i6nicas en el borde de la caja periédica. De esta forma, mantener una
asimetrfa iénica mds realista, la cual puede ser ajustada dindmicamente durante la
simulacién (Khalili-Araghi y col., 2013).

iv) Finalmente, una forma atractiva y simple de obtener una diferencia de po-

tencial, es mediante la aplicacién de un campo eléctrico a lo largo de la direccién




deseada, lo que genera un reordenamiento de los iones en el sistema, generdndose un
potencial de membrana. Este método ha sido extensamente usado para el estudio del
transporte i6nico a través de los canales iénicos (Roux, 2008; Gumbart y col., 2012)
(Para mds informacién sobre la metodologia, ver Seccién A.1.5).

En esta tesis, estudiamos modelos reducidos y simplificados de GJC, signiendo
la aproximacién usada por Gumbart y col., 2012. Los modelos pueden ser deseri-
tos como un canal que atraviesa dos membranas. Via el método de simulacién de
dindmica molecular y través de la aplicacién de un campo eléctrico externo (Anexo
tedricos A.1.3 y A.1.5), se realizé una descripcién detallada del voltaje resultante y
propiedades idnicas (estructurales y dindmicas). Adicionalmente, el proceso de per-
meacién catiénica al equilibrio fue estudiado mediante su potencial de fuerza media
(PMF) (Anexo teérico A.1.7). En general, los resultados nos permitieron racionali-
zar sobre los efectos de la diferencia de voltaje en un sistema de membrana dual.
Por sobretodo, nos permiten demostrar que el modelo que posee una distribucién
de cargas similar a los GJCs, genera un canal que permite una mayor corriente de
cationes mediante la disminucién de las corrientes aniénicas. De esta forma, nuestros
resultados concuerdan con las caracteristicas bésicas de los GJC, describiendo el rol
de las cargas en estos canales como un elemento esencial para comprender el proceso

de comunicacién intercelular.




HIPOTESIS

La diferencia de potencial producida al aplicar un. voltaje externo en un sistema
de membrana dual modula sus caracterfsticas de transporte iénico y estructuracién

de solvente.

|

OBJETIVOS GENERALES

Demostrar que al aplicar un voltaje externo sobr;e una membrana dual con un
|
poro se genera una diferencia de potencial que modula las caracteristicas de trans-
I
co s .y -
porte 16nico y estructuracién del solvente en este smtlema transmembrana fuera del

equilibrio.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar los efectos de la aplicacién de un voltajeiexterno sobre el potencial
de membrana en un sistema representativo de canales de uniones en hendidura

fuera del equilibrio, mediante simulaciones de dindmica molecular.

» Caracterizar la mecanica del transporte iénico producida por la diferencia de
potencial en un sistema representativo de canales de uniones en hendidura
fuera del equilibrio con programas para el anélisis de trayectorias de dindmica

molecular.

» Caracterizar la estructuracién del solvente generada por una diferencia de po-
tencial en un sistema representativo de canales de uniones en hendidura fue-
ra del equilibrio mediante programas de anélisis de trayectorias a partir de

dinamica molecular.




MATERIALES Y METODOS

5.1. Sistemas modelados

Se generaron cinco sistemas simples que se caracterizan por representar: i) un
sistema de membrana dual (2M), ii) un sistema de membrana dual con poros (2P),
iii) un sistema de membrana dual con un canal que atraviesa las membranas (C),
iv) un sistema de membrana dual con un canal que posee cargas explicitas en su
superficie, imitando la distribucién de cargas de los GJC (CEC) y v) un sistema de
membrana dual con las cargas explicitas adicionadas con una disposicién invertida
(CECny). Los modelos de membrana fueron construidos usando dtomos de carbono
individuales (SP2) ordenados en capas de cubos con un cuerpo centrado con tma
distancia entre aristas de 4 A. Cada membrana estd compuesta, por 6 capas verticales
con un espesor total de 24 A, y se encuentran separadas entre si por 24 A. Los
sistemas con poros (2P, C, CEC y CEC;,,) tienen un radio del poro de 10 A. Los
sistemas con canales (C, CEC y CEC,,,) tienen un canal compuesto por una capa
de carbonos individuales. Al modelo CEC se le asignaron cargas a los dtomos que
conforman el canal, con una distribucién que imita la disposicién de cargas en GJIC.
Estos forman dos anillos con carga positiva alrededor del centro del poro y dos anillos

con carga negativa en la entrada del canal, cuyos valores son de 0.1 o —0.1 de carga




elemental (e), respectivamente. Para el sistema CEC;,, se mantuvo la disposicion
geométrica de los dtomos cargados pero se invirti6 el valor de su carga. Todos los
sistemas fueron solvatados e ionizados con NaCl a una concentracién de 300 mM en
una caja periédica de 48 x 48 x 128 A.

En el proceso de ionizacién, puede ocurrir un desbalance de cargas en los sistemas
(C, CEC y CECy,,), debido a la presencia de una cavidad entre membranas y el canal
con su imagen periddica en estos sistemas. Para evitar esto, se calculé el mimero de
iones que deberfa estar presente en este volumen segiin la concentracién deseada de
300 mM. Luego con la herramienta Autoionize de VMD, el cual posiciona iones en la
solucién de forma aleatorea, se procedié a iterar el proceso de ionizacién hasta que
el nimero de iones en este volumen fuese el correcto.

Fl sistema all-atorn de GJC fue creado a partir del sistema propuesto por Araya-
Secchi y col., 2014. Se obtuvieron las coordenadas de la proteina y lipidos del he-
micanal de Cx26 después de 50 ns de equilibrio. Estas coordenadas fueron usadas
para construir el GJC, basado en la propuesta estructural de Maeda y col., 2009.
Para lograr esto, dos copias del hemicanal mds los lipidos fue alineada a los carbonos
alfa de la estructura cristalina (PDB, 2zw3). El sistema fue solvatado y neutralizado
con 150 mM KCl. La dimensién final de la celda periddica es de 142 x 142 x 215 A,

comprendiendo aproximadamente 500 mil dtomos.
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5.2. Simulaciones de dindmica molecular

Todas las simulaciones fueron realizadas con el motor de célculo NAMD 2.9
(Phillips y col., 2005), el campo de fuerza de CHARMM 22 (MacKerell y col., 1998)
y el modelo de agua TIP3P (Jorgensen y col., 1983). El método Particle Mesh Ewald
(PME) (Darden y col., 1993) fue usado para el cilculo de interacciones electrostdticas
con una tolerancia relativa de 1 x 1079, cuyo valor determina la exactitud con la cual
es calculada la fuerza (en Kcal mol? A“l) a partir del potencial electrostatico en el
espacio real. Un punto de corte de 12 A fue aplicado para las interacciones de Ewald
en el espacio real (ver Anexo A.1.4). El mismo valor fue usado para las interacciones
de van der Waals (vdW), con una funcién suavizadora de cambio aplicada entre 10 A
a 12 A. El paso de tiempo usado fue de 1 fs, con evaluaciones de interacciones no
enlazante de corto alcance cada 1 fs y evaluaciones electrostaticas usando el método
r-RESPA. (Tuckerman y col., 1992) cada 4 fs. Las trayectorias de produccién fueron
hechas usando un ensamble NVT a una temperatura de 300 K usando el termostato
de Langevin (Allen y Tildesley, 1989) con un coeficiente de amortiguacién 1 ps—?.
El algoritmo SHAKE (Ryckaert y col., 1977) fue aplicado para restringir el largo de
la unién de todos los dtomos de hidrégeno y que los dtomos de la pseudo-membrana
se mantuvieran fijos durante la simulacién.

Previo a las simulaciones de produccién, y con el fin de evitar el desecamiento
de la superficie hidrofébica. La solvatacién del sistema se realizé con una caja de

mayor tamailo que el sistema final, con el fin de cubrir por completo los 4tomos de
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carbono. De esta forma, en una simulacién con un ensamble NPT, la presién sobre las
moléculas de agua permitié solvatar correctamente la superficie hidrofébica. Después
se procedi6 a remover las aguas sobrantes para dar continuidad a las membranas con
su imagen periddica.

Se generaron simulaciones fuera del equilibrio con diferencias de potencial de
0,5 Vy 1V al aplicar un campo eléctrico externo de 0,09 y 0,18 Kcalmol™! A-1e-1
en el eje z, respectivamente (Procedimiento explicado en el Anexo A.1.5).

La simulacién exploratoria del GJC fue realizada empleando el protocolo usado
por Araya-Secchi y col., 2014. Una minimizacién inicial y un corto equilibrio de
600 ps con un paso de tiempo de 0,5 fs fue realizado para permitir la relajacién y
acomodacion del sistema. Se corrié 20 ns de equilibrio con los mismos parametros que
el hemicanal. Después se corrié por otros 20 ns en presencia de un campo eléctrico
para generar una diferencia de potencial de 1V. Para esta iltima simulacién, el
coeficiente de amortignacién fue asignada a 1 ps~! para los dtomos pesados de los
lipidos y cero para los demas atomos, de esta forma se evité un sobrecalentamiento
causado por el campo eléctrico y viscosidad artificial para el movimiento de cargas
introducido por el algoritmo de Langevin, como fue sugerido por Sotomayor y col.,

2007,

5.3. Potencial electrostatico

El potencial electroestdtico fue calculado mediante el algoritmo PME (Darden

y col., 1993) usando la herramienta PMEPOT (Aksimentiev y Schulten, 2005) de
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VMD (Humphrey y col., 1996). Para las simulaciones fuera del equilibrio bajo un
campo eléctrico, el potencial final incorpora los valores del potencial de reaccién
obtenidos mediante PME més el potencial lineal aplicado de la ecuacién (A19). Se
usaron los médulos mumpy (Oliphant, 2007) y matplotlib (Hunter, 2007) del lenguaje
de programacién Python para graficar los resultados. Mas detalles sobre el algoritmo
de PME y el método de su visualizacién, se encuentra en las secciones A.1.4y A.1.6),

respectivamente.

5.4. Corriente idnica

La corriente i6nica promedio a través de la celda periddica fue evaluada como la
razon entre la carga eléctrica (2 a tiempo ¢ y el tiempo ¢ cuando el tiempo tiende al

infinito;

Igpg = lim Qe

t=oo it

siendo la carga eléctrica calculada mediante la siguiente expresién:

Q) = Z @ilz:(8) — 2(0)] (2)

iones
donde z;(f) representa la posicién continua a través de las imagenes periédicas de
cada ion, 2;(0) representa la posicién inicial de cada ion, L, el largo de la caja
periodica en el eje 2 y ¢; corresponde a la carga de cada ion (Gumbart y col., 2012)

Debido a que poseemos un tiempo limitado de cileulo, se usaron los tiltimos dos




——
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nanosegundos de 10 ns de dindmica para calcular la corrie:nte promedio Ip,, (Ec. 1)

y la desviacién estdndar.

|
5.5. Concentracion molar |
|
1

La concentracién molar de agua e iones fué calculada ulsando la herramienta Vol-
Map de VMD (Humphrey y col., 1996). Este nos permitié obtener la concentracién
de los iones a lo largo del eje central de los sistemas. Los resultados fueron graficados

usando programas hechos en Python (mas defalles en la S%accién A.1.6).
!

5.6. Funcién de distribucién radial (RDFi)

Para caracterizar las interacciones entre los iones y lqs aguas tanto dentro del
canal (espacio confinado) como fuera del canal (regién libe}, se calculé el RDF de
los oxigenos de las aguas alrededor de los iones (sodio y clor;o). Lo valores de RDF no
consideran la existencia de voliimenes (canal y membranas)ique excluyen la presencia
de aguas, por lo fanfo se necesita una correccién a los val,lores obtenidos del RDF
(Soper, 1997). Una correccién analitica implicarfa un coniplejo calculo relacionado
con el volumen excluido para las aguas por cada posicién del ion en el canal. Por lo
tanto se usé una correccién empirica basado en el trabajo de Mancinelli y col., 2007
mediante el uso de la signiente ecuacion:

Shaour) = 2o ®)
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|
donde gf,0,, (r) es el RDF corregido entre sodio (Na) y el oxigeno del agua (O,,) en

funcién de la distancia r, cuyo valor corresponde al cociente entre el RDF sin correc-
cién gnao, (r) y un factor de correccién empirico g&™(r). Pr‘.ste ultimo corresponde a
una funcién polinomial de orden 6 restringida a pasar por %, a una distancia de 50 A
y los cocientes obtenidos de la divisién del RDF del sistem%e\, C y un sistema de iones

a la misma concentracién (300 mM) en agua libre. ,
|

5.7. Caélculos de energia libre |

Se usé el método Metadindmica bien Temperada (del jinglés well-Tempered Me-
tadynamics) (detalles del método en la Seccién A.1.8) paria calcular la energia libre
asociada al paso de un ion sodio a través del canal. Se ger:leraron sistemas que con-
tienen solo un ion sodio y su contra-ion ubicado en el bord;e de la caja periodica. El
proceso fue proyectado a través de dos coordenadas de reaccién (£(Z2), £(XY)), que
corresponde a la distancia axial y radial respectivamente, desde el origen de la. celda.
periddica y hacia el plano x — y, respectivamente, compréndieudo 212 x 12 puntos
en la grilla. La altura inicial de las “montafas® (W;) fue de 0,1 keal/mol, con nuevas
“montafias” cada 1000 pasos de tiempo (1 ps), y una temperatura sesgo (AT) de
1200 K. Més detalles del sistema usado y calculos de energia libre en la Seccién A.1.7.
Los gréficos fueron creados & partir de la dindmica molecular cuando la energfa libre
entre las dos regiones libres fueran iguales, evaluado usand;o la ecuacion A25.

Para calcular la diferencia energética de transferir el ion sodio desde la regidn libre

hacia dentro del canal (AA§ ,,, Ec. A27), se usaron correcciones debido a las restric-
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j
!
ciones espaciales al movimiento del ion impuesto en la metodologia segiin Doudou

y col., 2009.




RESULTADOS

6.1. Potencial electrostatico de los sistemas de membrana

dual.

Al aplicar un potencial de 0,5 V (Fig. 1) en un sistema de membrana dual simple
(modelo 2M), el potencial decae solo a través de las membranas, acompaiiado por un
aumento del potencial generado debido a la ausencia de moléculas de solvente que
reaccionen al campo eléetrico, en otras palabras las membranas actiian como unos
aisladores. Se observa una caida del potencial en el reservorio libre de agua entre las
membranas, con un valor medio al voltaje aplicado (~0,25 V).

La adicién de poros al modelo 2M, denominado modelo 2P (Fig. 2A), permite la
difusion de agua e iones a través de las membranas. Esta presencia de iones y agna
reduce la magnitud de la caida del potencial a través del aislante perforado, con una
caracteristica lineal entre cada reservorio (ver Fig. 2B,C), separando el sistema en
tres regiones con voltajes diferentes.

En el sistema donde los poros son conectados por un canal (modelo C) (Fig. 2D),
se observa un efecto similar al observado en el modelo 2P (ver Fig. 2E,F). Sin em-
bargo, la presencia del canal divide el sistema en dos regiones con una \inica caida

del potencial ubicada en el canal. S o
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Figura 1: Potencial electrostatico para el modelo 2M.

(A) Se muestran los dtomos en su representacion de vdW para el modelo 2M. (B)
Potenciales electrostaticos promedio a lo largo del eje z y distancia radial desde el
centro del poro en el plano r — y, bajo un campo ecléctrico de 0,5V . Las lincas
punteadas indican los bordes de la membrana. (C) Potencial electrostatico promedio
a lo largo del eje z bajo una diferencia de potencial de 0,5V. Las sombras grises
representan la posicion de las membranas en el eje z.
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Como complemento, se calcularon los potenciales electrostéticos de los modelos
estudiados bajo condiciones sin campo eléctrico (Fig. A5 A, B y C). Estos mues-
tran que no existe una ‘diferencia de potencial en la solucién electrolitica entre las

diferentes regiones del sistema.

6.2. Potenciales electrostaticos de modelos simplificados de

GJC.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de la superficie electrostitica del GJC
(Fig. 3A), especificamente en su distribucién de cargas, se asignaron cargas a los
atomos que conforman al ‘canal de nuestro modelo C, imitando la distribucién de
cargas del GJC, para generar el modelo CEC (Fig. 3B). Al igual que los sistemas
previos, se calculd su potencial electrostatico (Fig. 3C). De la misma forma se calculd
el potencial electrostdiico del sistema de GJC (Fig. 3E). Este modelo representa algo
maés cercano a la realidad, puesto que es un modelo all-atom. Sin embargo, dado que
este sistema requiri¢ una gran capacidad de computo para obtener su trayectoria, solo
pudimos obtener una dindmica molecular corta (~20ns), para calcular su potencial
electrostatico promedio.

Al comparar cualitativamente los resultados del potencial electrostético del sis-
tema modelo C (Fig. 3C,D) y el sistema de GJC (Fig. 8F,G), observamos que el
modelo CEC reproduce el potencial electrostatico del GJC bajo una diferencia de

potencial de 1V. Este muestra una caida rapida del potencial con una forma ex-
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Figura 2: Potencial electrostatico promedio para los modelos 2P y C.

Se muestran los atomos en su representacion de vdW para los modelos 2P y C
(A, D, respectivamente). Potenciales electrostaticos promedio a lo largo del eje z y
distancia radial desde el centro del poro en el plano z —y, bajo un campo eléctrico de
1V para los modelos 2P y C (B y E, respectivamente). Las lineas punteadas indican
los bordes de la membrana. Potencial electrostatico promedio a lo largo del eje z bajo
una diferencia de potencial de 1V para los modelos 2P y C (C y F, respectivamente).
Las sombras grises representan los bordes representan la posicion de las membranas
o el canal en el eje z.
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ponencial céncava, exhibiendo una curva inclinada hacia potenciales més bajos en
comparacién al sistema con un canal neutro (modelo C) (ver Figs. 3D y 3G).

Con el fin de explorar como el potencial resultante puede ser afectado por un
cambio en la distribucién de cargas, se creé un modelo con las cargas invertidas,
denominado modelo CECy,, (Fig. 3H). En este caso, el potencial cae de forma mds
suave, exhibiendo una forma exponencial convexa que es simétricamente inclinada
hacia potenciales méas altos en comparacién al sistema neutro o modelo C (ver Fig. 31
y 3J).

Los potenciales resultantes de los sistemas sin un campo eléctrico externo (ver
Figs. Aby A6), justifican lo observado en los sistemas con carga: es decir, las cargas

al interior del canal modifican el potencial electrostatico del sistema.

6.3. Corriente ionica

Aunque la caida del potencial no es afectada por los detalles microsedpicos de
cada celda unitaria, la propiedades de transporte de las especies idnicas bajo un
campo eléctrico seran indudablemente perfurbadas, modificando la distribucién de
cargas idnicas de los sistemas simulados. Consecuentemente, calculamos la corriente
iénica (ver Tabla I) basado en el desplazamiento de los iones a fravés de la celda
unitaria segin el protocole de Gumbart y col., 2012.

Como esperabamos, bajo condiciones sin un campo eléctrico, las corrientes iénicas
tienden a cero, mientras que bajo una diferencia de potencial de 1V se observa el

paso de iones y valores de corriente iénica sobre cero. La corriente total para los
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Figura 3: Potenciales electrostaticos promedio de los sistemas modelos
CEC, GJC y CECi,,.

(A) Superficie electrostatica de la estructura cristalina de hCx26 (PDB ID, 2zw3)
de acuerdo a Maeda y col., 2009 . (B) y (H), representaciones simplificadas de los
modelos CEC y CEC;,, mostrados en su representacion de VdW, donde solo se
observa el canal y en color las cargas asignadas (azul=positivo, rojo=negativo). (E)
Modelo all-atom del GJC embebido en una membrana de POPC, en una caja de
agua con iones. (C, F y I) Potenciales electrostaticos promedio a lo largo del eje z y
distancia radial desde el centro del poro en el plano = — y , bajo un campo eléctrico
de 1V para los modelos CEC, GJC y CEC,,y respectivamente. Las lineas punteadas
indican los bordes de la membrana. (D, G y J) Potencial electrostitico promedio
a lo largo del eje z bajo una diferencia de potencial de 1V para los modelos CEC,
GJC y CECy,, respectivamente. Las sombras grises representan la seccién donde se
encuentra el canal y dentro de ella en colores la posicién de las cargas en el canal en
el eje = (azul=positivo, rojo=negativo).
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sistemas 2P y C difieren solamente en un 8%, indicando que el confinamiento de los
iones al entrar al canal del modelo C no juega un rol fundamental. Se observa un
mayor valor de las corrientes anidnicas, como se esperaba debido a que el ion cloruro
tiene un mayor coeficiente de difusién que el ion sodio en el agua TIP3P (Joung
y Cheatham IIT, 2009).

Célculos de la corriente i6nica (Tabla I), revelan que el modelo CEC exhibe una
mayor corriente catiénica. Por lo tanto, la presencia de cargas explicitas, significativa-
mente altera las corrientes idnicas. Especificamente, en el modelo CEC se induce una
reduccién de un 50 % de la corriente aniénica sin ningiin decrecimiento del transporte
del ion sodio.

Para evaluar el rol de las cargas como piezas indispensables en la selectividad de
los iones, se decidié invertir la disposicion de las cargas generando el modelo CECh,,.
Al calcular la corriente idnica de este sistema se presentd una alta corriente aniénica.
De forma similar al modelo CEC, se obtuvo una reduccién de la corriente catidnica

(ver Tabla I), sin embargo, esta caida corresponde a un 27 %.

6.4. Densidad ionica

Una visién grafica de los efectos mencionados anferiormente es obtenida al gra-
ficar la densidad i6nica promedio a lo largo de la celda de simulacién (ver Fig. 4).
Para los modelos 2P y C se observa una distribucién parcialmente homogénea de
la concentracién molar (~0,3 M) a lo largo de los poros o el canal, respectivamente

(ver Fig. 4A y B). En presencia de cargas en la superficie del canal (Fig. 4C y D),
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los perfiles de densidad idnicas sufren cambios substanciales exhibiendo una notoria
asimetria, especialmente cerca de la entrada de los poros, donde los iones tienden a
aglomerarse. Por un lado, en el modelo CEC (Fig. 4C) se muestra este comporta-
miento para el cloruro, donde la accién concomitante del campo eléctrico, las cargas
positivas en la entrada del poro y las negativas en el centro del canal, forma una
acumulacién aniénica en la entrada superior (eje z positivo, 4-z), disminuyendo el
transporte de cloruros a lo largo del canal. Una alta concentracién de iones sodio se
encuentra presente en esta ubicacién interactuando con los aniones, sin embargo no
existe una reduccién de la concentracién menor a 0,3 M en el canal. Por otro lado,
basado en similares argumentos, en el modelo CEC;,, (Fig. 4D) se observa un tapén
iénico en la entrada inferior de iones sodio (—z), con una reduccién de la corriente

catiénica (ver Tabla I).

6.5. Caracterizacién de la permeacién de los iones

6.5.1. Funcién de distribucién radial

Con el motivo de observar la estructura del agua en esfos sistemas y su impli-
cancia en el paso de iones. Se calculd la funcién de distribucién radial (RDF) de los
oxigenos del agua alrededor de los iones. Se observé que los valores del RDF no son
influenciados por la presencia de la diferencia de voltaje (resultados no mostrados).
Tomando como referencia los datos obtenidos por el modelo C sin un campo eléctrico

aplicado, se observo que la integridad de la capa de solvatacién por la infiltracién
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Figura 4: Concentraciéon molar promedio de los iones en los sistemas mo-
delo.

La concentracién molar promedio de las especies (azul = ion sodio, rojo = ion cloro)
en funcion de su posicion en el eje z y distancia radial desde el eje central o poro
central de el plano z — y para los modelos 2P (A), C (B), CEC (C) y CECi,, (D),
respectivamente. Las lineas punteadas representan el contorno de las membranas.
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de iones al canal no se pierde en su fotalidad, conservando las dos primeras capas
de solvatacién (ver Fig. 5). Para Jos iones en la regién confinada, se disminuye la
probabilidad de encontrar una agua en un radio mayor a 7 A, esto se debe al impe-
dimento estérico de las paredes del canal, que no permiten la presencia de aguas a

estas distancias del ion (Fig. 5)

6.5.2. Potencial de Fuerza Media (PMF) de los cationes a través del

canal

Para caracterizar el PMF de los cationes en el proceso de transporte, se procedio
a calcular el PMI del paso de un cation a través de los modelos CEC y CEC,,
en condiciones sin un campo eléctrico aplicado. Los resultados muestran que para
el modelo CEC, se genera un perfil suave con un tinico minimo local posicionado
en el centro del poro (ver Figs. 6 A y C). Mientras tanto, en el modelo CEC,,,
existen minimos locales hacia las regiones de agua libre. A pesar de las condiciones
simétricas, el PMF presenta un perfil rugoso con una barrera notable cercana a las
4 kcal/mol en la via de permeacion. Barrera que explica la dificultad en la cinética
del paso de cationes por el paso del canal del modelo CEGC;,,.

En el caso del cloruro se comprob6 la existencia de una barrera energética en el
modelo CEC, mientras que en el modelo CEC;y, se observé un minimo global (ver
Fig. A8).

Se realizaron los mismos célculos para los modelos 2P y C (Fig. A9), deter-

mindandose la existencia de barreras energéticas para el paso del ion a través de las
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Figura 5: Funcién de distribucién radial del agua alrededor de los iones.
Funcién de distribucién radial (RDF) de los oxigenos de las aguas alrededor del ion
sodio (A, B) y del ion cloro {C, D). (A, C) corresponde a los RDFs obtenidos en la
regién libre y (B, D) corresponde a los obtenidos en el espacio confinado.
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membranas de aproximadamente 1 kcal/mol, levemente por sobre el ruido térmico o
energia térmica (kI ~ 0,6 keal/mol).

'l'eniendo los resultados de la energia libre del catién a lo largo del eje 2z, podemos
tomar estos valores para calcular la diferencia de energfa libre de transferencia de un
ion sodio, desde la regién libre hacia dentro del canal (AAp-,,). Estos valores indican
que la entrada del catién en el canal es favorable en el caso CEC. Siendo no-favorable
en los caso 2P, C y CECiy.

La correccién de estos valores (AAf, , ec. A27) al tomar en cuenta las restriccio-
nes espaciales iniciales en el cdlculo del PMF (ver Tabla I1), muestran que el proceso
de entrada no es espontineo en todos los casos. Por ello foma relevancia el efecto de

la diferencia de potencial para que ocurra el paso de los iones a través de los canales.

Tabla II: Energia libre de transferencia.

Sistema AAy,, * (keal/mol) AAZ ° (keal/mol)

2P 0,17 = 0,04 3,54 & 0,04
C 0,34 & 0,04 3,71 & 0,04
CEC -1,13 £ 0,03 2,23 + 0,03
CECiu 0,80 % 0,08 4,17 & 0,08

¢ Energfa libre no corregida (AAdy.,, = A, — 4y )
¥ Energia libre corregida (ver ecuacién A27)
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Figura 6: Potenciales de fuerza media del proceso de permeacion del ion
sodio.

Perfiles bidimensionales del PMF para el proceso de permeacion del ion sodio proyec-
tada a lo largo del eje z y la distancia radial desde el centro del poro en el plano x—y,
para los modelos CEC (A) y CEC,,, (B). Las lineas punteadas indican los bordes
de la membrana. Perfil unidimensional del PMF para la permeacion del ion sodio
proyectada a lo largo del eje z para los modelos CEC (C) y CEC;,,,(D). Las sombras
grises representan la seccion donde se encuentra el canal y dentro de ella en colores
la posicion de las cargas en el canal en el eje z (azul=positivo, rojo=negativo).




DISCUSION

En los canales idnicos dependientes de voltaje, tales como GJC, las corrientes
son dependientes de la presencia de una diferencia de potencial a través de la mem-
brana {Ek-Vitorin y Burt, 2013; Oh y Bargiello, 2015; Harris y col., 1981; Spray
¥ col., 1981). Numerosos estudios basados en simulaciones de dindmica molecular,
de canales i6nicos de membrana simple, han sido caracferizados bajo los efectos de
un potencial de transmembrana (Groome, 2014; Khalili-Araghi y col., 2013; Villin-
ger y col., 2010; Sotomayor y col., 2007). Sin embargo, para nuestro conocimiento,
no existen estudios que se hayan enfocado en los efectos del voltaje a través de un
sistema de membrana dual (o sistemas con dos membranas).

La validacion tedrica del método al aplicar un campo eléctrico ha sido estableci-
da recientemente (Roux, 2008; Gumbart y col., 2012). En la préctica, al aplicar el
campo eléctrico se genera un circuito virtual de dos soluciones acuosas, sometidas
a una diferencia de potencial debido a una fuerza electro motriz. Bajo esta con-
dicién, una solucién salina uniforme reducird el campo eléctrico neto mediante un
reordenamiento interno de los iones en el espacio. Sin embargo para soluciones en
presencia de una membrana, la propia organizacién de los iones en las regiones libres
genera una solucion no uniforme, generando un campo de reaccién opuesto al campo

eléctrico aplicado, y cualquier caida de potencial tomard lugar en las regiones con
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un bajo valor dieléctrico, en este caso, en la regién de la membrana, lo que produce

el potencial de membrana (Roux, 2008; Gumbart y col., 2012).

7.1. Potenciales electrostaticos de los sistemas

Teniendo en cuenta lo anterior, desarrollamos un conjunto de sistemas compuestos
por dos membranas que cuentan con caracteristicas basicas de los GJC.

Al calcular el potencial electrostético de los sistemas, se observd segiin lo esperado
(Gumbart y col., 2012), que la diferencia de potencial depende solamente del tamaifio
de la celda periddica y la magnitud del campo eléctrico, siendo insensible a los detalles
microscopicos. La diferencia de potencial entre las regiones libres en los extremos de
las celda corresponden a los generados mediante el campo eléetrico.

Para el sistema compuesto por dos membranas (modelo 2M), se observé segiin
lo esperado, una caida del potencial localizada dentro de la zona donde no existe un
campo de reaccion, que constituye regiones bajas dieléctricamente, este decaimiento
es acompaiiado por una alza en el potencial, debido a las propiedades aislantes de Ia
membranas.

La caida del potencial al agregar poros a estas membranas (modelo 2P) exhibe
un decaimiento a lo largo del eje z en la regién donde se ubican las membranas.
Una tendencia similar es observada cuando un canal conecta ambas membranas en
el modelo C. Por lo tanto, la presencia de iones y agua reduce la magnitud de la
caida del potencial a través del aislante perforado, siguiendo un régimen linear segtin

lo esperado (Roux, 2008; Gumbart y col., 2012).

O
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Debido al gran tamafo del modelo atomistico de GJC que implica un sistema
de alrededor de 500 mil dtomos, cualquier estudio mediante simulacién de dindmica
molecular, se restringe a un par de cientos de nanosegundos. Reduciendo el estudio
de esta proteina de membrana a un intervalo de tiempo que no alcanza a reproducir
el transporte de iones a nivel experimental (Bernéche y Roux, 2000; Shrivastava
y Sansom, 2000).

Para ejemplificar este hecho, y dado que la conductancia es maxima cuando no
existe una diferencia de potencial, para estudiar el transporte iénico a través de estos
canales en su estado abierto, se requeriria aplicar una diferencia de potencial cercana
a cero. En el caso del GJC formado por la conexina Cx26, cuya conductancia unitaria
es de 140 pS (Oh y col., 1999), se deberia aplicar una diferencia de potencial que
no exceda aproximadamente los 20 mV. A esta diferencia de potencial obtendriamos
una corriente de 2.8 pA o 0.017 e/ns. En el mejor de los casos, si asumimos que el
canal se comporta como una resistencia y que solo permite transportar una carga a
la vez en el sentido de la corriente, entonces la permeacion de una carga demoraria
59 ns (1 e + 0.017 e/ns). Por lo tanto, para observar un alto niimero de eventos
de permeacién y que el sistema alcance un estado estacionario, se requeriria hacer
una simulacién de dindmica molecular del orden de los microsegundos. Pero dado

que el canal puede albergar en su interior miltiples cargas, lo que implica mltiples

interacciones de los iones con el canal y de los iones entre si, se requeriria simular
en el orden de los milisegundos, lo que se encuentra por sobre las capacidades de

computo actuales.
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Estudios previos han empleado aproximaciones electrostdticas continuas en com-
binacién con dindmica browniana para solucionar este problema (Kwon y col., 2011).
Sin embargo, estas descripeiones reducidas ignoran parcial o completamente los de-
talles microscopicos de las moléculas de solvente, que quizds lleven a artefactos si
estos efectos no son incluidos apropiadamente.

Por esta razén, un modelo de membrana dual simplificado que cuenta con la geo-
metria béisica y distribucién de cargas de GJC, que explicitamente incluye moléculas
de solvente, podrian representar un esquema de los GJC. En efecto, siguiendo esta
aproximacién, nanotubos de carbono con distribuciones de carga modificadas han
mostrado ser cualitativamente modelos para el paso de agua a través de canales de
acuaporina (Zhu y Schulten, 2003; Garate y col., 2009a; Zuo y col., 2010).

Estudios sobre la permeacion de los canales, han demostrado que la mayoria de
los canales de GJC tienen una preferencia por la permeacion de los cationes por sobre
los aniones (Harris y col., 1981; Harris, 2001; Bukauskas y Verselis, 2004). Mientras
tanto, estudios de la conductancia unitaria y selectividad de cargas indican que la
permeabilidad de los canales de conexina a pequeiios iones metéalicos es debido a la
presencia de fuerzas electrostaticas, con la selectividad cationica atribuida principal-
mente a las asimetrias de la distribucién de cargas en el canal (Oh y col., 2008). Con
la estructura cristalografica resuelta de GJC, se ha postulado que la presencia de re-
siduos con carga negativa expuestos hacia el poro en el centro del canal, permitirian
el incremento local de la concentracién de cationes y facilitarian el paso de cationes

(Maeda y col., 2009).
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Basados en esto y en vias de explorar la repercusién microscépica del transporte
ionico de la densidad de carga de los GJC, se generd el modelo CEC, que explicita-
mente incluye cargas que imitan la distribucién de cargas de los GJC (ver Fig. 3B).
Evidentemente, la naturaleza de nuestros modelos solo cuenta con la selectividad
catidnica, pero también nos permite el uso de voltajes altos (1V) para estudiar los
efectos de la configuracion de cargas en las corrientes idnicas, aislando su efecto de
cualquier rearreglo conformacional. Con el fin de explorar como €l potencial resultan-
te puede ser afectado por un cambio en la distribucién de cargas, también se analizd
un sistema donde se invirtieron las cargas adicionadas que imitan la distribucion de
cargas de GJC (modelo CECiyy).

Se observé en los modelos CEC y GJC una caida dréastica del potencial de acuerdo
a la naturaleza de las cargas adicionadas a los sistemas. La configuracién de cargas
similar a GJC (modelo CEC) presenta una caida de potencial que sigue un decai-
miento exponencial. Al compararse con los resultados obtenidos del modelo all-atom
de GJC, se observa que la complejidad del modelo de GJC, reduce la suavidad de
la caida del potencial con una caida drastica debido a su naturaleza menos aislante
entre el canal y el medio entre las membranas. También presenta una leve alza del
potencial a valores en el eje z positivo, debido a una constriceién del canal forma-
da durante el corto periodo de simulacién. No obstante, el modelo CEC reproduce
el potencial electrostatico del GJC bajo un potencial transjunctional de 1V. Por el
contrario, al compararse con el modelo CEGC;,,, este presenta una caida de potencial

diferente con una forma convexa.
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Esto confirma que el modelo CEC reproduce aproximadamente el componen-
te electrostdtico del GJC, permitiéndonos calcular ofras propiedades de los GJC a

través de la caracterizacién del transporte y termodindmica del paso de los iones.

7.2. Caracterizacion del transporte idonico

Aunque la caida del potencial resultante no afecta los detalles microscopicos de
cada celda unitaria, las propiedades del transporte iénico de las especies bajo un cam-
po eléctrico indudablemente fueron alterados tanto por la geometria y distribucion
de cargas de los modelos en los sistemas simulados.

En nuestros sistemas simples, obtenemos un mayor paso de iones cuando apli-
camos una diferencia de potencial. No obstante, experimentalmente sabemos que la
mayor conductancia de los GJC es obtenida cuando el voltaje transjunctional tiende
a cero (Harris, 2001). Evidencia que pareciera contradecir nuestros resultados, sin
embargo este comportamiento es resultado del fenémeno de cierre del canal mediado
por voltaje, que ocurre en uno de los hemicanales que forma el GJC (Oh y col., 2000;
Bukauskas y Verselis, 2004). Pero en nuestros modelos simples, este proceso no es
posible de capturar debido a la falta de un cambio conformacional asociado a un
campo eléctrico.

Las corrientes iénicas resultantes de los modelos CEC y CEC,,,, nos indica que la

distribucién de cargas intrinseca de los GJC es un elemento clave para la selectividad
i6nica, asi como lo han sugerido Trexler y col., 2000; Xin y col., 2010. El favoreci-

miento por el paso de cationes en el modelo CEC concuerda con la naturaleza de

A
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los canales de GJC, que son en su mayorfa canales catidnicos no especificos (Harris
v Locke, 2009). Este favorecimiento por corrientes cationicas ocurre mediante una
reduccion de la corriente aniénica. Lo cual esta relacionado con las cargas negativas
en el centro del canal. Lo que concuerda con experimentos electrofisiolégicos, que
sugiere que las cargas negativas ubicadas en el centro del canal son responsables de
la selectividad iénica y median los cambios en la conduccién de la corriente (Trex-
ler ¥ col., 2000; Tong v col., 2014). También concuerda con las cargas positivas en
la entrada del canal. Se ha propuesto que estas cargas generan una acumulacién
de aniones, y constituirfan un factor importante que dificulta el paso de corriente
anionica. De hecho modificaciones post-traduccionales que neutralizan esta regién
modifican la corriente idnica (Locke y col., 2009).

En otras palabras, las fuerzas electrostdticas impuestas por la presencia de cargas
en el canal, esencialmente contrarresta cualquier influencia de la movilidad intrinseca

de los iones.

7.3. Termodinamica del paso de iones

Decidimos enfocarnos en el rol que juegan las cargas ubicadas en el canal sobre
los iones. Exploramos el efecto de un campo eléctrico en la corriente iénica, para
conocer las barreras energéticas intrinsecas a lo largo del proceso de cruce del canal.

La permeacién de iones a través de canales biolégicos es controlada por tres

factores: el potencial de fuerza media (PMF), el potencial de membrana y la fric-

cién efectiva que actia sobre los iones (Gumbart y col., 2012; Roux y col., 2004),
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Asumiendo esto, en el contexto de nuestras simulaciones, las diferencias de friccién
efectivas entre los modelos CEC y CEC;,, son despreciables, por lo que los compo-
nentes principales que determinan la permeacion son: el potencial de membrana y el
potencial resultante.

E]l PMF es generado por las contribuciones de los efectos energéticos y entrépicos.
Para los iones monovalentes, no existe una contribucién rotacional, sin embargo,
debido a las cargas superficiales presentes en los modelos CEC y CEC;,,, la difusién
de los iones se vera afectada, por lo tanto se descarta cualquier aumento en la entropia
traslacional.

En términos energéticos las interacciones coulémbicas son predominantes dentro
del eanal, por lo tanto la confinacién de los iones (dependiendo el tamafio del poro)
podria conllevar a un costo substancial por la posible perdida de su capa de solva-
tacién. Para explorar esta hipétesis, se calculé la funcién de distribucion radial de
los oxigenos de las aguas alrededor de los iones, tanto para los iones posicionados en
la regi6n libre como dentro de la regién confinada o el canal (ver Fig. 5). Se observd
que la capa de solvatacién del ion no es afectada, asnmiendo que el costo energéti-
co debido al confinamiento es despreciable para ambos iones, excepto para radios
mayores a 7 A, donde la influencia de la pared no permite la presencia de aguas.

Con el rol del confinamiento descartado, la termodindmica del proceso de trans-
porte i6nico fue explorada en un sistema sin una diferencia de potencial. Los cdlculos
de PMF fueron realizados en sistemas que contienen un catién y su contra-carga ubi-

cada en el borde de la celda unitaria. De esta forma, evitamos tomar en consideracién
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todas las miiltiples configuraciones de los iones en el espacio a una concentracién de
300 mM de NaCl. En otras palabras, se generé un sistema con una solucién salina
diluida con la cual correr largos tiempos de simulacién. Estos resultados deberian
converger a resultados similares al sistema con 300 mM de NaCl. En efecto, los per-
files de densidad idnica obtenidos de las simulaciones CEC y CEC;,, sin un campo
eléctrico (ver Fig. A7) concuerda con los perfiles obtenidos por los perfiles del PMF
(ver Fig. 6).

Especificamente, para el sistema CEC se observé la presencia de un minimo
global, que indicaria que existe un favorecimiento para la entrada de los cationes
hacia el canal. Mientras que para el sistema CEC,,,, se observa una barrera energética
en el centro de esta region, la que afectaria el paso de cationes a través del canal. Esto
explica la reduccién de la corriente de cloruro para el modelo CEC bajo la presencia
de un campo eléctrico. Por lo tanto, para un sistema real de GJC, podria existir una
reduccién aun mayor de las corrientes aniénicas, debido a los valores esperados de
un PMF mads rugoso y voltajes fisiolégicos bajos (~80 mV).

Nuestra metodologia para calcular el potencial de fuerza media se encuentra ses-
gado por el hecho de que el catién tiene permitido explorar solo la regién central del
sistema, la entropia traslacional en la region libre se reduce. Debido a esto, se nece-
sité hacer una correccién volumétrica, con la que se pudo constatar que el proceso de
transferencia de los iones no es espontdnco. Pero ya que el voltaje empleado en este

estudio corresponde a 1V, el trabajo realizado por el campo eléctrico (> 7 keal /mol)

sobrepasa los valores de la energia libre (Tabla II) observados como barreras en la
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Fig. 6. Esto explica la ocurrencia de eventos de permeacion bajo condiciones de un
campo eléctrico y la reduccién de la corriente catiénica para el modelo CEC;,,. De
hecho, no existieron eventos de permeacién en condiciones de campo eléctrico cero
(0V) (Tabla AI). Concordando también con los resultados obtenidos de la concen-
tracién iénica {ver Figs. 4A,B).

Por tltimo, estos modelos de membrana dual ofrecen un esbozo de un fenémeno
complejo que ocurre en los GJCs. Ya que a pesar de su simplicidad, pues no contiene
una estructura que incluye un mecanismo dependiente de voltaje, estos canales ofre-
cen ideas para el entendimiento del rol que juega la distribucién de cargas dentro de

los GJCs y los voltajes resultantes cuando un campo eléctrico es aplicado.




CONCLUSIONES

s Los sistemas de membrana dual simples contienen caracteristicas basicas de los
sistemas con un GJC, como son la posesion de: dos membranas, un canal que
atraviesa las membrana y una distribucién de cargas en la superficie del canal
similar a GJC. De esta forma, realizamos dindmicas moleculares extensas en

estos sistemas simples, que en un sistema de GJC no podriamos obtener.

» Al calcular los perfiles de potencial electrostatico, el modelo simple que cuenta
con carga en la superficie, que imitan a los GJC (modelo CEC), es capaz de
reproducir la caida del potencial en un sistema de GJC. Esto indica que los

resultados son extrapolables a un sistema de GJC.

s Los estudios de corriente iénica muestran que la distribucién de cargas similar
a GJC disminuye la corriente anidnica, favoreciendo la corriente de cationes,

lo cual es concordante con la evidencia experimental.

» La caracterizacién del paso del catién a través del canal mediante estudios del
potencial de fuerza media, confirma la importancia de la distribucién de cargas
en el canal, siendo relevante la presencia de carga negativa en el centro del

canal.

= Los modelos simples en la presente fesis nos entregan una clara nocién a detalle
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atémico de los fenémenos complejos del transporte iénico que ocurren en los

canales de uniones en hendidura (GJC).
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ANEXO

A.l. Resumen Tedrico

A.1.1. Mecanica clasica

Sir Isace Newton definid las bases de la meecdnica clasica mediante las denomina-
das leyes de movimiento de Newton. Entre ellas, la ecuacién que relaciona la fuerza

aplicada F con la aceleracién a de un objeto de masa m:

F =ma (A1)

En un principio estas leyes fueron postuladas para estudiar los movimientos de
los planetas, estrellas y otros objefos de gran escala. Luego se comenzaron a utili-

zar para resolver problemas en sistemas microseépicos. Para estudiar este tipo de

sistemas, se define las posiciones de cada particula {ri(¢),...,rn(t)} y sus velocida-
des {t1(t),...,*n(t)} en el tiempo t, donde la notacién # significa la derivada en el
tiempo.

Lagrange introdujo un concepto denominado Lagrangiano que se define como la

diferencia entre la energia cinética (K) y la energia potencial (U):

E(rls“';rN)ZK(i'li'”’rN)—U(rla---:rN) (AQ)

50
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Esto permiti6 elaborar la ecuacién de Euler-Lagrange:

doL daL

et Br, 61‘,; -

(A3)

Cuya formulacién permite obtener las ecuaciones de movimiento de cualquier
sistema en coordenadas generalizadas.

El hamiltoniano H, el cual se obtiene mediante la transformada de Legendre del
Lagrangiano:

N

'H(rl,...,rN)=Zp‘?-%-U(rl,...,rN) (A4)

2m

i=1

corresponde a la energia total expresada como una funcién de las posiciones y los
momentums (p), definido como la masa por su velocidad (mf). Esta ecuacién de
movimiento permite describir la evolucidn tinica de las coordenadas y momentums
sujetos a partir de una condicién inicial. Definiendo un espacio de fase cuya energia
se conserva. Concepto clave en la formulacion de la mecénica estadistica.

dp _ OH dq _OH

d¢  oq’' dt op (A5)

A.1.2, Mecanica estadistica

Las leyes de la termodindmica (en la escala macroscdpica) y las leyes del movi-

miento de las particulas (en la escala microscépica) se reconcilian en el campo de la

mecanica estadistica.
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Los macroestados son definidos por un pequefioc mimero de variables termo-
dindmicas como la presién, temperatura y volumen, mientras que los microestados
comprenden el estado de cada particula, la cual se define por las ecuaciones de mo-
vimiento.

Un ecuacién que relaciona los macroestados y microestados corresponde al prome-
dio del ensamble. Siendo el ensamble el niimero de configuraciones posibles de estados
microscdpicos que tienen en su conjunfo las mismas propiedades macroscopicas. Por

lo tanto, el promedio del ensamble de una propiedad (X) se define como:

(X)o = f f X (r, p)p(r, p)drdp (A6)

que depende de todas las configuraciones posibles X (r,p) v las probabilidades de
estas p(r, p) (densidad de probabilidades).

Segtin la distribucién de Boltzmann, en la cual se relaciona la probabilidad de un
estado con su estado energético, las probabilidades de los estados corresponde a:

e—H(rp)/ksT
p(r,p) = I 0 (A7)

en donde los estados energéticos de cada estado es normalizado por la snma sobre

todos los estados energéticos posibles, concepto denominado funcion de particidn:

Q= / / e~ HP)/EaT gy gp (A8)
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a3

La funcién de particién es fundamental, puesto que permite establecer una rela-
cién con el potencial termodindmico 1 del sistema a estudiar, usando la ecuacién de

Boltzmann.

$=-InQ (A9)

Para un ensamble candnico (NVT) en donde las propiedades macroscopicas:
niimero de particulas (N), volumen (V) y temperatura (T") se mantienen constantes,
podemos obtener la energia libre de Helmholtz (A) a partir de la probabilidad de los

estados.

A=—kgThQ (A10)

en donde kg corresponde a la constante de Boltzmann y 7' a la temperatura del

sistema.

A.1.3. Dinamica Molecular

La dindmica molecular es una metodologia computacional que hace uso de las
ecuaciones de movimiento de las particulas. Esta técnica nos permite visualizar tra-
yectorias de los fendmenos que ocurren en una escala microscdpica y se rigem por
propiedades macroscépicas.

Las particulas en el sistema se rigen por las ecuaciones de movimiento de Newton.

Por lo tanto, el movimiento de una particula de masa m se obtiene al calcular su
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aceleracién a. Esta aceleracion se obtiene a partir del cileulo de las fuerzas que se
aplican sobre la particula, la cual esta determinada por el gradiente del potencial

energético —VU,(r).

ma = F(r) = ~VU,(r) (Al1)

La funcién de energia potencial de la particula U(r), también conocida como
campo de fuerza, depende de las coordenadas de las particulas. Esta funcién puede
ser dividida en diferentes términos, los cuales pueden ser agrupados en dos tipos de

interaceién: i) enlazantes y no enlazantes.

!

U(I‘) = Z Uenlazante(r) + 2 Uno enla.zante(r) (A12)

Las interacciones enlazantes agrupa: enlaces, 4ngulos y torsiones (dngulos dihe-
dros). Mientras que el potencial de interacciones no enlazantes esta compuesto por
la interaccién de van der Walls (vdW), descrito por la ecuacién de Lennard-Jones
(LI} y las interacciones electrostaticas, descritas por la ecuacién de Coulomb (ver
Fig. Al).

A partir del cdlculo de la aceleracién, dado las posiciones y velocidades iniciales,
se puede obtener las posiciones y velocidades en el futuro. Computaciondlmente, este
célculo es realizado via integracién numérica, por ejemplo, mediante el algoritmo de

Verlet:
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Figura Al: Campo de fuerza general

La columna (a) contiene las funciones mateméticas del campo de fuerza, columna
(b) corresponde a la representacion de los movimientos (flechas) de las particulas
(en esferas) caracterizadas y columna (c), representa los perfiles ideales obtenidos a
partir del campo de fuerza.
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(t) = r{t -+ ot) + r(t — 6t)
N 25t ’ (A13)
r(t + 6t) = 2r(t) — vt — 6t) + a(t) 6t

que calcula la posicién y la velocidad en cada paso de tiempo dt.
En dindamica molecular, se asume que las propiedades obtenidas de una simula-
cién representan al promedio del ensamble del sistema en estudioc. Esta suposicién

corresponde a la teoria ergodica.

lm X, = (X) (Al4)

t—roo

donde el promedio temporal de un propiedad, X;, equivale al promedio del ensamble,
(X).

Para mantener la temperatura en un ensamble canénico (NVT), se necesita con-
trolar las velocidades de las particulas en el sistema. Esto se realiza mediante una
ecuacion de Langevin:

dp; oU(x)

& - o — 7pi + 0&:8; (Al5)

donde las velocidades de las particulas son modificadas estocdsticamente en cada
paso de tiempo, mediante la modificacién de la fuerza por dos términos relacionados

con la viscosidad de las particulas y una fuerza de forma azarosa obtenidas a partir
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de una distribucién gaussiana con promedio cero relacionada con la viscosidad.

A.1.4. Particulas en malla de Ewald (PME)

Debido a que el cdlculo de las interacciones electrostdticas, corresponden al com-
ponente de mayor fuerza en la dindmica, esta requiere la consideracién de los efectos
de todas las cargas tanto de las que se encuentran en la celda de simulacién como de
las imagenes periddicas. Una aproximacion para resolver el problema de la suma de
contribuciones electrostiticas, es mediante la suma de Ewald. Este algoritmo divide
las contribuciones electrostaticas en dos componentes, uno de corto alcance y el otro

de largo alcance.

Uno enla.zante('rla sy TN) = Ucorto(Tla Lo a'rN) + Ulargo ('rls ey TN) (Alﬁ)

Asumiendo un sistema periddico, las interacciones de corto alcance convergen
en el espacio real mientras que las inferacciones de largo alcance convergen en un

espacio reciproco o espacio de Fourier (Fennell y Gezelter, 2006).

qq; erfe(ar;
Ucorto(Tl,--.,TN)zz Z 495 ( %) )

S i>jenb T"?’
;q; erf{or; ;8
Ulargo(Tb P ,'[‘N) = Z Z quj .(' 7 ) — (A17)
8§ i>jenb Tijs
xp-lol*/4a® aig; erf{or;;s) (ar;s)
Z 92 & IS@F - > Tiie zqz

gES i,jEintra
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El potencial electrostético (Usarge) de largo alcance posee tres término que co-
rresponden al: i) calculo de los potenciales electrostaticos en el espacio reciproco, ii)
menos las interacciones electrostaticas consideradas en los potenciales enlazantes, y
iii) menos las interacciones electrostédticas de las cargas consigo misma.

Un méfodo numérico rapido para calcular la suma de Ewald, se denomina particu-
las en malla de Ewald (PME, del ingles Particle Mesh Ewald), donde la suma recipro-
ca es obtenida mediante la transformada de Fourier rdpida (FF'T) al hacer una apro-
ximacién de la posicién de las particulas del sistema en una grilla o malla, que
optimiza el calculo relacionado con el espacio reciproco.

Este método es adoptado para poder calcular el potencial electrostitico en un
espacio real mediante su implementaciéon en VMD llamada PMEPOT (Phillips y col.,

2005).

A.1.5. Potencial de membrana

En la presente tesis, para aplicar una diferencia de potencial en el sistema, se

aplicé un campo eléctrico (E,p,) perpendicular al plano de la membrana, generando
{

una fuerza en todas las cargas dentro de la caja de simulacién y la magnitud de esta

fuerza depende de la carga de la particula (g;).

Fi = qiEapp (AIS)

Si la membrana se encuentra posicionada en el plano z — y, entonces el vector
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del campo eléctrico es aplicado en el eje z. Generdndose una diferencia de potencial

con un voltaje determinado dependiendo del largo de la caja en €l gje z (AL,).

EappALz =AV (Alg)

Esto genera una diferencia de potencial V,p,, denominado potencial aplicado, que
presenta una caida del potencial a través del eje z. Todas las particulas cargadas
g;, presentan en el sistema contribuciones con una fuerza de g;E,;,, reordenandose
en el sistema para generar el potencial de reaccién. La suma del potencial aplicado
v el potencial de reaccién produce el potencial resultante usado en este estudio.
Este potencial se caracteriza por tener una caida del potencial en la region de la
membrana, que constituye el potencial de membrana (ver Fig. A2).

Este método ha sido utilizado en diferentes estudios, como la conduccidn de iones
de canales de membrana, el flujo de agua regulada por voltaje, la translocacién de
biomoléculas a través de nanoporos y también en la induccién de cambios conforma-
cionales de proteinas de membrana (Gumbart y col., 2012).

En el programa NAMD, la unidad basica de energfa corresponde a Kcalmol™?,

por lo tanto la unidad de fuerza se encuentra en Kcalmol ™t A~ y el campo eléctrico

tiene unidades de Kealmol ™t A—te=1.
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Figura A2: Esquema de la metodologia para generar una diferencia de po-
tencial mediante la aplicacion del campo eléctrico

La aplicacion de un campo eléctrico es como conectar un circuito eléctrico al sistema
a estudiar. El esquema muestra un sistema simple de una membrana con un poro
en un solucion electrolitica al cual se le aplica un campo eléctrico en la direccién z
(a). El potencial aplicado corresponde a una caida lineal del potencial a lo largo del
sistema en 2z (b). El potencial de reaccion que es obtenido por el cdlculo de PME
sobre el sistema, depende del movimiento de los atomos cargados en la solucién (c).
La suma de estos dos potenciales corresponde al potencial resultante en el cual se
observa una caida del potencial en la membrana, denominado potencial de membrana
(d). Esquema basado en Gumbart y col., 2012.
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A.1.6. Procedimiento para graficar los datos en un espacio tridimensio-

nal

La informacion obtenida por los programas que calculan el potencial elecfrostati-
co y concentracién iénica corresponden a valores en el espacio tridimensional del
sistema. Cada valor representa al promedio a lo largo de la simulacién molecular.
Para visualizar y analizar esta informacién, fue conveniente transformarla a un es-
pacio bidimensional. Para ello se extrajeron valores de diferentes planos que cruzan
por el centro del sistema, luego se promediaron estos planos y se graficé en un mapa
de colores, lo cual nos permitié capturar un promedio espacial con un eje de simetria

en el centro del poro de los datos (ver Fig. A3).
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Figura A3: Procedimiento para obtener mapas de contornos promedio

(a) Una vez calculado los datos en el espacio volumétrico para las propiedades de
interés (densidad o potencial electrostatico) se procede a tomar cortes transversales
del mismo que pasen por el centro del sistema. Luego los cortes obtenidos (b) son
promediados para obtener un mapa de contornos promedio (c¢) que correspondera a
un promedio sobre la trayectoria y sobre los ejes de simetria considerados (promedio
espacial y temporal)
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A.1.7. Potencial de fuerza media (PMF)

En dindmica molecular, si quisiéramos investigar la probabilidad de un suceso,
se requeriria obtener la funcién de particién de la ecuacién A7, cuyo calculo es
practicamente imposible para la mayoria de los sistemas, puesto que comprende
calcular la energia libre absoluta de todas las posibles configuraciones del sistema.

No obstante podemos obtener la probabilidad asociada a algin pardmetro del
sistema, llamado coordenada de reaccion, que puede corresponder tanto a una coor-
denada en el espacio, como también a un valor de angulo, etc. La probabilidad

asociada a una coordenada de reaccion £ es:

—H(Q)/ksT S{&H A\
(o) = = | eumf)(/is(g)dq $)dg

(A20)

donde {p(£)) es la probabilidad promedio de la coordenada de reaccién, y £'(g) es la
funcién dependiente de la coordenada de reaccion, ¢ es la funcién delta de Dirac.
Obteniendo las probabilidades de la variable asociada a una coordenada de reac-
cién, podemos obtener su energia libre, o potencial de fuerza media (PMF). El PMF
corresponde al potencial con el cual se puede obtener la fuerza promedio que actia
sobre una particitla en un sistema. En un ensamble NVT la energia libre de Helmholtz

corresponde a:

A(§) = —ksT'In{p(£)) + C (A21)
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donde A(£) es la energia asociada a la coordenada €. Aun asi, podrian existir proble-
mas si en ciertas regiones, el muestreo de la coordenada de reaccién no es favorable.
Por ello se ocupan metodologias que fuerzan al sistema a encontrar todas las posibles

configuraciones.

A.1.8. Metadinamica

Para obtener el PMF se uso el método de metadindmica o elevacién local (Huber
y col., 1994; Laio y Parrinello, 2002). Esta metodologia se caracteriza por introducir
potenciales sesgos externos que fuerzan al sisfema a explorar regiones de alta energia
libre. De esta forma se puede explorar de forma rdpida y extensa la energfa libre
de nuestras coordenadas de reaccién en comparacién a otras metodologias (Barducci
y col., 2008). En este trabajo se usé una extensién del algoritmo que calcula me-
tadindmica conocido como well-tempered Metadynamics (wtMeta) (Barducei y col.,
2008). Esta metodologia resuelve algunos problemas relacionados con la convergencia
del algoritmo de metadinamica.

El potencial externo de metadinamica sobre las coordenadas de reaccion o varia-

bles colectivas € = (&,&,...,EN,,) €S

Vel = 3 Woexp(_V(ﬁ(q@'))’ﬁ’))ﬁexp(_(f—ﬁ(q(t’)))z) (A22)

2
=51,26t,... ks AT ) 2‘5&:

donde Vpeta(€) es la suma de potenciales externos en cada intervalo de tiempo ¢
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Por cada variable colectiva &; del total N,, se aplicé una funcién de Gauss unidi-
mensional o “montafias” (¢~¢E@EN/ 2‘%).

La altura de estas “montafias” esta definido por Wye=VE@N)/ ksAT  donde W,
corresponde a la altura inicial multiplicado por un factor que ajusta la altura de cada
montana en relacion al tiempo. Este factor disminuye con un decaimiento exponencial
si la regién ya ha sido explorada. Siendo AT la temperatura sesgo y kg la constante
de Boltzmann. De esta forma se obtiene una mejor convergencia del potencial total
(Barducei y col., 2008).

Se asume que para largos tiempos de simulacién el valor Vineta(€) €3 una buena
aproximacion para obtener el PMF:

T+ AT
A(&) = _—1'_T—Vmeta(§)t—)oo + O (A23)

siendo C un constante arbitraria usualmente definida para definir a] menor valor de]

PMF a cero y T es la temperatura de simulacién, en nuestro caso 300 K.

A.1.9. Integracién del PMF bidimensional a uno unidimensional y co-

rreccién entrépica para la entrada del ion al canal

Los PMF 2D fueron integrados en una dimensién usando la siguiente expresién:

R
PMF(z) = —kgTIn { / dro(z — zo)ePMF(R:z)/kBTJ (A24)
0

donde kgT es la constante de Boltzmann ¥y T es la temperatura absoluta.
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A partir de los perfiles de energfa unidimensionales, se puede obtener la energia

libre total de un ion ubicado en la regién de agua libre A, o en el poro A, mediante:

Ay = —~kpTIn [ f ePMF(z)/’“HszJ (A25)
libre

A, = —kgTIn {f ePMF(Z)/kBsz} (A26)
poroc

donde las ecuaciones (A25) y (A26) son integradas solamente en la regiones libre y

del poro, respectivamente. Finalmente la energia de transferencia es calenlads, como:

27k5T/ btay)

AAG o= Ap = Ay~ pTIn Ly ="
b

b—p

(A27)

Esta diferencial se le suma un término que corresponde a la razén del volumen no
muestreado en la regién libre (L,,27kgT/ K(zy)) que usa la restriccién arménica K(zy)
aplicada en el plano = — y, y el total del volumen explorado (Doudou y col., 2009).

L es el largo axial del volumen total que comprende la regién V.
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Figura A4: Esquema de las regiones usadas para calcular la energia de

transferencia del ion hacia el poro desde la regién libre

Esquema del sistema de membrana dual, en color gris, donde se destaca las regiones
usadas para calcular la energia libre dentro del poro A, como en la regién libre A,

en colores celeste y verde, respectivamente.
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A.1.10. Funcién de distribucién radial (RDF)

La funcién de distribucién radial (RDF, del ingles radial distribution function) es
la funcién que describe la densidad local de una particula con respecto a otra a una
distancia determinada. Este se calcula bésicamente como el nimero de particulas
promedio {n{r)) que se encuentra a una distancia r, el cual es normalizado por

factores de densidad y volumen.

0=

donde p es igual a la densidad de las particulas en la solucion y 47 pridr corresponde
al volumen infinitesimal de una capa de una esfera con radio .

De esta forma si no existe un ordenamiento de las particulas entre si, como en
el caso de un gas ideal, la funcién g(r) deberia ser uno, ya que no existe diferencia
con la densidad de las particulas en el sistema. Si las particulas estuvieran en un
estado solido, la funcién g(r) deberfa presentar un patrén regular con valores altos
y bajos sucesivamente. En cambio en los liquidos, como en el caso de la interaccion
entre iones y agua, se espera que las aguas que rodean a los iones se encuentren
estructuradas, formando capas de solvatacién. Por lo tanto en la funcién g(r) se
espera observar aumentos en los valores de la densidad local (que corresponderian a
las capas de solvatacién) y a largas distancias, que la densidad local convergiera a

unao.




69

A.2. Figuras suplementarias

z (A)
Potencial (V)

-60 Bluasionited -60 B il oiaiies -60 Be At s e 50 B Wt
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M 2P c CEC CECjpy

Figura A5: Potenciales electrostaticos de los sistemas sin un campo eléctrico
aplicado.
Potenciales electrostaticos promedio a lo largo del eje z y distancia radial desde el

centro del poro en el plano x — ¥, sin un campo eléctrico aplicado, para los modelos
2M (A), 2P (B), C (C), CEC (D) y CECy,y (E). Las lineas punteadas indican los
bordes de la membrana.
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Figura A6: Potenciales electrostaticos del sistema de GJC sin una diferencia
de potencial.

Potenciales electrostaticos promedio a lo largo del eje z y distancia radial desde el
centro del poro en el plano z — y, sin un campo eléctrico aplicado para el sistema

all-atom de GJC.

|
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Figura A9: Potenciales de fuerza media para los modelos sin cargas en la
superficie del canal.

Perfiles bidimensionales del PMF para el proceso de permeacién del ion sodio pro-
yectada a lo largo del eje 2 y la distancia radial desde el centro del poro en el plano
& —y, para los modelos 2P (A) y C (B). Las lineas punteadas indican los bordes de la
membrana. Perfil unidimensional del PMF para la permeacién del ion sodio proyec-
tada a lo largo del eje » para los modelos 2P (C) y C. Las sombras grises representan
la seccion donde se encuentra el canal y dentro de ella en colores la posicion de las
cargas en el canal en el eje 2 (azul=positivo, ro jo=negativo).




