
Estudio Teórico de las
Propiedades Estructurales y

Electrónicas de un Canal de Potasio
KcsA

tesis que presenta

Melissa González Caballero
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Resumen

Esta tesis presenta un estudio teórico sobre las propiedades estructurales, funcionales

y electrónicas del canal de potasio KcsA de la bacteria Streptomyces lividans. A partir

de dinámica molecular clásica se revisan las caracteŕısticas que hacen estable estructural-

mente al canal y a su filtro de selectividad. Con un análisis de datos masivos se hace una

exploración sobre el comportamiento de las especies que entran al canal y que hace posi-

ble su funcionalidad. Además, haciendo uso de los conceptos en la Teoŕıa de Funcionales

de la Densidad, se hace una revisión sobre las caracteŕısticas electrónicas de su filtro de

selectividad.
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Introducción

En la membrana de todas las células existen protéınas que les confieren propiedades

funcionales y estructurales, tan importantes que llegan a ocupar del 25 al 75 % de la masa

total de la membrana biológica.1 Estas protéınas pueden clasificarse en dos grandes cate-

goŕıas: integrales y periféricas (Figura 1). Las protéınas que entran en el grupo de integrales

son las protéınas transmembrana, que contienen regiones hidrófobas e hidrófilas para que

puedan posicionarse en medio de la bicapa liṕıdica y aśı actuar en ambos lados de la bi-

capa o transportar moléculas a través de ella. Estas protéınas de transporte proporcionan

un camino para que las moléculas hidrosolubles e iones atraviesen la barrera liṕıdica para

aśı incorporar los nutrientes esenciales, desechar productos residuales del metabolismo y

regular las concentraciones intracelulares de iones.2
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Figura 1: Protéınas de membrana. Imagen tomada de la referencia1

Existen dos clases de protéınas de transporte: los transportadores y los canales. En los

transportadores las moléculas a transferir se unen a la protéına y esta sufre un cambio

conformacional en su estructura para dejar pasar esa molécula. En cambio, los canales for-

man un poro hidrófilo que permite el desplazamiento pasivo de solutos (en general iones

inorgánicos y agua) de un lado a otro de las bicapas liṕıdicas, siendo aśı la velocidad de

difusión más rápida que en los transportadores al no necesitar de un cambio estructural.

Los canales que se encuentran en mayor medida en las membranas son los canales ióni-

cos (principalmente de Na+, K+, Ca2+ y Cl-) que comunican el interior citosólico de la

célula con el exterior, por lo cual deben ser altamente selectivos a qué tipo de iones dejar

pasar para no romper el equilibrio en las concentraciones iónicas intracelulares. Para esto,

su apertura y cierre debe ser lo suficientemente rápida, proceso que está mediado por pe-

queñas moléculas que se unen al canal o por cambios en el voltaje de la membrana. Aśı, la

selectividad iónica es una caracteŕıstica esencial en este tipo de canales porque evita que

otro tipo de moléculas pasen por el poro. Por ese motivo, los canales iónicos cuentan en su
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estructura con una parte más estrecha conocida como el filtro de selectividad que permite

solo el paso al ion apropiado para el canal. Siendo tan importantes los canales iónicos para

la sobrevivivencia de la célula que son ubicuos para todas ellas.

Los canales iónicos más comunes en la célula son los canales selectivos al paso de los

K+ y se clasifican en tres familias: (i) canales Kv, activados por cambios en el voltaje de

membrana, (ii) Kir, canales rectificadores entrantes (inward rectifier en inglés), que tienden

a conducir el K+ dentro de la célula y (iii) TWIK, canales de potasio de dos dominios que

contienen dos copias del filtro de selectividad.3

Los canales de potasio son tan selectivos al ion K+ que lo seleccionan sobre el Na+ por

más de 1000 a 1, pese a que estos dos cationes son muy similares y sólo difieren en su radio

iónico aproximadamente en 0.38 Å.4 Además, todos ellos comparten una misma secuencia

de aminoácidos en su filtro de selectividad formado por residuos Treonina, Valina, Glicina,

Tirosina y Glicina (TVGYG, en código de una letra).3 Secuencia que fue descubierta gra-

cias a la primer estructura obtenida por difracción de rayos X5 de un canal de potasio de

la bacteria Streptomyces lividans, conocido como el canal KcsA (K channel of streptomyces

A, por sus siglas en inglés).

Si no hay una correcta homeostasis en el flujo de los iones que dependen directamente

de la entrada o salida de los K+ a la célula (como Na+ y Ca2+), aparecen padecimien-

tos como el cáncer, enfermedades autoinmunes, metabólicas o desórdenes neurológicos y

cardiovasculares. De este modo los canales de potasio ofrecen una gran oportunidad como

blanco para el desarrollo de nuevos medicamentos para tratar este tipo de enfermedades.

Por ejemplo, creando metodoloǵıas con péptidos de venenos, anticuerpos o moléculas pe-

queñas que afectan o potencian la función de estos canales.6
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En razón de que los canales de potasio tienen la cualidad de tener un filtro de selectivi-

dad conservado para todas las familias, y por lo tanto sus caracteŕısticas pueden replicarse,

cuando son estudiados se suele trabajar con la estructura más sencilla de un canal de po-

tasio como lo es el canal KcsA. El cual, a pesar que ha sido objeto de investigación por

muchos años, los estudios que han hecho sobre él aún no son concluyentes con respecto a

su naturaleza altamente selectiva.

Por lo que el propósito de este trabajo es analizar las caracteŕısticas estructurales y

electrónicas del canal KcsA, a un nivel teórico usando dinámica molecular clásica, análisis

de datos masivos y cálculos cuánticos, para comprender las propiedades que determinan

su estabilidad estructural, su funcionalidad y sus propiedades electrónicas. Esta tesis está

organizada de la siguiente manera: en el caṕıtulo 1 describimos el sistema de estudio y

los últimos avances en investigación sobre el mismo, en el caṕıtulo 2 presentamos los fun-

damentos teóricos pertinentes para esta tesis, en el caṕıtulo 3 discutimos las propiedades

dinámicas del canal, en un caṕıtulo 4 presentamos un análisis sobre la funcionalidad den-

tro del filtro de selectividad y finalmente en el caṕıtulo 5 mostramos algunas propiedades

electrónicas del filtro de selectividad.



Objetivos e Hipótesis

Objetivo general

Comprender los fundamentos moleculares y electrónicos que determinan la estabilidad

estructural y la reactividad del canal KcsA.

Objetivos espećıficos

1. Determinar los factores estructurales y moleculares que estabilizan el canal KcsA.

2. Describir el funcionamiento del filtro de selectividad del canal KcsA y el comporta-

miento de los iones y moléculas de agua dentro de él.

3. Estudiar las propiedades electrónicas y de reactividad que determinan la selectividad

de los canales KcsA por el K+.

Hipótesis

La estabilidad estructural del canal KcsA está determinada por fuerzas intermolecu-

lares entre las unidades que lo conforman y la reactividad del filtro de selectividad está

relacionada con el comportamiento de los iones y las moléculas de agua dentro de él.





Caṕıtulo 1

Sistema de estudio

En esta sección describimos las caracteŕısticas y propiedades del canal de potasio Kc-

sA, como su estructura secundaria y terciaria, aśı como su funcionalidad. Además, se hace

una revisión bibliográfica sobre los estudios teóricos más relevantes que se han realizado

sobre él. En ellos se vislumbran cuatro temas principales que compete para los objetivos del

trabajo: la estabilidad estructural del canal, las interacciones que ocurren dentro del filtro

de selectividad (FS), la selectividad sobre los iones potasio y la apertura y cierre del mismo.

1.1. Descripción del canal KcsA

El canal de potasio KcsA se encuentra en la bacteria Streptomyces lividans, es aśı que

sus siglas vienen del inglés como K channel of streptomyces A. Está formado por cuatro

subunidades o cadenas altamente simétricas que comparten la misma secuencia de 103

aminoácidos (Figura 1.1).a

aLa estructura cristalográfica del canal empieza a partir del aminoácido 22.

7
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Figura 1.1: Secuencia de aminoácidos del canal KcsA. Se muestra con el código de
colores la estructura secundaria de la protéına. Encerrado en rectángulo negro están
señalados los aminoácidos que corresponden al filtro de selectividad del canal.

La estructura del canal está constituida principalmente de cuatro cadenas de hélices alfa

(Figura 1.2(a)), las cuales se clasifican en tres regiones: (1) una hélice de menor tamaño que

corresponde a la hélice más cercana al FS, que está en los residuos 62 al 74; (2) una hélice

mediana que está en la zona externa del canal (hélice M1), que está en los residuos 24 al

51; y (3) la hélice de mayor tamaño localizada en la parte interna del canal (hélice M2),

que corresponde a los residuos 86 al 122. En la parte extracelular del canal se encuentran

los bucles o loops que conectan las hélices M1 y M2 para cada cadena (Figura1.2(b)).

El poro del canal se encuentra entre las cuatro cadenas con un largo de 45 Å y en él está

el filtro de selectividad que se ubica en loops que están uno frente al otro (cuadro rojo de la

Figura 1.2(b)). El FS está constituido de cinco residuos Treonina, Valina, Glicina, Tirosina

y Glicina (TVGYG, en código de una letra) que están posicionados en los aminoácidos del

75 al 79, respectivamente. Entre los ox́ıgenos de los grupos carbonilo de los residuos, el

filtro tiene cuatro sitios de unión para el ion, nombrados desde del S1 al S4. Además, el

filtro tiene un largo de 12 Å y un diámetro aproximado de 10 Å (Figura 1.2(c)).
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(a) (b)

(c)

Figura 1.2: Estructuras del canal de potasio de la bacteria Streptomyces lividans. a)
Vista lateral del tetrámero completo del canal de potasio KcsA. b) Se muestran solo dos
cadenas del canal KcsA y el recuadro rojo señala la localización del filtro de selectividad.
c) Se muestran los cinco residuos del filtro de selectividad (de solo dos cadenas) formado
por Glicina 79, Tirosina 78, Glicina 77, Valina 76 y Treonina 75, ordenados en forma
de aparición desde la parte extracelular del filtro. La longitud y el diámetro del filtro
están señalados por flechas negra.
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1.2. Antecedentes

1.2.1. Estudios previos sobre el canal KcsA

El estudio de los canales iónicos se remonta a 1840 cuando von Brücke y otros biof́ısi-

cos, presentaron la hipótesis que explicaba la ósmosis,7 quienes concibieron la idea que los

canales dejaban pasar agua y otras pequeñas part́ıculas para mantener la homeostasis en

la célula. Pero no es hasta 1952 con el trabajo de Hodgkin y Huxley, donde describen la

propagación de los potenciales de acción en el axón gigante de calamar y por el cual gana-

ron un Premio Nobel; ideas que revolucionaron a la biof́ısica y crearon un nuevo campo de

estudio: la investigación sobre los canales iónicos.

En 1998 Roderick MacKinnon y colaboradores8 por primera vez logran caracterizar por

rayos X la estructura cristalográfica de un canal de K+, el canal KcsA. Ellos plantearon

que: (i) el filtro de selectividad es de 12 Å de longitud, (ii) la cavidad está llena de agua

que ayuda al catión a superar la barrera energética para pasar por la membrana, (iii) el

filtro de selectividad está estructurado con una ĺınea de ox́ıgenos de grupos carbonilos que

permiten que un ion K+ deshidratado se coloque en una geometŕıa óptima, y la cual el

Na+ no puede obtener y (iv) dos iones K+ cercanos en el FS se repelen, permitiendo aśı la

rápida conducción de iones.

Posteriormente a que se obtuviera la estructura del canal KcsA, se desarrollaron muchos

estudios entorno a este. Sin embargo, en esta sección nos enfocaremos a los estudios teóricos

sobre el canal KcsA. Por ejemplo, el estudio de Roux y del mismo MacKinnon9 en 1999

quienes analizaron la entrada de iones al canal usando la ecuación de diferencias finitas de

Poisson. En este trabajo propusieron que las hélices alfa del canal ayudan a mantener el ca-

tion dentro del filtro y que la selectividad es debida a efectos electrostáticos. En ese mismo
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año, se publicó el primer estudio usando dinámica molecular de Guidoni y colaboradores10

para comprender la preferencia del canal por el ion K+ con respecto al ion Na+. Ellos expu-

sieron que (1) el canal está construido con cargas negativas para repeler los aniones y atraer

a los cationes hacia el poro, (2) que el canal tiene la capacidad de eliminar las moléculas de

agua que rodean al cation hidratado para que pueda entrar y por lo tanto la selectividad se

deba a que el ion Na+ tiene unido más moléculas de agua a diferencia del ion K+ y (3) que

el aspartato 89 (Asp89) forma puentes salinos que contribuye a la estabilidad del tetrámero.

Aśı, a partir del año 2000 han surgido numerosas investigaciones sobre el canal KcsA

y en el que principalmente tratan de responder tres preguntas: ¿Por qué el canal KcsA es

estable?, ¿Cuáles son las interacciones que ocurren dentro del FS? y ¿Por qué es altamente

selectivo a los iones K+? A pesar de ello, ninguna ha sido concluyente y han dejado dudas

o preguntas sin responder.

En esta sección se resumen algunas de esas investigaciones, de las cuales sólo mencio-

namos aquellas en las que se hicieron experimentos de tipo teórico donde usaron análisis

de dinámica molecular, cálculo cuánticos o alguna otra estrategia teórica.

1.2.2. Estabilidad del canal KcsA

Antes de comenzar con esta sección, es necesario establecer la definición de estabilidad

desde el punto de vista de la biof́ısica de las biomoléculas, y en especial de las protéınas. En

la literatura encontramos diferentes métodos para medir esta propiedad pero todos están

asociados a diferentes ideas que se tiene sobre la estabilidad. En esta tesis vamos a referirnos

a tres conceptos de estabilidad de acuerdo con la descripción hecha por Becktel et al.11.
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El primer concepto es la estabilidad energética, el cual se refiere a un mı́nimo de enerǵıa

de la protéına; que depende principalmente de variables termodinámicas (temperatura, pre-

sión, número de pat́ıculas, etc.). El segundo concepto es la estabilidad estructural, que se

refiere a aquella estabilidad que puede verse perturbada debido a pequeños cambios qúımi-

cos o f́ısicos en la protéına, en particular en su estructura primaria (los aminoácidos que la

conforman). Estos cambios se observan en las variaciones de la enerǵıa libre con respecto a

un estado de referencia. Por último, el tercer concepto es la estabilidad conformacional, la

cual se puede considerar como una estabilidad que engloba las definiciones anteriores y que

considera los cambios que puede sufrir la protéına en su estructura secundaria y terciaria.

Esto incluye la diferencia entre dos estados de la protéına, por ejemplo entre un estado

nativo y un estado desnaturalizado.

Por lo tanto, muchos investigadores se han preguntado qué hace al canal KcsA estable,

si se estabiliza dentro de la membrana liṕıdica o si existen cambios estructurales o confor-

macionales que afecten a la estabilidad. Esto es, si hay algún cambio que haga pasar de una

configuración abierta que permite el flujo de iones, a una configuración cerrada que bloquea

ese flujo.

A principios del año 2000, Bernéche y colaboradores12 usaron dinámica molecular (DM)

para encontrar que el canal KcsA era muy estable dentro de la membrana, mostrando que

su RMSD era de 1.9 Å, y los puentes de hidrógeno del filtro de selectividad eran muy im-

portantes para su estabilidad junto con los residuos Trp67, Trp68, Tyr78, y Tyr82. Además,

demostraron que la configuración más estable conformacionalmente del FS es la que contiene

dos o tres iones dentro. Si hay ausencia de iones en el FS este sufre cambios conformacio-

nales importantes. Aśı mismo, Bucher et al.13 evidenciaron que la protonación de Glu71 es

más favorable sobre la protonación de la Asp80.
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En el 2007, Furini et al.14 demostraron que cuando hay cambios estructurales en el

vest́ıbulo intracelular no afectan a la selectividad, pero juegan un rol importante en la con-

ductividad de los potasios. Ngo et al.15 confirmaron que esta región del vest́ıbulo reduce sus

moléculas de agua cuando un ion K+ está localizado en su posición S4. Weingarth et al.16

comprueban que la presencia de moléculas de agua alrededor del FS sirven como elementos

reguladores de la función del canal. Idea enfatizada por el trabajo de Wu et al.17 donde

mostraron que los filtros con pocas moléculas de agua son menos estables estructuralmente

pero se pueden estabilizar rápidamente cuando más moléculas se infiltran detrás de él.

De este modo, los estudios que se han realizado sobre la estabilidad estructural del

canal KcsA han coincidido en que: a) los residuos principales de filtro de selectividad y las

moléculas de agua que lo rodean, brindan estabilidad conformacional y estructural al FS y

b) la concentración de los iones K+ es la que dirige esta estabilidad.

1.2.3. Interacciones en el filtro de selectividad

Además del objetivo de comprender la selectividad, es necesario conocer las interaccio-

nes entre los residuos del filtro de selectividad, los iones potasio y moléculas de agua dentro

del canal de potasio.

Este problema se empieza a abordar en el mismo trabajo del año 2000 de Bernéche et

al.12, donde mostraron que el flujo de iones toma alrededor de 300 ps y en cual ocurren

colisiones entre los iones, moléculas de agua y los átomos de los residuos del FS. Shrivastava

et al.18 en el año 2000, evidenciaron que este flujo se da por una traslocación en una sola fila

de iones de la forma K+-H2O-K+, con el objetivo de mantener interacciones óptimas entre

los ox́ıgenos del filtro y los iones. Bucher et al.13 en el 2007 descubrieron que es el puente
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salino entre Asp80 y Arg89 el que influye en esta transferencia de protones. Adicionalmente,

Kopfer et al.19 en el 2014 refirieron que el flujo eficiente de iones ocurre por una repulsión

culómbica ion-ion.

Guidoni et al.20 mostraron que el canal está construido de tal forma para que pueda

polarizar las moléculas de agua dentro filtro y aśı inducir un largo dipolo. Además Zhou et

al.21 aluden a que la cavidad central mantiene un ion rodeado de 8 moléculas de agua.

El tipo de interacciones que ocurre entre el filtro de selectividad y los iones se describe

a partir del 2002 por Guidoni et al.22, el cual expusieron que los sitios S1 y S2 proveen una

geometŕıa de coordinación antiprismática octahédrica al ion que se induce por la polari-

zación de los residuos del filtro a los iones. Reafirmado con el trabajo del 2006 de Bucher

et al.23 en el que también afirmaron que los cationes en el FS inducen una polarización

electrónica del grupo carbonilo a los iones. Conjuntamente, Furini et al.14 comprobaron

que la concentración de los iones K+ en la cavidad inferior al FS, junto con este poten-

cial electrostático, son los que controlan las fuerzas que actúan en los iones del filtro de

selectividad. Por lo tanto, la conformación con baja concentración de iones, no coordina

apropiadamente estos y no crea ninguna interacción fuerte en los sitios de unión.24 Si esto

se lleva a cabo correctamente, cuando un K+ se acerca al FS, este es atráıdo y estabilizado

por un enlace al sitio S4.15

En el estudio cuántico realizado en el 2015 por Salari et al.25 expusieron que existen

grados de coherencia cuántica en el que las vibraciones que experimentan los iones en un

estado cerrado del FS son más grandes que los del estado abierto. Y las posiciones preferidas

de los iones K+ dentro del canal están en lo sitios de unión S1 y S3. Al mismo tiempo, si

un ion Na+ entra, este no puede moverse al sitio de unión S4.26 Sin embargo, en el estudio
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reciente de Oakes et al.27 evidenciaron que no existe un mecanismo preferido por los iones

para viajar a través del poro, ya que los iones pueden fluir solos o a veces acompañados por

moléculas de agua.

Esto muestra que es necesario investigar sobre las interacciones que ocurren dentro o

fuera del filtro de selectividad ya que estos procesos permiten preguntarse de cómo o por

qué se da la selectividad hacia los iones K+.

1.2.4. Selectividad sobre los iones K+ en el canal KcsA

Desde que se logró obtener la estructura cristalográfica del canal de potasio KcsA, sur-

gió la pregunta de cómo este es capaz de discernir entre los dos iones más abundantes en el

medio extracelular, los iones K+ y los iones Na+. Aśı que se han utilizado distintos enfoques

para conocer la selectividad del canal.

En el año 2000 Bernéche et al.12 se opusieron a los estudios anteriores de su época, ya

que manifestaron que la selectividad por el K+ sobre el Na+ no solo recae en los tamaños

de los iones, sino por contribuciones energéticas de las interacciones ion-protéına, ion-agua,

agua-agua, agua-protéına. Al año siguiente en el 2001, Biggin et al.28 exhibieron que la

selectividad śı es debida a una interacción ion-agua, ya que el filtro es capaz de solvatar

los iones K+ y Na+. Siendo aśı que esta discriminación entre ellos es debido a la diferencia

de enerǵıa de deshidratación entre estos dos iones. Ideas reforzadas por Zhou et al.21 don-

de expresaron que la transferencia de iones está mediado por un arreglo espećıfico de los

ox́ıgenos de los grupos carbonilos. Sin embargo, Bucher et al.29 señalaron que el número de

coordinación de estos dos iones son similares en el filtro y en el agua, resultado distinto a

las investigaciones previas.
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Otra hipótesis de por qué se da la selectividad es la que exponen Shrivastava et al.30, en

la cual mostraron que la flexibilidad y la naturaleza de cambios conformacionales del FS son

importantes para permitir que el canal discrimine entre iones permeables y bloqueadores.

Enfatizado con el trabajo de Noskov et al.31 en el que declararon que la selectividad por

el K+ sobre el Na+ es posible por esa caracteŕıstica flexible del poro y está determinada

por propiedades electrostáticas intŕınsecas de los ox́ıgenos de los grupo carbonilo. Egwolf et

al.32 confirmaron que la selectividad no está correlacionada con el número de coordinación

alrededor del ion que entra al FS, sino que es por los cambios en el tipo de ligandos que

coordinan a este.

El mismo grupo de Noskov et al.4, en una investigación posterior, expusieron que la

interacción entre el ion-ligando (favoreciendo el catión más pequeño) y las interacciones re-

pulsivas ligando-ligando (favoreciendo los cationes más grandes) son los elementos básicos

que gobiernan la selectividad en los sitios de unión. Aśı mismo, siguiendo con la idea de las

propiedades electrostáticas, Bucher et al.23 aludieron a que los efectos de polarización y de

transferencia de carga juegan un rol importante en la selectividad. Además, Ngo et al.15

que mencionaron que la selectividad está basada en exclusiones selectivas del FS en vez de

uniones selectivas a sitios dentro del filtro.

Anteriormente, se teńıa la idea que una coherencia clásica era la responsable de la selec-

tividad del canal. Sin embargo, Salari et al.25 confirmaron que las vibraciones de coherencia

clásica de los grupos carbonilos no juegan un rol importante en la rápida conducción de los

iones. Además afirmaron que las interacciones eléctricas son más fuertes que las vibraciones

del FS. Asimismo, en un estudio con cálculos cuánticos, De March et al.33 propusieron que

los modelos de part́ıculas simples cuánticas sugieren que razones del orden de 108 s-1 pueden

explicar la alta eficiencia de los canales iónicos. Para él, las repulsiones culómbicas dictan
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una escala de tiempo caracteŕıstica para el trasporte de iones dentro del canal.

El tema de la selectividad en los canales de potasio sigue siendo una pregunta abierta

puesto que, como se resumió en esta sección, los resultados aún no son concordes entre ellos

y ninguno ha dilucidado completamente esta problemática. Incluso en las nuevas investi-

gaciones resurgen ideas anteriores a la época, como en el caso del trabajo de Song et al.34

del año 2019 quienes retomaron la idea de que la selectividad está dada por la magnitud

de enerǵıa de solvatación entre el K+ y el Na+.

1.2.5. Apertura y cierre del canal KcsA

La apertura y el cierre del canal KcsA es también un tema esencial para comprender la

naturaleza de su selectividad. La activación del canal está relacionada con las concentra-

ciones de hidrógenos dependiendo del pH extracelular e intracelular en la bacteria. En él

ocurren cambios conformacionales que separan las hélices M1 y M2 para crear un espacio

y que los iones puedan pasar libremente (Figura 1.3). Sin embargo, Domene3 sugirió que

las hélices M2 no se mueven por completo como cuerpos ŕıgidos, sino que se doblan ligera-

mente, siendo aśı que no contribuyen lo suficiente para la apertura del poro. Shrivastava et

al.18 mencionaron que son los cambios pequeños (0.1 nm o menos) en la región del anillo

del residuo V115 los que pueden abrir el canal. Confirmado por Chakrapani et al.35 quienes

exponen que la hélice del poro, el filtro de selectividad y el vest́ıbulo externo son estructuras

dinámicas donde hay cambios conformacionales locales pequeños (como movimientos de los

ox́ıgenos de grupo carbonilos, fluctuaciones en la cadena principal del filtro, o cambios en

la configuración y ocupación de las moléculas de agua detrás del filtro) que pueden tener

efectos drásticos sobre la apertura y el cierre del canal.
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Figura 1.3: Mecanismo de apertura y cierre del canal KcsA. Se muestran los cambios
conformacionales que ocurren en las hélices M1 y M2 debido a los cambios en el pH.
Figura tomada de Liu36 que representa la estructura de rayos X del canal cerrado
(PDB: 1K4C) y del canal abierto (PDB: 3F7V). Las regiones del filtro de selectividad
están en naranja y los iones potasio están en esferas verdes.

Salari et al.25 afirmaron que existen dos estados del canal: abierto cuando hay tres

iones en el FS y cerrado cuando solo hay dos iones. Aśı como Lemauserier et al.37 mos-

traron que estos estados son debido a que la apertura del canal es muy sensible al tipo

y la concentración de los iones. Comprobado por Zhou et al.21 quienes mostraron que el

FS adopta conformaciones diferentes dependiendo de la concentración de K+. Esto es, a

bajas concentraciones cambia a su forma no-conductiva y a altas concentraciones adopta

su forma compatible con la conducción de iones. No obstante, el mecanismo por el cual una

disminución del pH intracelular conduce a la apertura del canal sigue siendo tema de debate.

Finalmente, debemos hacer notar que la estructura cristalográfica del KcsA hecha por

MacKinnon, corresponde a una estado cerrado del canal, comprobado por varios investiga-

dores.3,18,38 En esta tesis decidimos hacer uso de esta estructura porque ha sido utilizada en

muchas investigaciones y ha logrado arrojar resultados exitosos y acordes con lo observado

en la naturaleza.



Caṕıtulo 2

Fundamento teórico

En este caṕıtulo presentamos los conceptos en los que se basan los estudios hechos en esta

tesis. En la primera sección describimos el método de Dinámica Molecular Clásica (DM).

En la segunda sección revisamos los conceptos usados para hacer el análisis estad́ıstico de

DM, como RMSD y RMSF. Finalmente, en la tercera sección de este caṕıtulo, exponemos

los conceptos de la Teoŕıa de Funcionales de la Densidad (TFD) y de algunos ı́ndices de

reactividad qúımica.

2.1. Dinámica Molecular Clásica

La dinámica molecular clásica es una técnica de simulación por computadora en la

que átomos y moléculas interaccionan por un periodo de tiempo. Donde, bajo condiciones

iniciales como la posición y las velocidades de las part́ıculas, se resuelven las ecuaciones

clásicas del movimiento de Newton:

−→
F i = mi

−→a i = mi
d−→v i

dt
= mi

d2−→r i

dt2
(2.1)

19
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Donde F es la fuerza, m la masa y a la aceleración, que también puede reescribirse

como la primera derivada de la velocidad v o la segunda derivada de la posición r. Esto

para todas las part́ıculas i del sistema.

En este sentido, si tenemos N part́ıculas y estas son átomos, se debe de calcular la fuerza

entre cada uno de ellos. Dado un sistema de N átomos, la enerǵıa potencial se puede obtener

a partir de U(r1, ..., rN ), que es una función de las posiciones relativas de los átomos con

respecto a cada uno.39 Si estas fuerzas son conservativas (aquellas cuyo trabajo depende

únicamente de las posiciones inicial y final y no de su trayectoria) se pueden escribir como

un gradiente (∇) del potencial:

−→
F i = −

−→
∇ i U (r1 , ..., rN ) (2.2)

2.1.1. Campos de fuerza

La Ecuación 2.2 representa una forma exacta de calcular las fuerzas conservativas a

partir de un potencial. Para un sistema de N part́ıculas, el potencial U debe representar

las interacciones entre todas esas part́ıculas como:

U =
N∑
i=1

υ1(ri) +
N∑
i=1

N∑
j>1

υ2(ri, rj) +
N∑
i=1

N∑
j>1

N∑
k>j>i

υ3(ri, rj , rk) + ... (2.3)

en donde el término υ1 representa las interacciones de un cuerpo, υ2 las interacciones

de dos cuerpos, υ3 las interacciones de tres cuerpos y aśı sucesivamente. No obstante,

no tenemos una forma matemática para representar las interacciones de N -cuerpos, por

lo que el potencial U se debe aproximar por un campo de fuerzas. En el cual de una

forma general se describen las interacciones covalentes y no covalentes de los átomos. Las

interacciones covalentes o de corto alcance son de tipo enlace, ángulos, ángulos diedros

propios e impropios. Las interacciones no covalentes o de largo alcance son de tipo Van der

Waals y electrostáticas. Por lo que de esta forma, el potencial U se reescribe como:
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U = Uenlace + Uángulos + UV an der Waals + Uelectrostáticas (2.4)

Los potenciales se describen como puntos que interaccionan a través de enlaces pares

o enlaces múltiples, gracias a la perspectiva de la f́ısica clásica. Existen diferentes tipos de

campos de fuerza tales como MM313, MM414, Dreiding15, SHARP16, VALBON17, UFF18,

CFF9519, AMBER20, CHARMM21, OPLS22 y MMFF23; los cuales se han ido mejorando

en la descripción de las interacciones.40 El campo de fuerza CHARMM21 está constituido

por los términos de la Tabla 2.1 y su forma es la suma de todos ellos.

Tabla 2.1: Interacciones atómicas con sus potenciales.

Tipo de interacción Ecuación Modelo

Enlace (Ley de Hooke)

Ángulos

Ángulo diedro impropio

Ángulo diedro propio
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Tipo de interacción Ecuación Modelo

De Van der Waals

Electrostáticas

2.1.2. Técnicas de integración

Los métodos de dinámica molecular se rigen además por la forma hamiltoniana de la

ecuación de movimiento. Donde el hamiltoniano para un sistema de N part́ıculas está dado

por41

H (p, r) ≡ H (p1 , ..., pN , r1 , ..., rN ) =
N∑

i=1

p2
i

2mi
+ U (r1 , ..., rN ) (2.5)

en el que p1, ..., pN es el momento de las part́ıculas definidas por pi = mivi y el potencial

U. Por lo que la Ecuación 2.1 se reescribe a partir de la Ecuación 2.5 como

ṙi =
∂H

∂pi
=

pi

mi
(2.6)

ṗi = −∂H

∂pi
= −∂U

∂ri
= Fi(r1 , ..., rN ) (2.7)

Sin embargo, estas ecuaciones no están completas sin la integración numérica de ellas
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dependiendo del tiempo para seguir la interacción y la trayectoria de las part́ıculas. Estos

algoritmos de integración se basan en un paso de tiempo ∆t. Después de un tiempo t la

integración será ahora t+ ∆t. Al iterar el procedimiento, la evolución temporal del sistema

se puede seguir durante mucho tiempo.39

Existen diferentes métodos para resolver la integración, uno de los más usado en DM es

el algoritmo de Verlet, el cual consiste en expander en series de Taylor las posiciones r(t) y

velocidades v(t):

r(t+ ∆t) = 2r(t)− r(t−∆t) + a(t)∆t2 +O(∆t4) (2.8)

donde a es la aceleración.

Un punto importante en DM es que el hamiltoniano del movimiento es conservable a

través del tiempo, lo que provee una conexión del mundo microscópico al mundo macroscópi-

co. Es decir, a los observables f́ısicos del sistema: las propiedades termodinámicas. Lo que

hace una conexión entre la DM y la mecánica estad́ıstica, que se basa en los conceptos de

ensamble de Gibbs. Los cuales son ensambles estad́ısticos donde se fijan variables termo-

dinámicas como enerǵıa E, temperatura T, presión P, volumen P, número de part́ıculas N

o el potencial qúımico µ.41 Por ese motivo la DM es una gran herramienta para estudiar

fenómenos reales.

Control de presión y temperatura

En dinámica molecular es importante llevar un seguimiento sobre la temperatura

y la presión del sistema dependiendo de qué tipo de ensamble estad́ıstico se ocupe.

En un ensamble estad́ıstico NVT, para que el volumen V y la temperatura T se man-
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tengan constantes, se hace uso de modelos de barostatos y termostatos.

Para mantener una temperatura constante en DM existen diferentes modelos de

termostatos, uno de ellos es el Langevin que se basa en la dinámica de Langevin en

la cual la temperatura se mantiene modificando la Ecuación 2.6 como:

ṗi = Fi − γipi + fi (2.9)

donde Fi es la fuerza que actúa en una part́ıcula i debido al potencial de interac-

ción, γi es el coeficiente de fricción y fi es una fuerza aleatoria que simula los choques

térmicos entre part́ıculas a causa de una fricción constante, manteniendo aśı el en-

samble correcto.42 Una de las ventajas de usar esta técnica es que en ella se considera

el movimiento de grandes part́ıculas dentro de un solvente de part́ıculas de menor

tamaño, como en el caso de protéınas, ADN o nanopart́ıculas en solución, reduciendo

aśı el tiempo de cómputo en la DM.43

Para el caso de una presión constante, esta se controla ajustando el tamaño de la

celda unitaria y re-escalando todas las coordenadas atómicas durante la simulación.44

Al igual que en los termostatos, existen diferentes tipos de barostatos dependiendo

de las necesidades del sistema de estudio, uno de ellos es el Pistón de Nosé-Hoover

Langevin, en donde se hace uso de la dinámica de Langevin para controlar las fluc-

tuaciones de la presión en el barostato.45
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2.1.3. Procedimiento de una simulación

En general, una simulación de DM tiene tres componentes importantes:40

1. Un modelo que describa las interacciones intra y extra atómicas (campo de

fuerza)

2. Un algoritmo de integración

3. Un ensamble estad́ıstico.

La dinámica molecular sigue cuatro pasos generales: minimización, calentamiento,

equilibrio y producción (Figura 2.1). Debido a que muchos sistemas tienen geometŕıas

donde las interacciones entre los átomos no corresponden al estado de mı́nima enerǵıa,

al sistema se le tiene que hacer primero una minimización, en la cual se optimizan

estas geometŕıas para obtener el mı́nimo de enerǵıa. Posteriormente, se aplica una

temperatura deseada a alcanzar y por la cual la enerǵıa aumentará, etapa conocida

como de calentamiento. Después, para volver a tener una enerǵıa óptima al incorporar

la temperatura, se pasa por una etapa de equilibrio. Por último, en la producción

se desea tener el mayor intervalo de tiempo que más se aproxime a los procesos

macroscópicos. Ya que es en esta etapa donde se estudian los procesos fisicoqúımicos

del sistema.

2.2. Herramientas de análisis

2.2.1. Alineamiento estructural

Para hacer el análisis de DM son necesarias herramientas estad́ısticas que nos

ayuden a comprender qué está pasando en el sistema de estudio. Una de estas for-

mas de análisis es el cálculo de la desviación cuadrática media (Root Mean Square
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Figura 2.1: Etapas de la dinámica molecular clásica. El gráfico es una representación
esquemática de la trayectoria en una DM, donde se grafica la enerǵıa U contra el
tiempo t.

Deviation, RMSD por sus siglas en inglés), que se usa para conocer si la protéına ya

no tiene cambios estructurales importantes en el tiempo y aśı conocer si se encuentra

en un estado de equilibrio. Esta se calcula midiendo el promedio de las distancias

entre todas las N part́ıculas (i, j) con respecto a ellas mismas en su posición k en

una estructura de referencia, por ejemplo, con la estructura experimental:

RMSD(i , j ) =

Ã
1

N

N∑
k=1

|ik − jk |2 (2.10)

En bioinformática es usual que el RMSD sea calculado para los carbonos alfa de

la estructura proteica, pero puede ser calculado para cualquier átomo de interés.

Parecido al RMSD, existe el cálculo de la fluctuación cuadrática media (Root

Mean Square Fluctuation, RMSF por sus siglas en inglés) que es la medida de la

desviación entre la posición r de todos los grupos funcionales R de los aminoácidos
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en la protéına y alguna posición de referencia (rref ) del mismo grupo funcional en un

tiempo t diferente (Ecuación 2.11). Se usa principalmente para conocer los cambios

o contribuciones importantes del movimiento en los aminoácidos que conforman la

protéına.

RMSF =

Ã
1

R

R∑
tj =1

∣∣∣ri(tj )− r ref
i

∣∣∣2 (2.11)

2.2.2. Puentes de hidrógeno

Los puentes de hidrógeno son muy importantes en la bioloǵıa y sobre todo en el

estudio de las protéınas porque nos permiten comprender su estructura y su función.

Estos son interacciones no covalentes entre un átomo de hidrógeno unido covalen-

temente a un donante electronegativo y un par solitario de electrones de un acep-

tor.46 Es común que los puentes de hidrógeno se categoricen como: si la distancia

entre donador-aceptor es entre 2.2 - 2.5 Å es una unión “fuerte, casi covalente”, si

es entre 2.5 - 3.2 Å es “moderada, casi electrostática” o si es entre 3.2 - 4.0 Å es

“débil, electrostática”.47 Además, según la IUPAC (International Union of Pure and

Applied Chemistry, por sus siglas en inglés) el ángulo que se forma entre el Donador-

Hidrógeno-Aceptor es usual que sea lineal (180◦) y entre más cercano a este valor el

puente de hidrógeno será más fuerte.48

Los programas de modelamiento molecular y visualización de estructuras como

VMD49, utilizan herramientas de análisis de puentes de hidrógenos. En ellas clasifican

todas las interacciones que ocurren en la estructura molecular y si cumplen con los

parámetros caracteŕısticos (distancia y ángulo) de un puente de hidrógeno, este se

categoriza y se suma al análisis.
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2.2.3. Puentes salinos

Los puentes salinos en las protéınas se forman entre aminoácidos con carga opuesta

que están lo suficientemente cerca entre śı como para experimentar atracción elec-

trostática.50 Estos contribuyen en su estructura proteica y en la interacción con otras

protéınas.51 La distancia para formar estas inreacciones debe ser menor o igual a 4 Å

según el criterio de Barlow et al.52, quien además menciona que la mı́nima distancia

debe ser 3 Å. Para diferenciar esta distancia de un puente de hidrógeno débil, Karshi-

koff et al.53 definen los puentes salinos como grupos funcionales que tienen distancias

de 3.2 Å.

Aśı como con el análisis de puentes de hidrógeno, en VMD se usa un criterio de

clasificación para puentes salinos que cumplan con su distancia caracteŕıstica.

2.3. Teoŕıa de las Funcionales de la Densidad

2.3.1. Principios de la estructura electrónica

La Teoŕıa de las Funcionales de la Densidad (TFD) es una herramienta usada en

la qúımica y f́ısica cuántica para hacer cálculos de estructura electrónica de átomos

y moléculas.54 Esta permite reemplazar la ecuación de Schrödinger de un sistema de

N electrones: “HΨ = EΨ (2.12)

donde E es la enerǵıa electrónica, Ψ = Ψ(x1,x2, ...,xn) es la función de onda y“H es el operador Hamiltoniano:
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H = −
N∑
i

1

2
∇2
i −

n∑
A

N∑
i

ZA
riA

+
N∑
i<j

N∑
j

1

rij
+

n∑
B<A

n∑
A

ZAZB
RAB

(2.13)

donde i,j son los electrones, A,B son los núcleos, rij la distancia electrón-electrón,

riA la distancia electrón-núcleo y RAB la distancia internuclear. Aśı, la TFD presenta

una forma alternativa a la Ecuación 2.12 donde ahora la variable de interés es la

densidad electrónica ρ(r). Esta teoŕıa se basa en los trabajos de Hohenberg-Kohn y

Kohn-Sham.55

2.3.2. Teoremas

1er Teorema de Hohenberg-Kohn

El primer teorema de Hohenberg-Kohn declara que la densidad electrónica ρ(r)

determina el potencial externo ν(r) y al hacer su normalización se obtiene el número

total de electrones N 56

∫
ρ(r)dr = N (2.14)

conjuntamente, se puede determinar el Hamiltoniano H (Ecuación 2.13). Esto es,

que partiendo de una densidad ρ(r), se obtiene el potencial externo ν(r) y el número

de electrones N. Por consiguiente, se obtiene el Hamiltoniano H y aśı la enerǵıa E

del sistema:

ρ(r)→ ν(r),N → Hop → E (2.15)

Por lo que el primer teorema dice que la enerǵıa del estado basal corresponde a

una única funcional de la densidad electrónica.



30 FUNDAMENTO TEÓRICO

E = Eν [ρ] (2.16)

2do Teorema de Hohenberg-Kohn

El segundo teorema de Hohenberg-Kohn proporciona una forma de obtener ρ(r)

minimizando la enerǵıa E y es análogo al principio variacional para las funciones de

onda. Como ρ determina N y ν, la enerǵıa total E [ρ] se puede reescribir como:

Eν = T [ρ] + Vne [ρ] + Vee [ρ] (2.17)

en el que Vne [ρ] es la enerǵıa potencial de núcleo a electrones y Vee [ρ] es la enerǵıa

potencial de electrón a electrón. Por lo tanto, resumiendo la Ecuación 2.13 como

Eν =

∫
ρ(r)ν(r)dr + FHK [ρ] (2.18)

en el que FHK [ρ] es el funcional de Hohenberg-Kohn, que contiene la enerǵıa

cinética funcional T [ρ]

FHK [ρ] = T [ρ] + Vee [ρ] (2.19)

Aśı, dada una densidad de prueba ρ̃(r), tal que esa densidad sea ρ̃(r) ≥ 0 y∫
ρ(r)dr = N ,55

E0 ≤ Eν [ρ(r)] (2.20)

donde Eν [ρ̃(r)] es la enerǵıa funcional de Eν . Lo que quiere decir que, aquella den-

sidad electrónica que minimiza la funcional Eν [ρ̃] es la verdadera densidad electrónica

del sistema, esto es, la densidad del estado basal.
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Método de Kohn-Sham

El equivalente a la ecuación de Schrödinger independiente del tiempo en TFD es la

ecuación de Euler-Lagrange (Ecuación 2.17), donde µ es el multiplicador de Lagrange

que no depende de la posición r.56

ν(r) +
δFHK

δρ(r)
= µ (2.21)

La estrategia de Kohn-Sham fue introducir los orbitales a la Ecuación 2.17. Puesto

que la densidad electrónica es la densidad electrónica exacta ρ(r) del sistema (Ecua-

ción 2.16), se pueden incluir los orbitales Ψi a las densidades ρs (s porque depende

del esṕın):

ρs =
N∑
i

|Ψi |2 (2.22)

Aśı, la Ecuación 2.17 se puede reescribir como

µ = νeff (r) +
δTs

δρ
(2.23)

donde νeff (r) es el potencial efectivo y δTs es la funcional de la enerǵıa cinética

representada por

Ts [ρ] =
N∑
i

≠
Ψi

∣∣∣∣−1

2
∇2

∣∣∣∣Ψi

∑
(2.24)

La Ecuación 2.23 contiene un potencial de correlación νxc(r) definido como:

νeff = ν(r) +

∫
ρ(r)

|r − r′|
dr′ + νxc(r) (2.25)
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νxc =
δExc
δρ(r)

(2.26)

Entonces, dado un potencial efectivo νeff (r), se puede obtener ρ(r) haciendo in-

dependiente la parte de r de la Ecuación 2.21 como

ρ(r) =

∫ N∑
i

|Ψi(x )|2 ds (2.27)

siendo x el vector de espacio y la integración se resuelve sobre la variable esṕın

s. Por lo tanto los orbitales moleculares satisfacen la Ecuación 2.23 parecida a la

ecuación de Hartree-Fock, que se resuelve iterativamente:Å
−1

2
∇2 + νeff (r)

ã
Ψi = εiΨi (2.28)

De este modo, la aportación de Kohn-Sham es una forma de resolver la ecuación

de Schrödinger usando la densidad electrónica. Sin embargo, dado que el potencial

depende de la enerǵıa de intercambio y correlación, no se conoce una forma anaĺıtica

de calcularla, de modo que se usan aproximaciones. Es gracias a este potencial que se

calculan estructuras electrónicas, optimizaciones de geometŕıas o cálculos de orbitales.

2.3.3. Aplicación de la TFD

La utilidad práctica de la teoŕıa de las funcionales de la densidad se encuentra

en los trabajos de Parr y colaboradores, quienes se concentraron en la interpretación

del multiplicador de Lagrange µ en la Ecuación 2.17.56 Ellos encontraron que µ es

también la derivada parcial de la enerǵıa E del sistema con respecto al número de

electrones N y a un potencial fijo ν(r) o la forma con respecto a la densidad, ya que
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la enerǵıa es funcional de ρ(r)

µ =

Å
∂E

∂N

ã
ν(r)

=

Å
∂E

∂ρ(r)

ã
ν(r)

(2.29)

Aśı, encontraron que esta cantidad µ por lo tanto seŕıa el potencial qúımico

electrónico que mide la tendencia de fugacidad de la nube electrónica.55 El cual está

relacionado con el potencial qúımico en TFD con el mismo concepto de la qúımica

clásica de las ecuaciones de Pauling (Ecuación 2.30) y de Mulliken (Ecuación 2.31).

µ ≈ −I + A

2
(2.30)

χM =
I + A

2
(2.31)

donde I es el potencial de ionización, A la afinidad electrónica de las especies y χM

la electronegatividad. Hallando aśı una relación entre el potencial qúımico electrónico

y el concepto de electronegatividad

µ ≈ −χM (2.32)

En la aproximación de diferencias finitas de la electronegatividad, se observan

también relaciones de I y A. Cuando se calculan derivadas por la izquierda y por la

derecha:

χ− = E(N = N0 − 1)− E(N = N0) = I (2.33)

χ+ = E(N = N0)− E(N = N0 + 1) = A (2.34)
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χ =
1

2
(χ+ + χ−) =

1

2
(I + A) (2.35)

donde I es la enerǵıa de ionización y A es la afinidad electrónica de un sistema

de N0 electrones. La Ecuación 2.35 puede ser reemplazada por la enerǵıa de orbitales

frontera descrita en el teorema de Koopman57 dentro del esquema de Hartree-Fock

(Ecuación 2.36). Los orbitales frontera son aquellos que están más altos ocupados

por electrones o más bajo desocupados dentro de la teoŕıa de orbitales moleculares.

Estos se conocen como HOMO (highest occupied molecular orbital, por sus siglas en

inglés) y LUMO (lowest unoccupied molecular orbital, por sus siglas en inglés).

χ =
1

2
(εHOMO + εLUMO) (2.36)

donde HOMO reemplaza a la enerǵıa de ionización y LUMO a la enerǵıa de afi-

nidad.

Posteriormente, gracias a la introducción del concepto de electronegatividad en la

TFD, fueron emergiendo unas series de funciones de respuesta derivado de las ecua-

ciones previamente descritas (Ecuación 2.24 y 2.12). Las cuales son muy importantes

porque le dan una visión práctica a la TFD para estudiar la reactividad qúımica de

los sistemas.



Caṕıtulo 3

Propiedades dinámicas del canal

KcsA

3.1. Planteamiento del problema

Las propiedades estructurales de las protéınas influyen en su estabilidad y su

funcionalidad. Sin embargo, los factores que intervienen en la estabilidad del canal de

potasio KcsA aún no se han comprendido con detalle, es por esto que decidimos hacer

un análisis de dinámica molecular clásica para conocer los elementos que estabilizan

al canal.

35
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3.2. Descripción del sistema molecular

El sistema de estudio se obtuvo del Protein Data Bank58 con etiqueta 1K4C, el

cual fue reportado por el grupo de MacKinnon.59 En esta estructura sólo está presente

un monómero de la protéına y está ligada a un anticuerpo Fab. Nosotros modifica-

mos la estructura al eliminar este anticuerpo y replicar por condiciones simétricas

el monómero para aśı obtener el tetrámero completo del canal KcsA. También se

eliminaron todas las moléculas de agua, los iones, el diacil glicerol y el nonan-1-ol que

estaban presentes en el PDB.

De tal modo que al tener el tetrámero solo: 1) agregamos una membrana de ĺıpidos

POPC (1-palmitoyl-oleoyl-sn-glycero-phosphocholine), 2) solvatamos con moléculas

de agua TIP3P (modelo de agua que consiste en tres átomos ŕıgidos con cargas y

parámetros Lennard-Jones), 3) ionizamos con una concentración de 0.2 M de KCl al

rededor y cuatro iones K+ dentro del canal, 4) protonación de las histidinas en su

nitrogéno ε y 5) modelación de GLU71 en su forma desprotonada.

La información completa sobre el sistema se muestra en la Tabla 3.1. Por lo que

obtuvimos el sistema que se observa en la Figura 3.1.

Tabla 3.1: Detalles del sistema molecular

Átomos Totales 45,297

Átomos de agua 26,079

Átomos de ĺıpidos 12,864

Concentración KCl 0.2 M

Tamaño de la celda 80 x 80 x 90 Å
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Figura 3.1: Sistema molecular. Se muestra el canal KcsA (rojo) encerrado por la mem-
brana de ĺıpidos POPC (azul), el solvente (representado como una superficie rugosa en
azul) y los iones potasio y cloro (púrpura y verde, respectivamente). Cuatro iones K+

dentro del canal que no se logran observar.

3.3. Parámetros de la dinámica molecular

Para realizar la dinámica molecular clásica usamos el programa NAMD60 y el

campo de fuerzas CHARMM2761 bajo los parámetros que se describen en la Tabla

3.2.

Realizamos dos minimizaciones: La primera a 0 K de 0.05 ns para evitar inter-

acciones espurias, donde se congelan todos los átomos excepto de los ĺıpidos para

asegurarnos que estos estuvieran correctamente empaquetados en la membrana en
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su mı́nima enerǵıa y no ocurrieran choques estéricos con la protéına a lo largo de la

dinámica; y la segunda a 300 K de 0.5 ns donde ya todos los átomos pod́ıan moverse.

Tabla 3.2: Detalles de la dinámica molecular

Ensamble NVT

Condiciones de frontera Periódicas

Cut-off 12 Å

Exclude scaled1-4 (1.0 Å)

Switching 10 Å

Control de temperatura Dinámica de Langevin (todo el sistema)

Control de presión Lagevin piston

Tamaño de la malla de Ewald 80x80x90 Å

Temperatura
Minimización 1 0 K
Minimización 2 300 K

Eq. y Prod. 310 K

Tiempo

Minimización 1 0.5 ns
Minimización 2 0.5 ns
Equilibración 0.5 ns
Producción 500 ns

Paso de integración 2 fs

Guardar datos Cada 1000 pasos (2ps)

Guardar enerǵıas Cada 1000 pasos

En la siguiente etapa de la equilibración el sistema lo calentamos hasta 310 K

durante 0.5 ns. Finalmente, la etapa de producción la realizamos durante 500 ns,

igualmente con 310 K. Se usó esta temperatura porque es equivalente a la fisiológica

del organismo.

3.4. Resultados y discusión

3.4.1. Análisis de Equilibración

Al analizar el perfil de la enerǵıa total de la minimización, que se muestra en la

Figura 3.2, observamos que en un principio tuvo un cambio drástico desde una enerǵıa
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de 5.54 x 107 hasta -1.2 x 105 kJ/mol, para después estabilizarse en una enerǵıa pro-

medio de -67,500 kJ/mol. Posteriormente, cuando se hizo el calentamiento de 300 K

a 310 K en la etapa de equilibración, la enerǵıa total aumentó de -67,500 kJ/mol a

-65,500 kJ/mol.

Figura 3.2: Enerǵıa total de las minimizaciones y del equilibrio del sistema de estudio
durante 1.5 ns de dinámica molecular.

En la etapa de producción de 500 ns, observamos que la enerǵıa total (Figura 3.3)

se mantiene en promedio al rededor de -65,900 kJ/mol durante toda la dinámica sin

cambios significativos. Lo que denotó que el sistema de estudio se encontraba en el

equilibrio y era estable energéticamente durante todo este tiempo.
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Figura 3.3: Enerǵıa total del sistema completo del canal KcsA dentro de una membrana
con solvente expĺıcito durante 500 ns de dinámica molecular. En ĺınea roja se representa
la tendencia de la media de los datos.

Para comprobar que la protéına estaba en un equilibrio conformacional, hicimos

un análisis de la desviación cuadrática media RMSD (Figura 3.4) sobre los carbono

alfa de la protéına comparado con la última estructura de la etapa de equilibración.

En este análisis observamos que, a pesar de que existen fluctuaciones durante los

500 ns de la dinámica, estas se mantienen entre 1.4 y 1.5 Å. Valores que representan

estabilidad en la protéına de acuerdo con Reva et al.62, que menciona que la alineación

será exitosa si el RMSD es menor a 3 Å, si es cero se habla de la misma estructura.
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Siendo aśı que en nuestros resultados el canal KcsA no teńıa cambios conformacionales

relevantes durante el tiempo de producción.

Figura 3.4: Desviación Cuadrática Media (RMSD) de los carbono alfa del canal KcsA.
La ĺınea roja representa la tendencia de la media de los datos.

3.4.2. Análisis Estructural

Realizamos un análisis de la desviación cuadrática media por residuo (RMSF) pa-

ra conocer el movimiento estructural del canal KcsA y las contribuciones que tienen

sus residuos. Este análisis lo hicimos en los 412 aminoácidos que conforman el canal,

de los cuales cada 103 residuos corresponde a un monómero de la protéına, indicados

como en la Figura 3.5.
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Figura 3.5: Secuencia de aminoácidos del canal KcsA. Se muestra el número que co-
rresponde cada residuo para el análisis del RMSF. Los colores representan en qué parte
de la estructura está el aminoácido.

En este análisis (Figura 3.6) observamos que los picos más altos en la gráfica

corresponden a las zonas más movibles del canal, los cuales son los residuos que se

encuentran en la parte extracelular e intracelular del canal. En cambio, los residuos

con menos movilidad son los que están en las zonas internas. En estos mı́nimos se

encuentran las zonas del filtro de selectividad (encerradas en rojo), lo que indica que

estos residuos contribuyen poco a la movilidad del canal y son estables estructural-

mente.
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Figura 3.6: Desviación Cuadrática Media por Residuo (RMSF) del canal KcsA. Ence-
rrado en rojo se indican los residuos que corresponden al filtro de selectividad de las
cuatro subunidades. Se dividen por ĺıneas rojas las cadenas A, B, C y D.

3.4.3. Análisis de puentes de hidrógeno

Con la finalidad de comprender los factores que dan estabilidad al filtro de se-

lectividad, realizamos análisis de puentes de hidrógeno bajo los parámetros que se

describen en el caṕıtulo de Fundamentos teóricos (3.5 Å de distancia y 30o de ángulo).

Encontramos cuatro puentes de hidrógeno con frecuencias de ocurrencia mayor

que 50 %. Estos se formaron principalmente entre las moléculas de agua dentro del

filtro con los residuos GLY79 de las cuatro cadenas (Tabla 3.3). Esta frecuencia indica
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qué tanto apareció ese puente de hidrógeno en la dinámica; y a mayor frecuencia es

más probable encontrarlo en el sistema. Estos puentes de hidrógeno se localizaron en

un residuo de la entrada del FS, en la parte extracelular, entre las molécula de agua

más cercana a este. Lo que podŕıa favorecer a la entrada de moléculas de agua al

canal.

Tabla 3.3: Frecuencia de ocurrencia de los puentes de hidrógeno en el filtro de selectividad durante
500 ns de dinámica molecular.

Donador Aceptor Frecuencia

Moléculas de agua - Residuo

Agua GLY79 - A 60.57 %

Agua GLY79 - B 59.01 %

Agua GLY79 - C 59.72 %

Agua GLY79 - D 59.85 %

Residuo - Residuo

GLY77 - A VAL76 - C 20.13 %

GLY77 - B VAL76 - D 17.98 %

GLY77 - C VAL76 - B 18.92 %

GLY77 - D VAL76 - A 19.21 %

Además, identificamos cuatro puentes de hidrógeno significativos, con respecto a

la frecuencia más alta, que se formaron entre los residuos del FS. En estos participan

los residuos GLY77 y VAL76 de las cuatro cadenas (Tabla 3.3). Estos enlaces se

encontraron en la parte media del FS, como se muestra en la Figura 3.7(a), formando

un anillo entre los donadores y aceptores que se localizan a esa misma distancia, en

diferentes momentos de la dinámica. Estos puentes de hidrógeno se muestran en la

Figura 3.7(b).
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(a) (b)

Figura 3.7: Puentes de hidrógeno entre los residuos GLY77 (color verde) y VAL76 (color
rosa) del filtro de selectividad del canal KcsA. a) Vista lateral del filtro de selectividad
del canal KcsA. b) Vista superior del filtro de selectividad donde se observa la formación
de puentes de hidrógeno en forma de un anillo. Las ĺıneas punteadas rojas representan
los puentes de hidrógenos formados entre los residuos de las cuatro cadenas.

3.4.4. Análisis de puentes salinos

Otro factor que da estabilidad a las estructuras proteicas son los puentes salinos.

Haciendo un análisis sobre ellos en la zona del filtro de selectividad, observamos que

no se presenta ninguno durante los 500 ns de dinámica. Lo que tiene sentido ya que

en el FS no hay residuos con cargas positivas o negativas que puedan producir un

enlace de este tipo. Pero al ampliar el análisis a residuos más allá del FS, logramos

advertir cuatro puentes salinos en la misma posición (Figura 3.8). Estos se forman

entre el residuo cargado negativamente ASP80 y el residuo cargado positivamente

ARG89, y se replica en las cuatro cadenas al ser simétrico el canal.

Sin embargo, en el análisis de la distancia del puente salino entre los residuos

observamos que durante 500 ns esta oscila entre los 4 y 8 Å(Figura 3.9) . Resulta-
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(a) (b)

Figura 3.8: Puentes salinos entre los residuos ASP80 (color negro) y ARG89 (color azul
rey) del filtro de selectividad del canal KcsA. a) Vista lateral del filtro de selectividad
del canal KcsA. b) Vista superior del filtro de selectividad donde se observa la forma-
ción de los puentes salinos. Las ĺıneas punteadas rojas representan los puentes salinos
formados entre los residuos de las cuatro cadenas.

do que contradice con la definición que se mencionó en los Fundamentos Teóricos,

puesto que para ser considerado formalmente como puente salino este tiene que tener

una distancia menor a 4 Å. Este resultado es contrario a lo publicado por Bucher et

al.13, quienes describen un puente salino entre ASP80 (en su estado desprotonado)

y ARG89 el cual influye en la transferencia de protones durante 0.5 ns de dinámica

QM/MM. Esta diferencia se puede deber a que en nuestro estudio el tiempo de DM

es mayor además que nuestro enfoque es clásico mientras que el de ellos es un enfoque

cuántico.

Por último, observamos que durante toda la dinámica los átomos de ox́ıgenos

de los grupo carbonilo del enlace pept́ıdico en los residuos del filtro de selectividad

estaban posicionados en dirección al interior del canal (Figura 3.10). Dejando a un

lado las cadenas laterales de los aminoácidos, los cuales estaban dentro de la protéına

y entre la membrana liṕıdica.
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Figura 3.9: Fluctuación de la distancia del puente salino entre ASP80 y ARG89 durante
500 ns de dinámica molecular.

(a) (b)

Figura 3.10: Representación de los ox́ıgenos de los grupos carbonilos de los residuos
del filtro de selectividad. a) Vista superior del filtro de selectividad donde se observan
los átomos de ox́ıgenos de los grupos carbonilos (átomos de color rojo) posicionados
dentro del hueco del canal. b) Vista vertical de los residuos del filtro de selectividad.
En esferas doradas se representan los iones K+.
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3.5. Conclusiones

Durante 500 ns de dinámica molecular, el canal de potasio KcsA se mantuvo es-

table sin cambios energéticos ni conformacionales, resultados que analizamos en la

enerǵıa total y el RMSD. Además, se observaron residuos de alta movilidad que co-

rrespenden a los aminoácidos que se encuentran en la parte externa de la membrana

plasmática. Aśı como residuos de poca movilidad que se encontraban en las partes

internas de las hélices alfa. Principalmente, algunos de esos residuos corresponden a

las secciones del filtro de selectividad, lo que indicó que estos residuos no contribuyen

a la movilidad interna del canal. Concluyendo aśı que el FS era estable estructural-

mente durante 500 ns de dinámica, lo que podŕıa contribuir a su selectividad.

Adicionalmente, la frecuencia de ocurrencia de puentes de hidrógeno en el filtro

de selectividad fue mayor del 50 %, que se presentó la mayor parte del tiempo entre

las moléculas de agua y el residuo GLY79. Además, otro puente de hidrógeno signifi-

cativo se observó entre los residuos GLY77 y VAL76 de las cuatro cadenas, formando

aśı un anillo en el FS en algunos momentos de la dinámica. Asimismo, se identificó

el puente salino entre ASP80 y ARG89 que describen Bucher et al.13, sin embargo al

tener distancias más grandes de 4 Åeste ya no se considera como puente salino.

El comportamiento que notamos de los ox́ıgenos de los grupos carbonilo dentro

del FS, corresponde con muchas investigaciones del KcsA.5,22,28,59 Donde pareciera

que estos ox́ıgenos influyen en la distribución de los iones dentro del canal.



Caṕıtulo 4

Dinámica de las especies

moleculares dentro del filtro

4.1. Planteamiento del problema

El filtro de selectividad (FS) corresponde al dominio funcional del canal. Se cree

que la permeabilidad de los iones potasio ocurre por una translocación de una sola

fila de iones y moléculas de agua juntas.22 Sin embargo, los estudios que se han

hecho al respecto aún no son concluyentes. No obstante, gracias a los avances en el

análisis de datos masivos es posible hacer un rastreo de todas las especies reactivas

que están dentro del filtro de selectividad. Es por esto que el objetivo de este caṕıtulo

es dilucidar la funcionalidad del FS del canal KcsA y las moléculas dentro de él.

49
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4.2. Detalles Computacionales

Para rastrear las especies moleculares que entraron al filtro de selectividad durante

la dinámica, adaptamos a nuestro canal el código que utilizaron Chakrabarti et al.63

para estudiar la permeabilidad de un canal de sodio. Este código es de tipo abierto

disponible en GitHub por Christopher Ing.64 Lo que hace el código es monitorear el

comportamiento de las especies en el sistema y asignar una etiqueta a cada una de

ellas dependiendo de su orden de aparición en un momento dado de la dinámica.

Para nuestro sistema y una fácil identificación de las especies que entraron al filtro

de selectividad, se creó un sistema de referencia en forma de cilindro que abarcaba

toda la zona del FS (Figura 4.1). Por lo que aśı, se rastrearon las especies que entra-

ron durante los 500 ns de dinámica asignándole un número cada vez que entrara a

este sistema de referencia, el cual tiene origen en el centro de masa del FS. a Además,

para localizar a las especies, se definió una escala donde de 0 a -10 Å representa la

dirección hacia la parte extracelular y de 0 a 10 Å representa la dirección hacia la

parte intracelular.

Aśı, con este modelo de referencia, cada vez que un ion entraba a la región del

FS, este se marcaba con un color espećıfico en la posición encontrada (que se observa

en las gráficas de este caṕıtulo). Si encontraba un segundo ion en el mismo momento

de la dinámica se marcaba con otro color, y aśı sucesivamente. El código se resume

en el diagrama de flujo de la Figura 4.2 y se encuentra completamente detallado en

el Apéndice A.

aSi se quiere replicar el código a otro canal se podrá buscar el centro de masa de su filtro y aśı ubicar
la posición de las especies.
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Figura 4.1: Canal de potasio KcsA. Se muestran dos cadenas del canal con los resi-
duos del filtro de selectividad en rojo. El cilindro en negro corresponde al sistema de
referencia usado para categorizar a las especies que entran al FS. Tiene una longitud
de 20 Å y su centro representa el 0 en las gráficas de este caṕıtulo. Del 0 al -10 Å
representa la dirección intracelular del filtro. Del 0 a 10 Å del cilindro representa la
dirección extracelular del filtro.

Para el uso de este código, decidimos seleccionar tres especies moleculares que eran

más probable de estar presentes dentro del filtro de selectividad: los iones potasio,

las moléculas de agua y los iones cloruro.
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Figura 4.2: Diagrama de flujo del código para rastrear las especies que entran al filtro
de selectividad del canal KcsA.
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4.3. Resultados y Discusión

4.3.1. Iones K+ dentro del filtro

Al hacer el análisis sobre los iones K+ identificamos que tres iones se encontraban

dentro del filtro por un tiempo de 290 ns. Los cuales observamos como tres regiones

espećıficas en las gráficas construidas con el código, mostradas en las Figuras 4.3(a),

4.3(b), 4.3(c). En donde cada punto de color representó un ion dentro de una am-

plitud aproximada de 12 Å (longitud del FS). En los primeros 40 ns, Figura 4.3(a),

advertimos un pequeño desfase de las regiones debido a que el canal aún se estaba

estabilizando en la etapa de producción.

Además, observamos que después de los 290 ns hasta los 500 ns del total de la DM,

ya no exist́ıan los tres régimenes de localización de los iones. Quedando aśı sólo dos

regiones en donde solo existen dos iones dentro FS, mostrado en las Figuras 4.3(c) y

4.3(d). Únicamente en algunos momentos cortos de la dinámica se distingue un tercer

ion, que se observa como algunos puntos rojos localizados en la parte extracelular del

SF. Conocer la causa de este comportamiento abrupto en la desaparición del régimen

de un ion queda como perspectiva debido a que no encontramos una razón evidente

que lo esclarezca. En el siguiente análisis lo único que observamos es que en su lugar

entran moléculas de agua para ocupar el espacio disponible.
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(a)

(b)

(c)

(d)

Figura 4.3: Comportamiento en la posición de los iones potasio (K+) dentro del filtro
de selectividad durante 500 ns de dinámica molecular. El tiempo total de la dinámica
fue dividido en cuatro bloques para facilidad del análisis. (a) Del tiempo 0 a los 125
ns. (b) Del tiempo 125 ns a los 250 ns. (c) Del tiempo 250 ns a los 375 ns. (d) De los
375 ns a los 500 ns. En color rojo se representa el primer ion que entra al sistema, en
color verde el segundo ion y en color azul el tercer ion.
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Para comprobar que este comportamiento de iones realmente estaban en la región

del FS y no fuera de él, se extrajeron las coordenadas de un momento de los 290 ns, las

cuales observamos en un visualizador. Nos percatamos que efectivamente estos iones

se encontraban dentro de la región del FS (Figura 4.4(a)), en el que los ox́ıgenos de

los residuos se colocaron internamente dentro el FS y manteńıan a los iones en esa

posición.

(a) (b)

Figura 4.4: a) Se observan los cinco residuos que conforman el FS y dentro de él los
tres iones encontrados durante 290 ns de dinámica. b) Se observan los cinco residuos
que conforman el FS y dentro de él los dos iones encontrados después de los 290 ns de
dinámica. Los iones están representados en forma de esferas doradas y los átomos de
ox́ıgenos de los grupos carbonilo de los residuos se representan en esferas rojas.

El primer ion más cercano a la región extracelular del FS se centró entre los

ox́ıgenos de los grupos carbonilos del residuo TYR78 y GLY79, a una distancia de

aproximadamente de 2.7 Å. El segundo ion se posicionó 5.6 Å abajo del primer ion

entre los ox́ıgenos de los grupos carbonilos de los residuos GLY77 y VAL76, a una

distancia de 2.9 Å. Por último, el tercer ion se separa del segundo 6.1 Å, muy cercano

a la región intracelular, que se posiciona entre los ox́ıgenos del residuo THR75 (el del

grupo carbonilo y de su grupo carboxilo), a una distancia de 2.8 Å. En la Tabla 4.1
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se resumen las distancias de estos iones a los átomos de ox́ıgenos de los residuos.

Adicionalmente, para comprobar que en el comportamiento de dos iones estos śı

se encontraban dentro del FS, hicimos un análisis similar al anterior. En la Figura

4.4(b) se observa que estos iones estaban más cercanos a la parte intracelular del

filtro. El primer ion se posicionó a la mitad del filtro entre los ox́ıgenos de los grupos

carbonilo de los reisduos GLY77 y VAL76, a una distancia de 2.7 a 3 Å. El segundo

ion se desplaza 6.7 Å debajo del primero y se posiciona entre los ox́ıgenos del residuo

THR75, a una distancia de 2.6 Å. Estas posiciones se resumen también en la Tabla

4.1.

Tabla 4.1: Distancia de los residuos del filtro de selectividad a los iones dentro de él.

Residuo-Ion Distancia (Å)

3 iones

TYR78 2.7

GLY77 2.8

VAL76 2.9

THR75 2.7

THR75 (OH) 3.0

2 iones

GLY77 2.8

VAL76 3.4

THR75 2.9

THR75 (OH) 2.8

Como se mencionó en los antecedentes, algunos estudios del canal KcsA10,12,18,20

además del estudio de MacKinnon5, muestran un ion dentro de su cavidad interna.

Para comprobar esto, aumentamos la longitud del cilindro de referencia para que el

código captara todos los iones en la parte extra e intracelular. Esto es, el cilindro

corresponde a la dimensión total del eje Z.
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En los 500 ns de dinámica, en el espacio que corresponde a la cavidad central

no advertimos ningún ion dentro de él. Como el comportamiento es constante, en la

Figura 4.5 solo mostramos un bloque de los resultados que corresponde al tiempo

250 ns a 370 ns, donde se logra ver el estado con tres y dos iones.a Este análisis nos

demuestra que la estructura que tenemos corresponde a la estructura del canal KcsA

cerrada, puesto que no hay un flujo de iones en el que el FS permite el paso hacia la

cavidad.

Figura 4.5: Comportamiento en la posición de los iones potasio (K+) en el sistema total
de estudio, durante los 250 a 370 ns de dinámica molecular.

Aı́ mismo, para cerciorarnos que no hay un recambio de iones dentro del filtro y que

por lo tanto estos son los mismos en toda la dinámica, decidimos usar una gráfica

tipo mapa de calor (heatmap, en inglés) para rastrear por los ı́ndices de los iones

aquellos que entraron en un momento de la dinámica. En la Figura 4.6 se muestra

este resultado en el que se indica que si el ion está dentro del sistema de referencia,

en ese momento de la dinámica, será marcado de color blanco; en cambio si no se

aYa no se observan los tres colores de las gráficas anteriores (rojo, verde y azul) ya que el código, al
rastrear más iones, este les asigna un color conforme entran al sistema de referencia, siendo aśı que se vea
una mezcla de colores.
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encuentra será marcado de color negro. Como mencionamos, el comportamiento es

simétrico en toda la dinámica, por lo que solo mostramos el bloque de tiempo que

corresponde de los 250 a los 370 ns, donde cambia el régimen de tres iones a dos.

Figura 4.6: Comportamiento en la posición de los iones potasio (K+) en el sistema total
de estudio, durante los 250 a 370 ns de dinámica molecular.

Observamos que en realidad no hay un recambio de iones o cambio eléctrico de-

bido al potencial de membrana; lo que quiere decir que son los mismos iones que se

mantienen dentro del filtro de selectividad durante toda la dinámica: los iones 0, 1 y

2 para el comportamiento de tres iones y los iones 1 y 2 para el comportamiento con

dos iones. Lo que se comprueba también con este análisis que en este estado cerrado

del canal no hay un flujo de iones K+ durante 500 ns de DM. Los otros iones que
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se advierten en menor cantidad en diferentes momentos de la dinámica, son aquellos

que se acercaron al FS y por lo tanto al sistema de referencia, siendo aśı captados

por el código y mostrados en la gráfica.

4.3.2. Moléculas de agua dentro del filtro

Los resultados del comportamiento de las moléculas de agua mostraron que estas

se distribuyeron en tres regiones distintas. Una región en la dirección extracelular del

sistema de referencia (antes de los 6 Å), una segunda región media entre dos iones

potasio en una distancia de 3 a 4 Å y una tercera región en la dirección intracelular

(después -6 Å). Mostrados en la Figuras 4.7(a), 4.7(b) y 4.7(c).

Este comportamiento se mantiene durante 290 ns, ventana de tiempo que corres-

ponde al modelo en donde tres iones se encontraban dentro del FS (Figura 4.3(a),

4.3(b) y 4.3(c)). El desfase que se ve entre los 30 ns, fue debido a que el canal aún se

estaba estabilizando en la etapa de producción. Los diferentes colores que se observan

en la gráfica significan que no era una única molécula de agua la que entró al FS,

sino que hay un recambio de moléculas.

Después de los 290 ns y hasta los 500 ns de DM, el mismo tiempo en el que sólo

dos iones se encontraban dentro del FS, se observaron más moléculas de agua dentro

del filtro en la parte extracelular del canal (Figura 4.7(c) y 4.7(d)), lo que ocasionó

que ya no se definieran sus zonas en las gráficas, sino que se ve como un conjunto de

puntos acumulados en las regiones de la zona extracelular del filtro.
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(a)

(b)

(c)

(d)

Figura 4.7: Identificación de las moléculas de agua dentro del filtro de selectividad
durante 500 ns de dinámica molecular. El tiempo total de la dinámica fue dividido en
cuatro bloques para facilidad del análisis. (a) Del tiempo 0 a los 125 ns. (b) Del tiempo
125 ns a los 250 ns. (c) Del tiempo 250 ns a los 375 ns. (d) De los 375 ns a los 500 ns
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Para analizar más en detalle estos comportamientos hicimos un análisis similar el

de los iones, que se observa en la Figura 4.8. En los primeros 290 ns, en el que sólo

hab́ıa una única molécula de agua dentro del FS, observamos que esta se posicionó

entre los ox́ıgenos de los grupos carbonilo de los residuos GLY77 y VAL76 de las

cuatro cadenas (Figura 4.8(a)). Mientras que los iones potasio se posicionaron en los

demás residuos, como se vio en los resultados anteriores.

(a) (b)

Figura 4.8: Moléculas de agua en el filtro de selectividad. Se observan los residuos que
conforman al filtro, tres iones dentro de él (verde) y una molécula de agua dentro
(esferas en color azul). Adicionalmente al rededor del FS hay más moléculas de agua.

Adicionalmente, después de 290 ns cuando se pierde el orden definido en las gráfi-

cas, vemos en la Figura 4.8(b) que ya no se encontraba la molécula de agua que se

localizaba en el régimen de tres iones. En cambio, hay más moléculas de agua en la

parte extracelular posicionadas de forma para entrar al FS.

4.3.3. Iones cloruro dentro filtro

En un estudio similar a los anteriores hicimos un análisis de los iones cloruro. Esto

para comprobar que el canal KcsA solo permite el paso de los cationes dentro del
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filtro en una solución KCl. En él observamos que no hab́ıa iones Cl- dentro del FS

durante los 500 ns de DM. Comprobando aśı con este análisis que el canal KcsA no

permite la entrada de los aniones cloruro.

4.4. Conclusiones

Contrario a lo que muestran muchas investigaciones del canal KcsA donde señalan

que en la región del filtro de selectividad contiene solo dos iones,18,19,38 nosotros distin-

guimos tres iones en la región del filtro de selectividad durante 290 ns. Comprobando

aśı que el FS tiene suficiente espacio y capacidad energética para mantener tres iones

dentro de él durante un tiempo considerable. Después de 290 ns el filtro pierde un

ion por el resto de los 500 ns.

Muchos estudios del canal KcsA han observado que en el filtro del canal se pre-

senta una disposición de iones potasios y aguas como ion-agua-ion-agua-ion.6,12 Sin

embargo, en este trabajo de tesis observamos que esto no es aśı. Puesto que en el

análisis de moléculas de agua observamos que se distribuyen durante 290 ns en la

parte extra e intracelular del FS y en medio de dos iones. Lo que corresponde a una

disposición de ion-agua-ion-ion. Posteriormente de los 290 ns, la disposición cambia

de agua-ion-ion a consecuencia de que las moléculas de agua de la parte extracelular

estaban saturando esa parte del canal, en lo que podŕıa haber sido un tapón que

imped́ıa que el tercer ion entrara.

El canal de potasio KcsA es selectivo solo a los iones K+, ya que no permitió el

paso de los iones Cl- durante 500 ns.



Caṕıtulo 5

Propiedades electrónicas del filtro

de selectividad

5.1. Planteamiento del problema

En este caṕıtulo estudiamos las propiedades electrónicas de un modelo del filtro

de selectividad con iones, esto por la dificultad de calcular el sistema completo. Con

este modelo analizamos las interacciones de los residuos del filtro con las especies

dentro de él.
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5.2. Detalles computacionales

Para los cálculos de estructura electrónica extrajimos coordenadas de dos diferen-

tes estados de la dinámica de acuerdo con el análisis de la funcionalidad del filtro.

Una donde identificamos la presencia de tres iones y otra donde se encuentran solo

dos iones. De estas coordenadas, por ser un sistema muy grande y al no tener la

capacidad de cómputo, decidimos recortar la protéına para tener solo el filtro con los

cinco residuos principales de las cuatro cadenas. Posteriormente, en otra estructura

sumamos un residuo más (un residuo antes y uno después de la secuencia que forma

el FS) para cada cadena y aśı obtener 28 residuos en el filtro. Al último modelo se le

sumaron cuatro residuos por cadena (dos residuos antes y dos después de la secuencia

que forma el FS), obteniendo un modelo de 36 residuos. Esta estrategia se aplicó a los

sistemas de tres y dos iones.a Los modelos se muestran en la Tabla 5.1, cabe destacar

que todos ellos se pasivaron con hidrógenos en cada extremo.

Para estos análisis utilizamos el programa Orca.65 Hicimos cálculos single point

a un nivel de B3LYP/6311** con una carga de +2 para todos los modelos con dos

iones expĺıcitos y de +3 para todos los modelos de tres iones. Esta carga de se debe

principalmente a los iones expĺıcitos dentro del sistema.

Las imágenes de los orbitales moleculares las realizamos en el programa de visua-

lización molecular gOpenMol.66

aPor falta de poder de cómputo, el modelo con 36 residuos donde el filtro teńıa dos iones dentro no pudo
realizarse.
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Tabla 5.1: Modelos utilizados para el análisis. Se muestran solo dos cadenas del modelo.

Residuos totales Modelo

3 iones

20

28

36

2 iones

20

28
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5.3. Resultados y Discusión

5.3.1. Comportamiento con tres iones dentro del filtro de selectividad

Las propiedades electrónicas de un sistema se pueden obtener a partir de los

cálculos de estructura electrónica. En esta sección analizamos los orbitales molecula-

res frontera del filtro de selectividad. Aśı mismo, para comprender qué pasa cuando

hay dos y tres iones dentro FS, decidimos hacer un análisis de la enerǵıa de estos

comportamientos.

Como se muestra en la Figura 5.1 el filtro completo con sus 20 residuos principales,

tuvo una gran diferencia de enerǵıa entre sus orbitales HOMO y LUMO. En cambio,

cuando agregamos más residuos (un residuo antes y uno después de la secuencia), estas

enerǵıas disminuyeron considerablemente, con un cambio de hasta 4 eV. Además,

observamos que al seguir aumentandos residuos en el FS, pasar de 28 residuos a

36 residuos, la variación en la enerǵıa es mı́nima. Lo que nos hace suponer que si se

agregan más residuos esta tendencia se mantiene, sin embargo por la falta de recursos

de cómputo queda como perspectiva del trabajo. Esto significa que a medida que la

brecha energética entre el HOMO y LUMO se hace más pequeña, el modelo de estudio

se comporta como un semiconductor de acuerdo con la clasificación de materiales de

Paschotta;67 quien declara que un material es semiconductor si la brecha energética

es menor a 1 eV, en cambio un material es dieléctrico o aislante cuando su ancho

de banda energética es arriba de los 4 eV. Siendo aśı que el modelo del filtro (de

20 residuos) pareciera ser un aislante, pero a medida que crece en residuos tiende

a actuar como un semiconductor, que es el comportamiento que se esperaŕıa de un

canal: permitir el flujo de iones.
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Figura 5.1: Enerǵıa de los orbitales moleculares frontera en el modelo de tres iones
dentro del filtro de selectividad. Se muestra la enerǵıa (eV) de los orbitales HOMO
y LUMO y la diferencia entre ellos señaladas por unas flechas. También se muestra
la estructura tridimensional de las isosuperficies de los orbitales con valores de 0.02 y
-0.02 U.A. Para los orbitales HOMO el color azul representa la parte de los valores
positivos y el color rojo los valores negativos. Para los orbitales LUMO el color morado
representa la parte los valores positivos y el color amarillo los valores negativos.

En este mismo análisis, nos percatamos que los orbitales HOMO y LUMO se lo-

calizaron en los átomos de la cadena polipept́ıdica que forma el filtro de selectividad,

siendo aśı que los iones no contribuyen a estos estados.

Además, notamos que la distribución de los orbitales cambia cuando de los cinco

residuos principales se aumentan dos o cuatro residuos más. Es decir, los orbitales

HOMO en el modelo de 25 residuos se localizaban principalmente (de acuerdo a un

valor de isosuperficie 0.02) en los residuos que corresponde al anillo aromático del
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aminoácido tirosina. Cuando aumentamos en dos y cuatro residuos más por cadena,

estos orbitales se localizaron en la parte intracelular del filtro. Dicho de otra forma,

en el modelo de 28 residuos el orbital HOMO se ubicó sobre los residuos ASP80 y

GLY79; en el modelo de 36 residuos se posicionó en el residuo LEU81 de una ca-

dena. Estos sitios representan los lugares propensos a recibir ataques electrof́ılicos

que favorecen la interacción con los iones de carga positiva. En cambio, los orbitales

LUMO del modelo de 20 residuos se localizaron principalmente en la parte media

del canal: en los GLY77. Cuando aumentamos en dos residuos más por cadena, estos

orbitales cambiaron a una posición extracelular en la boca del filtro, entre la THR75

y THR74. Cuando se aumenta cuatros residuos por cadena, ahora se ubica en una

sola cadena desde la THR75 hasta ALA73. Todos estos son los sitios susceptibles de

ataques nucleof́ılicos.

Para comprobar que los iones no contribúıan en los orbitales frontera, hicimos un

análisis donde comparamos las posiciones de los últimos 6 orbitales más altos ocu-

pados y los 6 orbitales más bajos desocupados. En la Figura 5.2 mostramos los seis

orbitales más altos ocupados, en donde hay una alta simetŕıa del canal y de los or-

bitales. En todos estos orbitales su posición fue la misma: en el anillo aromático del

aminoácido TYR78. Haciendo el análisis de sus enerǵıas (Figura 5.3), nos percatamos

que la diferencia energética entre ellos es menos de dos décimas de eV. Siendo aśı

que esta diferencia de estos orbitales con el LUMO, es prácticamente constante. Esto

implica aśı que esta zona del filtro de selectividad sea rica en electrones y pueda ser

razón de la alta afinidad del canal con los iones K+.
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(a) (b)

Figura 5.2: Isosuperficies de los últimos seis orbitales frontera más altos ocupados en
el modelo con tres iones dentro del filtro. Se muestran en colores las isosuperficies
(con valor 0.02 y -0.02 U.A.) de los orbitales HOMO, HOMO-1, HOMO-2, HOMO-3
y HOMO-4. a) Vista lateral del filtro con tres iones dentro. b) Vista superior del filtro
con tres iones dentro. En esferas grises se representan los iones. La parte de arriba de
las imágenes simboliza la sección extracelular y la de abajo la sección intracelular del
canal.

Figura 5.3: Enerǵıa de los orbitales moleculares más altos ocupados en el modelo de
tres iones dentro del filtro de selectividad. Se muestra la diferencia de enerǵıa (eV)
entre los últimos seis orbitales con respecto al orbital LUMO. En rombos azules está
señalado el orbital LUMO para una fácil visualización de la comparación entre los otros.

Para los orbitales más bajos desocupados, mostrados en la Figura 5.4, observamos
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que estos no se distribuyeron de manera simétrica. El LUMO se encontró a la mitad

del filtro de selectividad en una parte externa al poro, en el residuo GLY77 de una sola

cadena. Esta misma posición se mantuvo en los orbitales desocupados siguientes hasta

el LUMO-4. Sin embargo el LUMO-5 se desplazó al residuo GLY79 de una cadena,

en la parte extracelular del filtro. En el análisis de la enerǵıa de los orbitales (Figura

5.5) observamos que la diferencia entre ellos es solo de decimales, manteniéndose al

rededor de -6 eV, y la brecha entre ellos con el HOMO es igualmente constante. Por

lo que este modelo de la zona del filtro puede ser considerada como un atractor de

electrones, lo que podŕıa tener implicaciones en sus propiedades electrof́ılicas.

(a) (b)

Figura 5.4: Isosuperficies de los últimos seis orbitales más bajos desocupados en el
modelo con tres iones dentro del filtro. Se muestran en colores las isosuperficies (con
valor 0.02 y -0.02 U.A.) de los orbitales LUMO, LUMO-1, LUMO-2, LUMO-3, LUMO-
4 y LUMO-5. a) Vista lateral del filtro con tres iones dentro. b) Vista superior del filtro
con tres iones dentro. En esferas grises se representan los iones. La parte de arriba de
las imágenes simboliza la sección extracelular y la de abajo la sección intracelular del
canal.
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Figura 5.5: Enerǵıa de los orbitales moleculares más bajos desocupados en el modelo
de tres iones dentro del filtro de selectividad. Se muestra la diferencia de enerǵıa (eV)
entre los últimos seis orbitales con respecto al orbital HOMO original. En rombos
azules está señalado el orbital HOMO para una fácil visualización de la comparación
entre ellos.

5.3.2. Comportamiento con dos iones dentro del filtro de selectividad

Cuando en el análisis de la funcionalidad del filtro observamos el comportamiento

del tercer ion desapareciendo del FS, después de los 290 ns, nos hicimos la pregunta

de si las propiedades electrónicas cambiaŕıan con respecto al modelo con tres iones,

y si estas favorecen a que se pierda ese tercer ion. Los resultados que a continuación

mostramos revelan estas diferencias.

En un análisis sobre el cambio en la enerǵıa de los orbitales frontera (Figura 5.6)

notamos que, al igual que en el modelo de tres iones cuando están los 25 residuos

principales del filtro de selectividad, hubo un gran salto de enerǵıa entre el orbital

HOMO y LUMO de aproximadamente 4.40 eV. Lo que conlleva a que el sistema

se comporte como un aislante. En cambio, cuando se incrementan dos residuos más

por cadena al FS, este también baja drásticamente la brecha de la enerǵıa, siendo
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ahora su comportamiento como el de un semiconductor al tener 0.25 eV de diferencia.

Lo que podŕıa estar relacionado con la naturaleza conductora o aislante del filtro de

selectividad. Creemos que al tener esta tendencia, si se aumenta este modelo en cuatro

residuos más por cadena, se mantendrá este fenómeno que es parecido a un tipo de

semiconducción como en el modelo de tres iones.

Figura 5.6: Enerǵıa de los orbitales moleculares frontera en el modelo de dos iones
dentro del filtro de selectividad. Se muestra la enerǵıa (eV) de los orbitales HOMO
y LUMO y la diferencia entre ellos señaladas por flechas. También se muestra la es-
tructura tridimensional con los orbitales señalados por esferas de colores con valores
de isosuperficie de 0.02 y -0.02 U.A. Para los orbitales HOMO el color azul representa
la parte los valores positivos y el color rojo los valores negativos. Para los orbitales
LUMO el color morado representa la parte los valores positivos y el color amarillo los
valores negativos.

Aśı mismo, cuando analizamos la posición de los orbitales frontera nos percatamos

que los iones tampoco contribuyeron a estos estados, sólo las cadenas polipept́ıdicas.
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En el caso del modelo de 25 residuos, los orbitales HOMO se encontraron en GLY79,

en la parte extracelular del filtro. En cambio, el orbital LUMO se localizó en THR75

en la parte interna del filtro a nivel intracelular. Cuando se aumentaron dos residuos

por cadena el orbital LUMO cambia al residuo GLY79. El mismo residuo en el que

se localizó su contraparte, el orbital HOMO, pero en otra cadena. Estableciendo aśı

un comportamiento de simetŕıa. Si esta condición es constante, creemos que también

se verá en el modelo de 9 residuos. Este resultado nos indica que, al tener el filtro un

espacio capaz de ser ocupado por otro ion, los sitios con propiedades electrof́ılicas y

nucleof́ılicas se posicionan en el espacio extracelular para atraer núcleos y electrones.

En el estudio sobre la posición de los últimos seis orbitales más bajos desocupados

(Figura 5.7), observamos que de igual manera los iones no contribuyen a estos estados.

La simetŕıa se conserva en los primeros cuatro orbitales (HOMO, HOMO-1, HOMO-2

y HOMO-3). Mientras que en el modelo de tres iones los orbitales más altos ocupados

están posicionados en el anillo aromático de la TYR78, aqúı se posicionan en los

residuos de GLY79, que corresponde a la entrada de la boca del filtro de selectividad

en la parte extracelular. Esto tal vez se deba a que, al tener un espacio libre para

un ion K+, la mejor manera para atraer más a los cationes es en esta zona rica en

electrones, dándole una naturaleza nucleof́ılica. Cuando cambia la configuración a

tres iones dentro, esta propiedad se intercambia al residuo TYR78 para mantener su

condición de tipo aislante.
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(a) (b)

Figura 5.7: Isosuperficies de los últimos seis orbitales frontera más altos ocupados en
el modelo con dos iones dentro del filtro. Se muestran en colores las isosuperficies
(valores de 0.02 y -0.02 U.A.) de los orbitales HOMO, HOMO-1, HOMO-2, HOMO-3
y HOMO-4. a) Vista lateral del filtro con tres iones dentro en forma de esferas grises.
b) Vista superior del filtro con tres iones dentro.

Figura 5.8: Enerǵıa de los orbitales moleculares más altos ocupados en el modelo de dos
iones dentro del filtro de selectividad. Se muestra la diferencia de enerǵıa (eV) entre los
últimos cinco orbitales con respecto al orbital LUMO. En rombos azules está señalado
el orbital LUMO para una fácil visualización de la comparación entre los demás.
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En el análisis de las enerǵıas de los orbitales más altos ocupados (Figura 5.8), nos

percatemos que hay ligeras diferencias de enerǵıa entre ellos, pero manteniéndose en

los -9 eV. Se observa una disminución de enerǵıa a medida que va cambiando hacia el

orbital más interno. En comparación del modelo con tres iones, donde estos cambios

en la enerǵıa son muy pequeñas y casi constantes.

En el caso de los seis orbitales más bajos desocupados (Figura 5.9) notamos que

estos se encontraron en la parte más interna del filtro, hacia la zona intracelular en

los residuos de la THR75. Manteniendo la simetŕıa en los primeros cuatro orbitales

(LUMO, LUMO-1, LUMO-2 y LUMO-3). Esto denota que esta zona es electrof́ılica,

es decir, una zona más positiva. Lo que podŕıa significar una tendencia del filtro para

deshacerse de los cationes dentro de él hacia la zona intracelular.

(a) (b)

Figura 5.9: Isosuperficies de los últimos cinco orbitales más bajos desocupados en el
modelo con dos iones dentro del filtro. Se muestran en colores las isosuperficies (valores
0.02 y -0.02 U.A.) de los orbitales LUMO, LUMO-1, LUMO-2, LUMO-3, LUMO-4 y
LUMO-5. a) Vista lateral del filtro con tres iones dentro, representados en forma de
esferas grises. b) Vista superior del filtro con tres iones dentro.

En cuanto a la diferencia de enerǵıas de estos orbitales (Figura 5.10), observamos
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Figura 5.10: Enerǵıa de los orbitales moleculares más bajos desocupados en el modelo
de dos iones dentro del filtro de selectividad. Se muestra la diferencia de enerǵıa (eV)
entre los últimos seis orbitales con respecto al orbital HOMO. En rombos azules está
señalado el orbital HOMO para una fácil visualización de la comparación entre los
demás orbitales.

que igualmente la enerǵıa se mantiene entre los valores de -4 eV. Además notamos

que hay una tendencia a incrementar la enerǵıa a medida que se va subiendo en los

orbitales virtuales desocupados, en comparación con el modelo de tres iones donde

este parece mantenerse constante. Siendo aśı un sitio de fácil ataque nucleof́ılico.
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5.4. Conclusiones

Sabiendo que por los resultados de DM y la funcionalidad del filtro existen dos

comportamientos importantes en el FS: una donde durante 290 ns hay tres iones y

otra desde los 290 ns hasta los 500 ns hay dos iones; encontramos que estos dos casos

tienen diferentes caracteŕısticas al estudiarlos por sus propiedades electrónicas.

La diferencia en la enerǵıa de los orbitales frontera en estos dos modelos, cambia

desde 4 y 5 eV a un valor aproximado a cero cuando se aumentan residuos a los

principales del FS, que impacta indirectamente en la reactividad qúımica del siste-

ma. En el modelo con tres iones dentro, los orbitales frontera cambian su localización

cuando se aumentan los residuos. En el caso de los orbitales HOMO se intercambian

de una parte extracelular a una parte intracelular. Al contrario del modelo con dos

iones, donde estos se mantienen en la parte extracelular. Siendo aśı que cuando hay

un espacio disponible para un ion en el FS, la zona nucleof́ılica se encuentra en los

residuos de la GLY79 en la parte extracelular para aśı captar a los cationes y puedan

entrar al filtro (Figura 5.8).

Los orbitales frontera se encuentran en los residuos de la protéına y los iones no

contribuyen a estos estados. Además, los últimos cuatro orbitales más altos ocupa-

dos y más bajos desocupados se posicionan en una forma simétrica del filtro al estar

en el mismo residuo pero de diferente cadena. Estos últimos orbitales, para los dos

modelos, mantienen el mismo nivel de enerǵıa, con solo diferencias de décimas de eV.

Aunque se nota más el cambio en los valores de enerǵıa de los orbitales en el modelo

de dos iones, con ligeras tendencias a la alza.
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En conclusión, cuando en el modelo hay tres iones dentro del filtro es más estable

al tener valores más negativos de enerǵıa. Pero cuando se pierde un ion, el filtro

busca la manera de recuperarlo y compensar esa enerǵıa. Por lo que la zona rica en

electrones se mueve a los residuos de la parte extracelular (GLY79 y TYR78) que

están con mayor contacto a los cationes.



Conclusiones generales

Las conclusiones de esta tesis se pueden ubicar en tres campos: el primero corres-

ponde a la estabilidad estructural del canal KcsA, el segundo a la funcionalidad de

su filtro de selectividad y por último, a las propiedades electrónicas en el filtro.

El canal de potasio KcsA es estable estructuralmente durante 500 ns de dinámica

molecular, con un RMSD de 1.4 Å. Además es estable energéticamente manteniéndo-

se todo el tiempo de dinámica con una enerǵıa total promedio de -65,900 kJ/mol.

El canal tiene alta movilidad en los aminoácidos que se encuentran en la parte extra

e intracelular. Sin embargo, al ser una protéına transmembrana la mayor parte del

canal es de baja movilidad, principalmente en aquellos aminoácidos que correspon-

den al filtro de selectividad. Adicionalmente, en el FS en diferentes momentos de la

dinámica se forma un anillo entre los puentes de hidrógeno que conforman los resi-

duos GLY77 y VAL76 de las cuatro cadenas y los ox́ıgenos de los grupos carbonilo

de los residuos del FS se posicionan dentro del hueco de conducción de los iones.

El FS tiene el espacio y la capacidad energética para alojar a tres iones durante

290 ns de dinámica, con una conformación ion-agua-ion-ion. Posterior a este tiem-

po hasta los 500 ns, solo dos iones se mantienen dentro del canal y en los residuos
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cercanos a la parte extracelular (GLY79 y TYR78) entran moléculas de agua para

compensar el espacio sobrante. Además, en una solución de KCl, el canal es selectivo

solo a los iones K+, ya que no permite el paso a los iones Cl-.

Estos dos comportamientos en los iones dentro del filtro presentan, en sus modelos

representativos, propiedades electrónicas diferentes. Cuando hay tres iones, el gap de

enerǵıa de los orbitales HOMO y LUMO es de 5.03 eV, mientras que cuando hay dos

iones es de 4.40 eV. En ellos, cuando se aumentan residuos a sus cadenas, baja su

brecha energética hasta aproximadamente los 0 eV. Lo que impacta indirectamente en

la reactividad qúımica del sistema. Estos orbitales frontera se posicionan en la parte

proteica y los iones no contribuyen a estos estados. En el momento en que el FS pierde

el tercer ion, los residuos de la parte extracelular (GLY79 y TYR78) se comportan

como electrof́ılicos para atraer a los cationes y aśı ocupar el sitio disponible; puesto

que el filtro es más estable energéticamente cuando tiene tres iones dentro de él.



Perspectivas

La primer perspectiva que surge de este estudio es reproducir la misma metodo-

loǵıa en una estructura abierta del canal KcsA, para comparar en sus propiedades a

estos dos estados. Aśı mismo, extender el tiempo de dinámica para identificar si las

caracteŕısticas aqúı descritas se mantienen durante el tiempo.

Segundo, al observar que el canal es selectivo al paso de los iones K+ en una solu-

ción de KCl, surge la pregunta de cómo se puede comportar en una solución de iones

K+ y Na+. Por lo que queda como perspectiva el análisis funcional del canal con una

solución con otro tipo de iones.

Tercero, si el poder de cómputo lo permite, analizar las propiedades electrónicas

del canal completo o al menos agrandar más los modelos con los que se representa el

filtro de selectividad. Aśı como estudiar estas propiedades junto con los iones y las

moléculas de agua que están dentro y al rededor del filtro.
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Apéndice A

Código para el rastreo de especies

en el filtro de selectividad

A continuación mostramos el código utilizado para rastrear las especies molecu-
lares dentro del filtro de selectividad, el cual fue desarrollado por el grupo de inves-
tigación de Chakrabarti63 para estudiar la catálisis de la permeabilidad del Na+ en
el canal de sodio bacteriano NavAb. La versión aqúı utilizada fue adaptada al canal
de potasio KcsA por el Mtro. José Maŕıa Zamora en colaboración con la autora de
la tesis.
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########################################################## 

## Rastreo de las especies en KcsA                      ##      

##                                                      ## 

########################################################## 

 

#Librerías 

from __future__ import print_function 

import time 

import numpy as np 

import pandas as pd 

import matplotlib.pyplot as plt 

plt.switch_backend('agg') 

import matplotlib as mpl 

mpl.rcParams.update({'font.size': 22}) 

import mdtraj as md 

import sys 

 

#Función para graficar  

def  plot_ts_by_order_points (coord_df, skip=5): 

    f1, ax = plt.subplots(1) 

 

    gdf = coord_df.sort_values(["Time","Z"], ascending=(True,False)) 

    sizes = gdf.groupby(["Time"]).size().values 

    gdf["Order"] = np.arange(sizes.sum()) - np.repeat(sizes.cumsum() - sizes

, sizes) # <-- Wizardry 

    ordcolors=["red","green","blue","purple","orange","pink","aqua","maroon"

] 

    for ordatom, data in gdf.groupby("Order"): 

        points = data[["Time","Z"]].values 

        ax.scatter(points[:,0][::skip], points[:,1][::skip], color=ordcolors

[ordatom], s=0.1) 

 

    #ax.set_xlim([120,255]) 

    ax.set_title('Iones') 

    ax.set_ylim([10,-10]) 

    ax.grid(True) 

    ax.set_xlabel("Tiempo") 

    ax.set_ylabel("Posición de iones") 

 

    f1.gca().invert_yaxis() 

    f1.set_size_inches(18.5, 5.5) 

    plt.show() 

    plt.savefig('ions.png') 

 



## Leer la dinámica molecular 

 

fdcd = sys.argv[1] 

fpdb = sys.argv[2] 

kcsa_traj = md.load(fdcd, top=fpdb) 

 

##Extraer los iones 

 

# Obtener el índice de los cinco residuos del filtro de selectividad 

ref_residues = ['residue 79','residue 78', 'residue 77', 'residue 76', 'resi

due 75'] 

# Obtener todos los carbono alpha de los residuos 

ref_indices = kcsa_traj.topology.select("name CA and ("+" or ".join(ref_resi

dues)+")") 

# Extraer la posición de todos los índices y sacar su media 

ref_xyz = kcsa_traj.xyz[:,ref_indices,:].mean(axis=1) 

print(ref_xyz.shape) 

 

# Obtener el centro de masa  

print('The center of mass is ',ref_xyz[0,:])  

 

# Obtener una serie temporal de todos los iones 

ion_indices = kcsa_traj.topology.select("name POT") 

 

# Restarles el punto de referencia (cambio en los ejes) 

ion_xyz = kcsa_traj.xyz[:,ion_indices,:].swapaxes(0,1) - ref_xyz 

 

# Verificación booleana para determinar qué iones están dentro del cilindro 

de radio 0.165 

ion_xyz2 = ion_xyz**2 

inside_cylinder = (ion_xyz2[:,:,0]+ion_xyz2[:,:,1]) < 0.165**2 #Radio en ams

trong 

print(inside_cylinder.shape) 

print("Total de iones en el cilindro en el frame 0: ", inside_cylinder[:,0].

sum()) 

 

# Extraer el ID para cada ion 

ion_index, time_index = np.where(inside_cylinder) 

ion_index_in_whole_system = ion_indices[ion_index] 

resids = [kcsa_traj.topology.atom(i).residue.resSeq for i in ion_index_in_wh

ole_system] 

 

## Construir un dataframe con estos datos 



ion_positions_df = pd.DataFrame(ion_xyz[inside_cylinder]*10, columns=["X","Y

","Z"]) 

ion_positions_df["ResidID"] = resids 

ion_positions_df["Frame"] = time_index+1 

ion_positions_df["Time"] =(time_index)*0.002 

time_sorted_ions = ion_positions_df.sort_values('Time').reset_index(drop=Tru

e) 

print(time_sorted_ions.count()) 

time_sorted_ions = time_sorted_ions[(time_sorted_ions["Z"] > -

10) & (time_sorted_ions["Z"] < 10)] 

print(time_sorted_ions.count()) 

 

# Crear los órdenes de entrada de los iones 

gdf = time_sorted_ions.sort_values(["Time","Z"], ascending=(True,False)) 

sizes = gdf.groupby("Time").size().values 

gdf["TotalCount"] = np.arange(len(gdf)) 

gdf["RepeatCumSum"] = np.repeat(sizes.cumsum() - sizes, sizes) 

gdf["Order"] = np.arange(len(gdf)) - np.repeat(sizes.cumsum() - sizes, sizes

) 

print(gdf) 

 

## Graficar el dataframe 

plot_ts_by_order_points(gdf) 
 


