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RESUMEN

Todos los canales de potasio (K*) son miembros relacionados de una sola familia de proteinas y
son muy faciles de reconocer porque contienen una secuencia de aminoécidos altamente
conservada llamada secuencia firma del canal de K*, de estructura primaria: T/SXGXGD. Esta
secuencia firma determina la selectividad del canal al i6n K* y forma parte de una estructura
denominada filtro de selectividad el cual es el encargado de filtrar del canal a otros iones que no
sean K*. Sin embargo, la conductancia entre los distintos canales de K* varia ampliamente (entre 3-

300 pS en condiciones iénicas similares).

El sexto y ultimo segmento transmembranal, S6, origina la compuerta de acceso i6nico del canal
Shaker; un canal de K* de baja conductancia presente en eucariontes. En esta regién existe una
secuencia conservada PVP (Pross-Vals4-Progss), presente también en otros canales de K'. El
remplazo de Prolina (P) por Glutamina (Q) en la posicién 475 de la secuencia hace que el canal
mutado (Shaker-P475Q) muestre una conductancia ~7 veces mayor a la del canal silvestre
(Shaker-WT).

Se realizaron estudios de Dinamica Molecular (DM) en el canal Shaker, WT y P475Q, para intentar
comprender la correlacién entre la estructura de los aminoacidos ubicados en S6 con la variacion

en la conductancia unitaria del canal.

MARCO TEORICO

Debido a que la membrana celular esta constituida de fosfolipidos, esta tiene una permeabilidad
muy baja a iones. Por esto, el transporte de iones K*, hacia y desde el interior de la célula debe ser
realizada a través de proteinas especializadas que estan insertadas en la membrana, denominadas

canales iénicos.
= Clasificacion General de los Canales de K*

Segun el mecanismo de activacion se puede subdividir a los canales de K* en dos grandes grupos,
dependiendo si son activados por cambio de voltaje (Kv) o por agonistas. Los canales Kv son
canales que se abren o cierran en respuesta a un cambio en el potencial de membrana. En este
tipo de canales la despolarizacién de la membrana causa un cambio conformacional que produce
la apertura del poro, permitiendo el paso de iones de un lado a otro de la célula. Dentro del grupo

de canales Kv se incluye los miembros de las familias Shaker.



Otra clasificacion habitual agrupa a los canales de K™ atendiendo al nimero de dominios de poro y
de segmentos transmembranales del canal, (denominados S o0 TM en los canales Kv). Desde este
punto de vista, podemos denominar a los canales Shaker como del tipo (6S-1P), ya que presentan

6 segmentos transmembranales y 1 dominio poro.

= Estructura de los canales Shaker

El canal Shaker forma una estructura tetramerica, constituida por 4 subunidades a agrupadas
alrededor de un poro central. Cada subunidad a cuenta con 6 segmentos transmembranales (S1-
S6). De estos 6 segmentos que atraviesan la membrana, cinco son hidrofébicos (S1-S3, S5, S6), y
uno (S4) contiene varios aminodacidos de carga positiva (Fig.1). El lazo que une los segmentos S5y
S6 (segmento P) contiene la secuencia que determina la selectividad del poro para el K*
(Heginbotham L y cols 1994).

El poro, ubicado en el eje de simetria de la proteina, se divide en tres regiones desde la region
extracelular. Desde afuera hacia dentro de la célula, se ubica primero una region estrecha
correspondiente al filtro de selectividad, que separa al poro de la solucién extracelular, luego una
cavidad acuosa en la mitad de la membrana que estabiliza la presencia de los iones K* (cavidad
central) (Doyle y cols 1998), y por ultimo, y un tdnel interno de ~18 A de longitud, en donde se
encuentra la compuerta de apertura de canal, conformada por el segmento S6 de las subunidades

a. En esta region de Shaker se encuentra el residuo 475.

4.“,..

Fig. 1. A. Cada subunidad a de los canales de K" contiene seis segmentos transmembranales. El segmento
S4 constituye el sensor de voltaje (rojo), S5 y S6 corresponden a las regiones del poro del canal (dominio de
poro). En verde se muestran las subunidades . B. Configuracion esquemaética del canal en la membrana

celular, generado al asociarse las 4 subunidades a.



= Pasos dela Conduccioén idnica

El radio i6nico del K* es 1.33 A, y el del i6n sodio (Na*) es 0.95 A. A pesar de esta sutil diferencia
en radios ionicos los canales de Kv manejan la seleccion de iones K* por sobre los iénes de Na* en
un factor de mas diez mil (Doyle y cols 1998). Ademas su actividad es controlada a escala de
milisegundos por compuertas de activacion sensibles al potencial de membrana.

Para comprender como los iones K* logran atravesar el poro con tal eficiencia resulta esencial
comentar algo sobre el mecanismo por el cual un ién K* puede entrar y viajar a lo largo del canal.
Un canal de Kv no esta siempre abierto. Una vez que responde a un cambio de potencial y se abre,
el poro no sélo debe ofrecerle al K" un espacio adecuado para que entre, sino también un ambiente
que no sea muy distinto al que ion tenia fuera del canal, para que asi le resulte “comodo” su viaje a
lo largo del poro. Para que un ién K" quepa y entre al canal debe perder las moléculas de agua que
lo rodeaban a la entrada del poro, es decir debe entrar deshidratado (sin su capa de solvatacion o
esfera de hidratacién). Esto implica un gasto energético que debe ser compensado para que el
proceso de conduccién siga siendo factible.

Gracias a mapas de densidad electrénica a lo largo del eje del poro se observé que en el filtro de
selectividad las hélices del poro se orientan de manera que el extremo amino (-NH2) del
aminoacido queda alejado de la cavidad, mientras que los grupos carbonilos (-C=0) de la cadena
principal quedan expuestos “mirando” hacia donde esta alojado el i6n K*, quedando este con 8

cargas parciales negativas que reemplazarian a la accion de agua, y con una configuracion similar

a un antiprisma cuadrado, tal como la geometria que tenia el K" antes de su entrada al filtro. (Fig.
2) (Zhou y cols, 2001).

Fig. 2. Por estudios de densidad electrénica se ha
observado que los carbonilos (-C=0) de la secuencia G-
Y-G (glicina, tirosina, glicina) del filtro de selectividad
apuntan hacia el poro y actdan como aguas postizas.
Las cadenas laterales de V (valina), Y, y G se apartan de
la via de conduccién de los K* (representados por
esferas verdes), los cuales son alineados por los atomos

de oxigeno de los grupos carbonilo de la cadena

principal de la secuencia firma (Zhou y cols. 2001).



Puesto que los iones como primer paso deben entrar en el filtro de selectividad, esta estructura
actuara en primera instancia como un filtro fisico puesto que, aquellos iones que tengan un radio
ibnico mayor que el radio del K* no van a poder pasar por el canal ya que el filtro no resulta lo
suficientemente amplio para estos. Tampoco podran pasar los mas pequefios como el i6n Na*
debido a que no “calzan” bien, puesto que como la distancia entre los carbonilos de las cadenas
principales y los iones K* se hace mayor, se reduce la estabilizacion del Na* dentro del canal.

Ya que por razones de electroestatica 2 o mas i6nes K' cercanos se repelen entre si, las
configuraciones que se proponen para minimizar la repulsién dentro del filtro de selectividad, son:
1) la configuracion K'-agua-K*-agua (configuracion 1,3) y la configuracion agua-K'-agua-K*
(configuracioén 2,4), ambas equivalentes energéticamente (Fig. 3) (Zhou y cols 2001).

Fig. 3. A. Un ién K" (denotado con esfera verde) a la

- G79 el . z
. &P g o entrada del canal esta hidratado por moléculas de agua.

bn o/ oF Dentro del filtro los residuos interactdan con el i6n K*

para desplazarlo de su esfera de hidratacion.

a8 B. Configuraciones 1,3 y 2,4 que puede adoptar el ién
L] ° eo 00
; . o ! ' v i ividad. 16n K*
) Y y ) % R 7 { K" dentro del filtro de selectividad. 16n K™ a la entrada
s 7 v 79 ;0 . . ., .,
¥ L ™ o g L W Ao con 8 moléculas de agua en configuracion 1,3, y ion K
¢ . ' .
Y e N ¢ con 4 moléculas de agua en configuracion 2,4. (Zhou y
{ 2
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F e cols 2001).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En base al amplio rango de conductancia unitaria que presentan los distintos canales de K+ en
similares condiciones de experimentales (Fig. 4), surge la pregunta:

¢ Por qué existe una marcada variabilidad de conduccion entre los distintos canales de K* si es que
todos en esencia provienen de la misma familia, y poseen el mismo filtro de selectividad?, o en

definitiva: ¢ Qué es lo que hace que un canal de K* conduzca méas o conduzca menos?.



Esto hace pensar que la conduccion iénica esta determinada también por otras regiones del poro.
La posicién 475 estd ubicada en la region S6 de los canales y la polaridad del residuo alli

encontrado se cree es clave en la mayor o menor conductancia del canal.

Ty — % |

RCK2 8.2 pS AFWWAVVTM HYPMTVGCKIVCSLCATACVLTIALPYPIVIVENFNYFYHR 468
Kvl.5 9.8 pS AFWWA VEYGIMRPITVGGKIVGSLCATAGVLTIALPVPIVIVSNFNYFYHR 514
SkCa=-2 10.0 pS AMWLISTITFISTGYGIMVPHTYCGKGVCLLTGIMGAGCTAL [VVARKLELTKAE 404
KCNA10 11.0 pS GFWWAV VGYGIMCPTTPGGKIVGTLCAIAGVLTIALPYPVIVSNENYFYHR 466
Kvl.2 14.0 pS AFWWAVVSH GYGIMVPTTIGGKIVGSLCATAGVLTIALPVPIVIVSNFNYFYHR 419
Kv2.2 15.3 pS SFWWATI GYGIL YPKTLLGKIVGGLCCIAGVLVIALP IVHNNFSEFYKE 426
KvEBN 18.0 pS ALWWGLITLYrIGYGIKYPOTWNGRLLAATFTLIGVSFFALP, LGSGFALKVQE 322
Shaker 20.0 pS AFWWA GYGIMTPVGVHGKIVGSLCATAGVLTIALP VSNENYFYHR 487
SgKV1A 20.0 pS GFWWAVVTY GYGIPMRPVIVWGKLIGSLCAIAGVLTIALPY VSNFNYFYHR 432
Kvl.7 21.0 pS SFWWAV VGYGIMAPVIVGGKIVGSLCAIAGVLTISLPVPIVIVSNFSYFYHR 403
Slack 50.0 pS SFYFCIVTF GFGIVTPKIWPSQLLVVILICVILVLVLPLQEELVYLWMERQKS 340
KcsA 100.0 pS ALWWSVETATIIVGYGLELYPVILWGRCVAVVVMVAGITSFGLVY TWEVGREQE 120
Kvap 170.0 pS ALWWAVVTA' GYGIVVPATPIGKVIGIAVMLTGISALTLLI] SNMFQKILV- 253
MthK 200.0 pS SLYWTFVTIAI'VGYGIYSPSTPLGMYFTVILIVLGIGTFAVAWERLLEFLINREOM 104
cSlo2 110.0 pS SFYFVMVTE GYGIRTYPDYWASQLCVVILICVALGLIPKQUUELGOTWSERQKS 308
RbSlo 100.0 pS CVYLLMVIM GYGIVYAKTTLGRLFMVEFILGGLAMFAS IIELIGNRKKY 321
msSlo3 106.0 pS SIYLVMATT GEGIVVAKTSLGRTFIMFFTLGSLILFANY. LFANKRKY 398
mSlo 140.0 pS CVYLLMVTIM (€34 YAKTTLGRLFMVEFILGGLAMEAS ITELIGNRKKY 359
dSlo 250.0 pS CVYFLIVTM: GYGIYCETVLGRTFLVEFLLVGLAVFAS ITELAAQRSKY 346
rSlo 255.0 pS CVYLLMVIMYIVGYGLNVYAKTTLGRLFMVEFILGGLAHCSLWA=|-========= HY 386
mSlol 270.0 pS CVYLLMVTM GYGINYAKTTLGRLFMVEFILGGLAMFAS IIELIGNRKKY 332
hSlo 250.0 pS CVYLLMVTM GYGLWVYAKTTLGRLFMVFFILGGLAMFAS ITELIGNRKKY 397

aminodcido 475
Fig. 4. Alineamiento de la estructura primaria para distintos canales de K*. En la primera columna se muestra

los distintos tipos de canales de K, mientras que en la segunda columna aparecen las conductancias
unitarias respectivas. Encerrado en cuadro con color de fondo se indica la regién correspondiente al filtro de
selectividad y encerrado en cuadro y con flecha se indica el aminoacido de S6 equivalente al sitio 475 con

respecto a Shaker.

Channel Conductance INNER HELIX {S6 orM2 )

Shaker 12 pS KIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSINEFN 482
KesA 50 pS RLVAVVVMVAGITSFGLVT-AALATWEF 114
MSlo 300 pS RLFMVFFILGGLAMFASYVPEII-ELI 326
MthK 200 pS MYFTVTLIVLGIGTFAVAV-ERLLEFL 98
KvAP 200 pS KVIGIAVMLTGISALTLLIGTVSNMEFQ 235

Fig. 5. Alineamiento del segmento S6 de diversos canales de K*. En los canales de mas alta conductancia se
ha observado la presencia de dos &cidos glutdmicos (E) en la regién S6, lo que formaria dos anillos de

cargas negativas en el interior de la cavidad.

Se sabe que el mutante P475Q de Shaker, conduce ~7 veces mayor a la del canal silvestre
(Shukareva et al, 2003). Esto ultimo seria atribuible al reemplazo de Pros;s por algun residuo

hidréfilico o polar, siendo mas significativa el alza de conductancia en los mutantes P475D vy



P475Q, puesto las alzas mas significativas en la conduccién unitaria se observa en donde el

reemplazo fue por &cido aspartico (D) y glutamina (Q) (Vergara 2009).

Se apunté a la regién PVP porque es una regién conservada es decir, canales de K+ de baja
conduccién poseen esta secuencia, por lo que a través de los estudios de Shaker-P475Q se podria
dar luz para el entendimiento de las causas en la amplia variacion de conductancia unitaria entre

los diversos canales de Kv.

A través de experimentos de bloqueo con tetraalquilamonios (Thompson y Begenisich, 2003) fue
posible demostrar la existencias de un sitio adicional para la unién de un i6n K* en el vestibulo
intracelular de S6. Se cree que por la presencia de residuos polares o cargados en la posicién 475,
la coordinacién de los iones K* al poro seria mas probable, aumentando la tasa de transporte
(Naranjo D., datos no publicados).

Por medio de herramientas bioinformaticas como la Dinamica Molecular (DM), se buscara estudiar
el posible efecto estabilizante de iones K" que causa el residuo polar glutamina en el mutante
P475Q.

HIPOTESIS

“El incremento en la conductancia de Shaker-P475Q, se deberia a la mayor ocupacion del poro por

+n

iones K™,

RESULTADOS ESPERADOS
Las mediciones de Dinamica Molecular (DM) debieran reportar mayor densidad de K* en el poro del

canal.

OBJETIVOS

1) Construir un sistema molecular de Shaker P475Q a partir de modelo por homologia

(Vergara 2009) para realizar Dindmica Molecular

2) Determinar y caracterizar la ocupacion por K" de los canales de Shaker-WT y Shaker-
P475Q en conformacion abierta, realizando célculos de diametro del poro (HOLE), potencial

electrostatico (APBS) y Densidad Iénica a lo largo del poro.
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DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIAS
Realizar a través de la mutacién un cambio de estructura quimica o una “perturbacion estructural”
al poro de Shaker y por simulacion molecular observar los posibles cambios en conformacion y
afinidad por iones K* de este “nuevo” canal, P475Q.

Dindmica Molecular (DM)

La Dinamica Molecular es una técnica computacional basada en la quimica tedrica. Estos son
utilizados para imitar el comportamiento de las moléculas, por lo que puede ser aplicada para
analizar y/o predecir propiedades moleculares de un sistema bioldgico. Se basa en los postulados
de la mecanica clasica y para ello interpreta los &tomos de una molécula como esferas unidas por
enlaces elésticos.

La DM consiste en la integracién de las ecuaciones de movimiento de Newton para determinar

cémo varia la posicion y velocidad de las particulas en funcién del tiempo.

Considerando el sistema canal de K" existen métodos numéricos basados en la mecéanica clasica
gue proporcionan la posicion y la velocidad (6 el momento) de las particulas del sistema a un
tiempo posterior muy pequefio t + At.
Para una particula como un ién K" que se mueve en una dimension dentro del canal se tiene la
siguiente expresién para asignar las velocidades iniciales:
1/2 2
m; exp _1 m; Vi,
27k, T 2 kT

P(Vix) =

La ecuacién entrega la probabilidad P(viy) de que la particula i-ésima de masa mi, tenga una
velocidad vix en la direccion x, a una temperatura de interés T. Kg corresponde a la constante de

distribucién de Maxwell-Boltzmann.

Las conformaciones de las macromoléculas dependen de las torsiones, repulsiones, atracciones de
van der Waals y de las interacciones electrostéticas, etc.
Por esto, es fundamental para cualquier calculo de mecanica clasica calcular la variacion de

energia potencial de un sistema con su geometria (potencial de interaccion).

E = EAlong.enlace + EA flexion + EA torsion + EA no-enlazante + EA otros.
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Donde E representa la energia potencial total del sistema, y resulta como una suma de términos de
variaciones de energia de todas las interacciones asociadas como las tensiones de los enlaces, los
angulos, las interacciones electroestaticas, interacciones de Van der Waals, puentes de hidrogeno,
etc. de una particula especifica con el resto de estas. Se asume que el sistema termodindmico no
intercambia energia ni materia con el ambiente, y su temperatura y nimero de particulas

permanece constante.

Esto integrado resulta en:

(V) = Z % Che 1".0)2 + ngles El (6; — ‘9:',0)2 + Z 1—2—‘ (1 + cos(nw — 7))

bonds torsions

ZN: i o \> (o] , %4
+ 4e: vy Yy + i )
i=1 j;i+1( El}\:(rij) (rfj)] 411'5[]?‘,'17

P

¥ (rVy
Donde ( }es una funcién de energia del sistema de N particulas.

Modelos moleculares

Se utiliz6 para los estudios el canal Shaker en su conformacion abierta. EI modelo molecular del
canal Shaker-WT y Shaker-P475Q fue construido usando la estructura cristalogréfica del canal
Kvl.2 como templado (PDB ID: 2A79). Debido a que este canal ain no ha sido totalmente
cristalizado, para ahorrar tiempo de trabajo se aislé solo el dominio que conforma el poro del canal.
Por modelamiento comparativo, se pudo obtener los modelos sin arrojar problemas de computo
pues ambos son muy similares en la regién del poro (73% de identidad), permitiendo obtener un
buen modelo.

El canal Shaker-WT habia sido anteriormente tetramerizado por alineamiento estructural con
respecto a cada uno de los mondémeros del canal Kvl.2, en donde el poro fue alineado con
respecto al eje Z y el filtro de selectividad por convencién quedo orientado con respecto al eje Z
positivo (Vergara, 2009). Los modelos fueron embebidos en una bicapa lipidica POPC (palmitoyl-
oleyl-sn-phosphatidyl-choline) hidratada. Para construir el sistema de mutante sobre la misma
estructura de WT se introdujo mutacion en 475 del poro a través del script 01build_modificado.tcl.
Gracias a esto y al empleo de los scripts de extensién .tcl: 02combine, 03Water Box,

O4dborrador_aguas_membran, 06fixing_atoms, mas el uso del modo “Add lons” de VMD, fue posible

12



construir y visualizar en VMD al canal Shaker, WT y P475Q, como un tetramero, con toda su
informacién estructural y de conectividad, instalandolo ademéas en un ambiente que cumple con las
condiciones propias referentes al estado energético del sistema en su estado natural, e integrado
en una caja de condiciones periodica de borde (PCB) de dimensiones para Shaker-WT y P475Q,
X~92.9 A Y~ 93.6 A, Z~ 87.7 A. El modo “Add lons” de VMD permitié agregar al sistema una
concentracion de sal KCI (0.2 M), para establecer el nimero y posicion de iones K* dentro del filtro
de selectividad (configuracion 2,4), y la concentracion de iones K+ al exterior del poro.
pore helix S6 (inner helix)

— WWWV——— ANVVWWWWWWWWWWWW

chimaera: ADERDSQFPSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMVPTTIGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRET :417
K . KDEDDTKFKSIPASFWWATITMTTY DIYPK] K GLCCIAGVIVIATLPTPTIVNN FYKEOK 4
Kvl.2 : ADERDSQFPSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMVPTTIGGKIVGSLCAIAGVLTIAI PVPVIVSNFNYFYHRET :

Shaker : AGSENSFFKSIPDAFWWAVVIMITVGYGDMTPVGVWGKIVGSLCAIAGVLTIAIPVPVIVSNENYFYHRET :
KvAP : YPDPNSSIKSVFDALWWAVVTATTVGYGDVVPATPIGKVIGIAVMLTGI SALTLLIGTVSNMFQKILVGEP :243
Kesa ! RGAPGAQLITYPRALWWSVETATTVGYGDLY PVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWEVGREQERR :122

Fig. 6. Alineamiento en regién del poro y S6 de distintos canales de K*. La figura representa la similitud en
aminoacidos que existe entre Kv1.2 y Shaker. Con cuadro rojo se encierran ambos canales con sus

aminoacidos respectivos, y con cuadro naranjo la region PVP en cuestion.

La conformacién mas estable para las cadenas laterales de los aminoacidos de ambos sistemas
fue encontrada realizando 1000 pasos de dinamica utilizando el algoritmo de gradiantes
conjugados. Cada sistema fue equilibrado, utilizando el ensamble NPT (isotérmico -isobarico), en
donde el nimero de particulas (N), la temperatura (T), y la presién (P) se mantienen constantes.

La DM fue realizada por un tiempo de 10 nanosegundos para Shaker, WT y P475Q, y sobre 1000
frames (etapas en la trayectoria) corridos en el software NAMD (NAnoscale Molecular Dynamics),

para observar las posiciones en el tiempo de los iones K* en el poro.

Célculo de HOLE

Este calculo se realizd gracias a un script especial disefiado por Justin Gullingsrud, 2003, y
modificado por Daniel Aguayo en el afio 2007. Este script fue ejecutado en el software VMD para
los modelos moleculares de Shaker, WT y P475Q, determindndose el radio méximo del poro i6nico
de Shaker, WT y P475Q en cada paso de la trayectoria de DM (frame), a lo largo del eje Z del
canal. Los radios de los atomos localizados al interior y a la largo del canal corresponden a la

superficie de van der Waals del campo de fuerza AMBER. Los planos de muestreo para evaluar las
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dimensiones del poro fueron espaciados de manera uniforme cada 0,5 A en direccion a lo largo de
la coordenada de simetria del poro (eje Z). Se realizd un analisis estadistico de todos los frames,
utilizando programacién en Bash y el software OriginPro 8 (OriginLab Corporation).

El célculo de HOLE fue utilizado por primera vez para determinar el radio del poro de la gramidicina
A (Smart y cols 1993) y se basa en la siguiente expresion.

Iterando en base a una esfera de radio R centrada en p.

Nmm

R(p) = min[lx; — pl — vdW,]

i=1

La expresion representa la relacion entre el radio R de una esfera dentro del poro con: p; vector
centro de la esfera, Xi vector de posicion de un atomo particular i de radio de van der Waals: vdWi,
y Natom: numero total de atomos. Para encontrar el radio maximo de la esfera se buscan nuevas
posiciones de p a lo largo de todo el canal. Si el cambio del nuevo punto genera un incremento en
el tamafio de la esfera entonces éste es aceptado.

Los datos permiten construir una grafica de radio del poro v/s distancia a lo largo del eje del canal.

Potencial Electroestatico: Célculo APBS

Las energias de interaccion fueron calculadas en base al potencial electrostatico por medio de la
Ecuacion de Poisson-Boltzmann, que da informacion sobre las propiedades electroestaticas del
sistema, en este caso de la energia electroestatica de union entre un iébn K+ y los canales Shaker,
WT y P475Q.

La ecuacion se puede escribir como:
—VI[e(r)V(r)] = pu(r) + py(r)

Dénde:

_ a0 (T
psr) = E qin; €

i
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0

i es la densidad de iones en el seno de la solucion, gi es la carga del ion i, (p(r) es el potencial

electrostatico en esa region del espacio, k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura.

Pm(r) es la densidad de carga debida a las posiciones fijas de todas las cargas dentro del canal y

Ps(r) es la densidad debida a la presencia de la sal (KCI) en el agua.

Para resolver la ecuacion de Poisson-Boltzmann, se emplea el software APBS (Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver), utilizando los archivos generados por el programa PDB2PQR que convierte
archivos de extension PDB a PQR, para incluir las cargas y radios de los atomos de Shaker, WT y
P475Q.

Densidad l6nica

El calculo de densidad i6nica fue realizado tanto para WT como para P475Q por VDM.

Para correr el céalculo fue necesario cargar los archivos de extension .psf y .dcd de ambos canales,
gque informan conectividad y trayectoria respectivamente. El calculo realiz6 mediciones a través del
poro con respecto al eje Z, y a lo largo de un cilindro de radio 5 A. Cada medicion realizada a
través del eje del poro fue llevada a cabo por capas de 1.5 A de espesor. El script ejecutado en
VMD permite calcular la razén: densidad local/densidad total, donde la densidad local y total estan

determinadas por:

Densidad local = (Promedio de K+)

Volumen de capa

Densidad total = (NUmero total de cargas +)

(Volumen de caja completa - Volumen de lipidos)
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RESULTADOS

Dindmica Molecular (DM): Trayectorias de equilibrio

Una serie de etapas de trayectorias en equilibrio se pudieron componer obteniéndose una especie
de “video” en donde se ven las posiciones de los iones K* en un tiempo de 10 nanosegundos.

Por la DM se pudo obtener la trayectoria de equilibrio de Shaker, WT y P475Q, que permitieron
seguir el movimiento de los iones K" a través del poro. Por DM fue posible observar que para
Shaker-P475Q hubo algunos frames (a diferencia de la dindmica del canal WT) que mostraron que
en S6 los iones K interactuaban con el residuo 475 (Q) de cada subunidad. Los iones K* se
situaban cerca de las cadenas laterales del poro de Q para luego seguir su camino hacia la cara

intracelular del sistema.

Fig 7. Representacion por VDM de uno de los frames de

la trayectoria de equilibrio de Shaker-P475Q.

A. Se visualiza la interaccién entre los residuos Q y un i6n
K*, y las cadenas A y C del canal (Coloring Method:

Secundary Structure, Drawing Method: New Cartoon).

B. Uni6n K™ (Drawing Method: VDW, Coloring Method: Name)
interactuando en las con las cadenas laterales de glutamina (Q)
del sitio 475. (Los oxigenos del grupo carbonilo son

representados con color rojo, Drawing Method: Licorice,

Coloring Method: Name)
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Densidad I6nica

Los datos obtenidos permitieron realizar una gréfica a lo largo del eje Z, observando los valores de
alta densidad iénica como picos correspondientes a posiciones estables para el ion K*. Se observa
que los sitios sO, s2, y s4 en Shaker-P475Q no mantienen valores constantes con respecto a los
observados en Shaker-WT.

Ademas, en la regién S6 de Shaker-P475Q, no hay un cambio visible con respecto a Shaker-WT.
En ambos la concentracion de iones K* es casi nula, no pudiendo reportar una mayor ocupacion del

poro en aquella region.
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Fig. 8. Densidad lénica v/s Eje Z para Shaker, P475Q y WT. Las posiciones s0, s2, y s4 son
representados como picos de alta densidad iénica y corresponden a posiciones de coordinaciéon para un ion
K*. Comparando Shaker-P475Q y Shaker- WT no se observan cambios notables con respecto a la

concentracion iénica de la region s6.

APBS

En el perfil de energia libre de union calculada con APBS se muestra la energia electrostatica de
union (Kcal/mol) entre un ion K+ y el canal Shaker, WT y P475Q, a lo largo de la coordenada de
reaccion Z. Segun los resultados para Shaker-P475Q en el sitio 475 existe un cambio de energia
libre de unién, con un valor de magnitud negativa y por debajo de Shaker-WT en la regién S6 del
canal. Mientras que para Shaker-WT en el sitio 475 la energia libre de union es ~ a 0 Kcal/mol, se
tiene que para Shaker-P475Q la energia libre alcanza su valor mas bajo (~ -10 Kcal/mol). Por ende,
si se calcula AAG entre ambos canales, se tiene que este es ~10 Kcal/mol. Esto Esta disminucion
en el potencial electroestatico haria que en el mutante P475Q exista una mayor interaccion

atractiva Q-K”, lo que se traduciria como un mayor favorecimiento al paso de iones K* por el canal.
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Fig. 9. Energia electrostética de
Unioén v/s Eje Z. La grafica
muestra una disminucion del
potencial electrostatico de unién
entre Shaker-P475Q y un ion K*

en el sitio 475 de la proteina.

Por HOLE, es posible confirmar que se produce una perturbaciéon estructural en el poro cuando

Shaker esta mutado en el residuo 475 por Q. En la regién 475 se observa radios cercanos a 1.9 A,

mientras que para Shaker-WT en esta region se observan radios de aproximadamente 3,8 A.

Aungue el radio en S6 sea menor, este seguiria permitiendo el flujo de iones K* ya que las

dimensiones del poro siguen siendo mas grandes que el tamafio de un i6n K*
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DISCUSION

Se sabe que tan solo por el cambio de un aminoacido en el residuo 475 del poro, el canal Shaker-
P475Q se hace mas conductor (~7 veces mas) con respecto a Shaker-WT, en mismas condiciones
de experimentacion.

La funcién biologica de los sistemas biomoleculares esta intimamente ligada a la estructura
primaria quimica que estas poseen. Los canales Shaker poseen en su estructura primaria una
secuencia de aminoacidos que determina la eficiencia con que el canal conduce iones. El
aminoacido en el sitio 475, es un sitio sensible que viene a determinar la forma en que esta
estructura supramolecular se dispone interaccionando consigo misma y con su entorno en el
transporte de iones K*. Asi, los canales resultan ser microestructuras quimicas sofisticadas muy
interesantes de estudiar a nivel quimico. Por esto, resultdé fundamental realizar un estudio de la
correlacion entre la conductancia y la estructura quimica en el segmento S6 del poro del canal,

comparandose los canales Shaker, WT y P475Q en base a los resultados obtenidos.

La trayectoria de DM y los célculos realizados (calculos de HOLE, potencial electroestético y
densidad i6nica) para Shaker, WT y P475Q, apuntaron a observar posibles cambios en la unién de
los iones K dentro del canal, y con esto visualizar si existe union de los iones K* en un sitio
adicional pre-existente (s6) que coincida con la posiciéon del residuo 475, o proponer otra factor
como causa para responder por qué el canal Shaker-P475 conduce iones mas rapidamente que
Shaker-WT.

Dentro de los parametros que se tuvieron que establecer para la simulacion del ambiente nativo del
canal, se encontré: el nimero y posicion de iones K* dentro del poro. En VMD se utilizé6 una
concentracion determinada de sal KCI, para colocar los iones dentro del poro. Asi se pudo
observar cuales son las zonas que producen alta densidad de K* en el poro, es decir sitios en
donde los iones K* son coordinados por los residuos de la proteina para su paso hacia dentro o

fuera de la célula.

La trayectoria en equilibrio mostré las posiciones de los iones K* dentro del poro para Shaker, WTy
P475Q durante el tiempo de simulacién. Al realizar la mutacion de Shaker en el residuo 475, por
simulacién molecular se observdé cambios en la trayectoria de equilibrio, conformacion del poro
(HOLE), y afinidad (APBS) por iones K* en el mutante P475Q.
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A través de un andlisis con VMD los resultados de densidad idnica buscaron determinar en Shaker-
P475Q una mayor ocupacién en el poro del canal que permitiera explicar la mas alta conduccién en
este mutante. De acuerdo a los datos obtenidos por densidad i6nica para Shaker-WT y Shaker-
P475Q (realizados bajo las mismas condiciones), no se puede explicar la mayor conductancia del
canal Shaker-P475Q en razén a una mayor ocupacion del poro sélo en la region S6, ya que en S6
existe una variacién casi nula en la densidad i6nica. Sin embargo, el efecto del cambio en la
hidrofébicidad del poro si se pudo visualizar por DM, a través de la trayectoria de equilibrio, HOLE,
y APBS de Shaker-P475Q.

Por la trayectoria en equilibrio de Shaker-P475Q fue posible observar una cierta cantidad de iones
K" que se posan cerca de grupos carbonilos de las cadenas laterales de Gln,ss para interactuar con
esta. La trayectoria en equilibrio mostro las posiciones en el tiempo para Shaker, WT y P475Q, en
donde este Ultimo parecia coordinar el paso de ciertos iones K* que se posicionaban cerca de las
cadenas laterales del residuo Glngzs en algunos frames, a diferencia de Shaker-WT, en donde no
se vio iones K" posicionados cerca del residuo Pro,;s. Puede resultar que la interaccion Glngzs-K* no
sea reflejada en la densidad i6nica, porque el tiempo de simulacion no fue lo suficientemente largo
considerando que los iones residen el poro centenares de nanosegundos. Ademas, ya que el
sistema estuvo siempre estatico con relacién al transporte iones K* (puesto que no se aplicé voltaje
en el canal), no fue posible ver a aquellos iones K* salir o entrar por el poro. En este sentido es
importante destacar que lo que se observd en la densidad i6nica no posibilita obtener alguna
relaciéon fiable entre la mayor conductancia del canal y los sitios de alta densidad i6nica, ya que
hablar de conductancia puede parecer un tanto dificil dentro de este contexto. Trabajos para
Shaker-P475Q aplicando voltaje, podrian dar una mayor claridad de lo que en realidad esta

sucediendo en el poro del mutante.

Por APBS se puede inferir que en Shaker-P475Q existe favorecimiento al paso de iones K* por el
canal en el sitio 475. Una mayor afinidad de los iones K* a Q, podria resultar por la menor energia
electrostatica cerca del sitio 475 que refleja un menor trabajo que debe realizar el canal para
traspasar iones K* de un lado a otro de la membrana. Ya que AG no es espontaneo cuando en el
poro los iones K" realizan interacciones de repulsion entre si, los valores de AG negativos en
Shaker-P475Q podrian hacer que el proceso de conduccion resulte mas espontaneo y probable de
suceder. Los residuos de Q podrian coordinar iones K" haciendo favorable el transporte de iones K*
por el canal. Esta podria ser una de las causas de que Shaker-P475Q conduzca mas rapidamente
que Shaker-WT.

20



Por otro lado, para explicar por qué Shaker-P475Q conduce mas, hay que tener en cuenta ademas
que al remplazar a P por Q en el residuo 475, la “perturbacion estructural” que produce la mutacion
en el poro, esta dada tanto por la presencia de Q; nuevo aminoacido de estructura atémica distinta
a P y por ende poseedor de otras caracteristicas y propiedades quimicas, como por la ausencia de
P. El aumento en la conduccion unitaria del canal Shaker se deberia entonces también al rol que
cumple P en la formacion de estructuras secundarias. Esto se puede entender si se analiza su
estructura quimica, ya que se puede observar que este amino&cido, se trata de un anillo que se
forma cuando el atomo de nitrégeno de la secuencia primaria se enlaza a la cadena lateral
formando un ciclo de 5 carbonos. Por tratarse de un anillo, esta molécula se encuentra
energéticamente tensionada, habiendo impedimento de giro e impedimento angular. La presencia
del anillo impide el giro sobre ese enlace, y consecuentemente dirige la organizacién de la
estructura secundaria de la proteina, formando una region bisagra. Al no poder establecer el a&ngulo
caracteristico de 104,5° grados, tipica de los carbonos sp?® sucede un llamado “quiebre de
cadena”, que se puede afectar fuertemente al proceso de apertura-cierre del canal. Como los
residuos de P dirigen a las cadenas polipeptidicas a adoptar conformaciones especificas
determinantes para la funcion de conduccién de K*, cuando la secuencia P473V474P475 €s mutada en

Pro47s puede suceder una perturbacién estructural que hace al poro cambiar de dimensiones.

La posibilidad de un cambio estructural causado por el cambio de P por Q en el sitio 475 se evalué
mediante el calculo HOLE. Este calculo revel6 una disminucién del volumen del poro en el canal
P475Q. Este efecto podria ser explicado en base al papel ya descrito realizado por las cadenas
laterales de los residuos de Q en el fendémeno de la conduccién. Como los grupos carbonilos de las
cadenas laterales se exponen al paso de los iones, interactiian mas fuertemente con los iones K*
(de radio 1,33 A), estabilizando y coordinando su paso a través del canal, y disminuyendo por ende
el radio del poro. Un radio del poro menor en S6 permitiria interaccion con los iones K* para

coordinar su paso por el canal.

En definitiva, pareciera ser que en el aumento de conductancia en el canal Shaker-P475Q, jugaria
un rol fundamental la ausencia de un aminoacido como la P que posee la capacidad de cerrar el
poro, y por ende forma una interaccion hidrofoba en el canal cerrado. La presencia del residuo Q
no juega un rol en la determinacién de un estado abierto o cerrado, pero si podria ser determinante

para el paso de los iones K* por el poro ya abierto haciendo que el flujo sea mas rapido.
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Es posible que los cambios hayan sido mucho mas considerables si se hubiese realizado la
mutacién remplazando a P por E, un aminoacido que ademas de ser polar presenta carga neta
negativa en su cadena lateral, al igual que el Aspartato (Asp 6 D), residuo con el cual se han
observado cambios ain mas sustanciales con respecto al aumento de afinidad de K*-proteina,

disminucion de radio del poro, densidad iénica, y por ende de conduccién unitaria.

-
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Fig. 11 Aminoéacidos presente en el residuo 475 del poro de Shaker-P475Q y Shaker-WT.

A. Estructura quimica de Q; aminoacido presente en la regién S6 de Shaker-P475Q y otros canales de alta
conduccion iénica. Juega un rol importante en la estabilizacion de los iones K* para su paso por el canal. Su
cadena lateral, de carécter polar, por fuerzas dipolo-ién puede interaccionar con los iones K* en el poro de
Shaker-P475Q.

B. Estructura quimica de P, amino&cido apolar que juega un rol importante en el cierre de canal Shaker a
través de un “quiebre” de cadena en S6, dandole a la vez caracter hidréfobo al sitio 475 del vestibulo

intracelular.

Los resultados de Shaker-P475Q son importantes ya que podrian explicar la alta conductancia en
canales sin mutar. Pareciera ser que en realidad, en canales que son nativos y presentan una alta
conduccion unitaria la region PVP no esta tan conservada. En varios de estos, existe un cambio
fundamentalmente en P,;5, que es remplazada por el residuo E. Ademas, en aquellos que
conservan la region PVP y presentan alta conduccion, existen aminoacidos polares con carga
como E o D en las posiciones cercanas y posteriores a la region PVP, intercaladas por 2 residuos
de caréacter apolar, probablemente para evitar la repulsién electroestatica entre las cadenas
laterales cargadas. Es posible que si un canal conduce mas, es porque en realidad tiene otros
aminoacidos equivalentes a la region PVP, 6 estos estan cercanos a esta, reduciéndose la
hidrofébicidad de la region S6. Estudios realizados con Shaker-P475E podrian dar una mejor

nocion de los factores que determinan la alta conduccién de algunos canales.
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CONCLUSION

La Dinamica Molecular permiti6 modelar e imitar el comportamiento molecular de Shaker, WT vy
P475Q. A través de la simulacién en equilibrio se pudo observar a nivel atbmico lo que sucede en
el poro de Shaker, WT y P475Q, permitiendo analizar desde un punto de vista quimico al fendbmeno
de la conduccion de los iones K* en donde el cambio en S6 de un aminoacido de cadena lateral
apolar por otro de caracter polar pudo reflejar cambios en el comportamiento de Shaker-P475Q con
respecto a Shaker-WT. Los resultados de densidad i6nica no permitieron inferir que el aumento en
conduccion de Shaker-P475Q se deberia a un nuevo sitio de unién a K* en S6, o a una mayor
ocupacion del poro en esta region. Sin embargo los demas célculos realizados sugieren que una de
las causas en el incremento de la conduccion unitaria de Shaker-P475Q se deberia a la presencia
de Q en el sitio 475, el que reduce la hidrofébicidad en la cavidad interna del poro, y cambia sus
dimensiones. La disminucion de AG en el proceso de conduccion ibnica., favoreceria la mayor
interaccion entre las cadenas laterales de Q y los iones K*, coordinando el flujo de iones K* en la
region S6. La DM permiti6 obtener una idea global del comportamiento de los iones K™ en la
compuerta de acceso idnico, ofreciendo una nocién para el entendimiento del papel de la regién S6
y la secuencia PVP en la alta conduccion i6nica de otros canales K* en estado nativo y en

condiciones de experimentacion similares a Shaker.
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ANEXOS

Algunas propiedades fisicas y quimicas de la Glutamina y Prolina

Aminoécido Glutamina Prolina
Nombre IUPAC Acido 2-amino-4- Acido 2-
carbamoilbutanoico pirrolidincarboxilico
Abreviacion Q, GIn P, Pro
Férmula Molecular C5H10N203 C5HINO2
Masa Molecular (g/mol) 146.14 115.13
indice de Hidrofobicidad* -3.5 1.6
Punto Isoeléctrico(pl) 5.65 6.3
Acidez (pKa) 2.18,9.00 1.95, 10.47

Valoresenel Sla0°Cy1atm
*Tomado de Kyte, J. and Doolittle R. F (1982). A simple method for displaying the hidropathic
character of a protein J. Mol. Biol, 157:105-132.
CRC Handbook of Chemistry and Physics(2003). Editor-in-Chief David R. Lide, Former Director,

Standard Reference Data, National Institute of Standards and Technology
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ANEXOS TCL

Script para realizar mutacion en el sitio 475

package require psfgen
topology
topology
pdbalias
pdbalias

mol load pdb shaker wt

set chainA [atomselect
SchainA writepdb A.pdb
segment A {first NTER;
coordpdb A.pdb A

set chainB [atomselect
SchainB writepdb B.pdb
segment B {first NTER;
coordpdb B.pdb B

set chainC [atomselect
SchainC writepdb C.pdb
segment C {first NTER;
coordpdb C.pdb C

set chainD [atomselect
SchainD writepdb D.pdb
segment D {first NTER;
coordpdb D.pdb D

top_all36 lipid.rtf
top all27 prot na.rtf
residue HIS HSE

atom ILE CD1 CD

.pdb

top "chain
last CTER;
top "chain
last CTER;
top "chain
last CTER;
top "chain
last CTER;

A"]

pdb A.pdb;

B"]

pdb B.pdb;

C"]

pdb C.pdb;

D"]

pdb D.pdb;

segment IONS {pdb IONS CENTRADO1l.pdb;}
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coordpdb IONS CENTRADOI.pdb IONS
segment SOLV {pdb SOLV_ CENTRADOZ.pdb; }
coordpdb SOLV CENTRADOZ.pdb SOLV
guesscoord

writepdb shaker wtOl.pdb

writepsf shaker wtOl.psf

mol load psf shaker wtOl.psf pdb shaker wt0Ol.pdb

Script 02combine.tcl para embeber proteina en la membrana lipidica

#!/usr/local/bin/vmd -dispdev text

embed (parts of) protein into a membrane

Ilya Balabin (ilya@ks.uiuc.edu), 2002-2003

You need: a) membrane structure (membrane.psf/pdb):;

b) properly oriented and aligned to the membrane

A

protein structure (protein.psf/pdb)
# set echo on for debugging

echo on

# need psfgen module and topology
package require psfgen

topology top all36 lipid.rtf

topology top all27 prot na.rtf

# load structures
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resetpst

readpsf membrane.psft

coordpdb membrana centrada.pdb
readpsf shaker wtOl.psf
coordpdb shaker wtOl.pdb

# can delete some protein segments; list them in brackets on next line
set pseg2del {1}
foreach seg S$pseg2del {

delatom $seg

# write temporary structure
set temp "temp"

writepsf Stemp.psf

writepdb Stemp.pdb

# reload full structure (do NOT resetpsf!)

mol load psf Stemp.psf pdb S$temp.pdb

# select and delete lipids that overlap protein:
# any atom to any atom distance under 0.8A
# (alternative: heavy atom to heavy atom distance under 1.3A)
set sellip [atomselect top "resname POPC"]
set lseglist [lsort -unique [$sellip get segid]]
foreach lseg $lseglist {
# find lipid backbone atoms
set selover [atomselect top "segid $lseg and within 0.8 of protein"]
# delete these residues
set resover [lsort -unique [$selover get resid]]
foreach res Sresover {

delatom $1seg Sres
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# delete lipids that stick into gaps in protein
foreach res { } {delatom $LIP1l S$res}

foreach res { } {delatom $LIP2 S$res}

# delete lipids that fall out of the PBC box
# the following numbers are for example only; yours are different!
set xmin -50
set xmax 50
set ymin -50
set ymax 50
foreach lseg {"LIP1" "LIP2"} {
# find lipid backbone atoms
set selover [atomselect top "segid $1lseg and (x<$xmin or x>$xmax or
y<Symin or y>Symax)"]
# delete these residues
set resover [lsort -unique [$selover get resid]]
foreach res S$Sresover ({

delatom $lseg Sres

# write full structure
writepsf shaker membrane.psf

writepdb shaker membrane.pdb

# clean up

file delete Stemp.psf
file delete Stemp.pdb
file delete A.pdb
file delete B.pdb
file delete C.pdb
file delete D.pdb

# non-interactive script

mol load psf shaker membrane.psf pdb shaker membrane.pdb
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Script Water.box.tcl para colocar caja de agua al sistema
resetpst
# solvate 1.1 has a bug, either 1.1.1 (downlcaded) or 1.2 will work

package require solvate

solvate shaker membrane.psf shaker membrane.pdb -o solvate shaker -s WT -

b 2.4 -t 0 -z 15 +z 15

#Se elimina todo y se cargan los archivos generados

mol delete all

mol load psf solvate shaker.psf pdb solvate shaker.pdb

Script 0O4borrador_aguas_membran.tcl para borrar moléculas de agua ubicadas entre la

proteinay membrana

resetpst

mol load psf solvate shaker.psf pdb solvate shaker.pdb

set del [atomselect top "water and (z<23 and z>-23) and not ( (x < 10 and

x > =10) and (y < 10 and y > -10) and (z<23 and z>-23))"]
package require psfgen

readpsf solvate shaker.psf

coordpdb solvate shaker.pdb

foreach seg [$Sdel get segname] res [$Sdel get resid] {

delatom $seg Sres

writepsf shaker agua shaker.psf

writepdb shaker agua shaker.pdb
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mol load psf shaker agua shaker.psf shaker agua shaker.pdb

Script 06Fixing_Atoms para volver afijar los atomos ante posibles movimientos
set all [atomselect top all]

$all set beta 0

set to fix [atomselect top "name CA and not (resid 441 to 447)"]
Sto fix set beta 0.5

$Sall writepdb Restrain.pdb

Equil para obtener trayectoria por NAMD

pairlistdist 13.5

# Integrator Parameters

timestep 2 # 1fs/step (2)
rigidBonds all ;# needed for 1fs steps (2)
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 1
stepspercycle 20

cellBasisVectorl 92.91 00.00 00.00 #dimension en X
cellBasisVector2 00.00 93.59 00.00 #dimension en'Y
cellBasisVector3 00.00 00.00 87.73 #dimension en Z
cellOrigin 00.00 00.00 00.00 #CENTRO DEL SISTEMA

Pme on
PmeGridsizeX 94
PmeGridsizeY 96
PmeGridsizeZ 90
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useGroupPressure yes # smaller fluctuations

useFlexibleCell yes # allow dimensions to fluctuate independently
useConstantRatio no # fix shape in x-y plane

margin 4

wrapAll on

#Output

binaryoutput no
outputEnergies 100
outputTiming 1000
xstFreq 1000
dcdFreq 5000
restartfreq 1000

langevin on
langevinDamping 0.1
langevinTemp 300

langevinHydrogen  no

langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 100.0
langevinPistonDecay 50.0

langevinPistonTemp 300

BHHHHHR R R R R

if {0} {
fixedAtoms on
fixedAtomsFile  Fix.pdb
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fixedAtomsCol B

}

if {1} {

constraints on

consRef Restrain.pdb
consKFile Restrain.pdb
consKCol B

}

minimize 1000

run 5000000

Script Densidad l6nica

S i i
#OBTENIENDO PARAMETROS

S o o o
#mol load psf ionized.psf pdb ionized.pdb

#mol addfile Equil efield II.dcd type dcd step 5 waitfor -1

#OBTENIENDO CANTIDAD DE FRAMES

set n frames [molinfo top get numframes]

#OBTENIENDO EJE A MUESTREAR

#z

puts "Ingrese el eje a muestrear: "

set axis [gets stdin]

while { $axis != "x" && Saxis != "y" && Saxis != "z" } {
puts "El eje debe ser 'x', 'y' o 'z'"
puts "Ingrese el eje a muestrear: "
set axis [gets stdin]

}
#OBTENIENDO ESPESOR DE CAPA
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#espesor =1

puts

set thick layer [gets stdin]

while { S$thick layer <= 0 } {

}

puts
puts

set thick layer [gets stdin]

#OBTENIENDO RADIO DE CAPA

#radio 4

puts "Ingrese el radio para cada capa:

gets stdin radius layer

while { S$radius layer <= 0 } {

}

puts
puts

gets stdin radius layer

#OBTENIENDO INTERVALO DEL CALCULO

"Ingrese coordenada $axis inferior:

stdin min

"Ingrese coordenada $axis superior:

stdin max

puts

gets

puts

gets

while {
puts
puts
gets
puts
gets

#OBTENIENDO EL VOLUMEN DE LA CAJA

puts "Ingrese el volumen de la caja

[expr $max - $min] <= 0 }
"Parametros incorrectos!"

"Ingrese coordenada $axis inferior:

stdin min

"Ingrese coordenada $axis superior:

stdin max

gets stdin v _box

while { $v box <= 0 } {

puts

"volumen incorrecto...

"Ingrese el espesor de cada capa:

"

"El espesor debe ser mayor que cero"

"Ingrese el espesor de cada capa:

"w

"El radio debe ser mayor que cero!"

"Ingrese el radio para cada capa:

\AJ

ALl

(en A"3):
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puts "Ingrese el volA°men de la caja (en A"3): "

gets stdin v_box
}
FHEFHE A AR A H A A AR A
#CALCULANDO OTROS PARAMETROS
FHEHHHHH A A A A AR
#CALCULANDO LOS OTROS DOS EJES, PARA EL CALCULO DE DISTANCIAS
set axis a x
set axis b y
if { Saxis == "x" } {

set axis a z
} else {

if { Saxis == "y" } {

set axis b z

H}
#CALCULANDO EL VOLUMEN DE LAS CAPAS
set PI [expr 2*asin(1.0)]
set v_layer [expr S$PI * pow(Sradius layer, 2) * $thick layer]
puts "El volumen de cada capa es de $v_layer A"3"
#CALCULANDO LA CANTIDAD DE CAPAS
set n layers [ expr round(($max - S$min) / $thick layer) ]
puts "Se calcularAin $n layers capas..."
#INICIALIZANDO LOS CONTADORES PARA CANTIDAD DE IONES POR CAPA
for { set 1 0 } { $i <= $n layers } { incr i } {

set n ions inside($i) 0

set n ions outside($i) O
}
#CALCULANDO LA DENSIDAD DE IONES EN LA CAJA
set num pot [[atomselect top "resname POT or resname MG" frame 0] num]
fdensidad de iones POT y MG totales en la caja
set density [expr 1.0 * Snum pot / $v_box]
FHH A R R R R 4
#COMENZANDO LAS ITERACIONES
S i

for { set 1 0 } { $i < $n frames } { incr i } {
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puts "Iteracion $i"
#SELECCIONANDO LOS IONES QUE SE CONTARAN
#solo selecciona potasio
set ions [atomselect top "name POT and same residue as S$Saxis <=
Smax and Saxis >=Smin" frame $i]
#CREANDO LISTA DE COORDENADAS DE LOS IONES
set 1 axis [$ions get Saxis]
set 1 axis a [$ions get Saxis_ a]
set 1 axis b [$ions get Saxis Db]
#LIBERANDO MEMORIA
unset ions
#Toma las coordenadas de cada ion de la seleccion
foreach coor $1 axis coor a $1 axis a coor b $1 axis b {
#Calcula la distancia al eje de muestreo
set distance to axis [ expr sqrt( pow($coor a, 2) + pow(Scoor b, 2) )
]
#Calcula la capa en la que se encuentra
set layer [expr int(floor((Scoor - $min) / $thick layer)) 1]
#Pregunta si estA; dentro de alguna capa

if { Sdistance to axis <= Sradius layer } {

#Se incrementa el contador gque corresponda
incr n ions inside($layer) 1
} else {

incr n ions outside($layer) 1

}

FHH A S

#PROCESANDO LOS VALORES DE CONTADORES

FHH A S

#CALCULO DE CANTIDAD DE IONES ESPERADA EN CADA CAPA, densidad total por
el volumen de la capa = iones que deben haber en una capa

set n ions ref [expr S$density * $v_ layer]

for { set 1 0 } { $i <= $n layers } { incr i } {
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#CALCULO DE LA CANTIDAD DE IONES PROMEDIO EN LA CAPA i
set n _ions inside($i) [expr 1.0 * $n ions inside($i) / $n frames]
set n_ions outside($i) [expr 1.0 * $Sn ions outside($i) / $n_ frames]
#CALCULO DE LA DENSIDAD DE IONES EN CADA CAPA, numero de iones promedio
que hay en una capa dividido por el volumen capa= densidad x #capa
set DENSITY($i) [expr 1.0 * $n ions inside($i) / $v_layer]
#CALCULO DE LA RAZON ENTRE DENSIDAD LOCAL Y DENSIDAD TOTAL

set G($1) [expr 1.0 * $n ions inside($i) / $n _ions ref]

#no sera mejor calcular el numero de iones por capa
#NUMERO DE CARGAS TOTALES
# (numero cargas + en una capa /volumen capa) / (numero cargas + /volumen
total-lipidos) =denlocal /dentotal

set RATIO(Si) [expr 1.0 * ((Sn_ions_inside($i) / $v_layer ) /
Sdensity )]

}
FHEHHFHFH AR AR AR
#SALIDA DE RESULTADOS
G o i o
#PIDIENDO NOMBRE DE ARCHIVO DE SALIDA
puts "Ingrese un nombre de archivo para escribir los resultados: "
gets stdin filename
#OBTENIENDO TIPOS Y NOMBRES DE ARCHIVOS
set 1 types [molinfo top get filetypel]
set 1 files [molinfo top get filename]
set £ [open S$filename w]
puts $f "Resultados Calculo Densidad Local / Densidad Total"
puts -nonewline $f "Tipos de archivo cargados: "
foreach type $1 types {
puts $f "Stype"
}
puts $f "Archivos cargados:\n"

foreach file $1 files {
puts Sf "Sfile"
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}

puts
puts
puts
puts
puts
puts
puts
puts
puts
puts
puts
puts

for { set 1 0 }

st
st
St
St
St
St
st
st
st
st
Sf
Sf

"\nframes analizados

"Eje de muestreo

"Espesor de capa

"Radio de capa

"Volumen de cada capa
"VolA°men Total de la caja
"Cantidad Total de iones
"Densidad Total en la caja

"Cantidad de iones esperada

mww

$n_frames"
Saxis"
Sthick layer"
Sradius layer"

$v_layer Angstrom cA°bicos\n"

$v_box Angstrom cA°bicos"

$num_pot"

$density iones / A"3"

$n_ions ref"

"capa desde hasta iones Densidad Local G"

{ $1 < $n layers } { incr i } {

set desde [expr $i * Sthick layer + Smin]

set hasta [expr ($1i + 1) * S$thick layer + $min]

set J [expr $1 + 1]

puts $f "$j Sdesde Shasta $n ions inside($i) SDENSITY ($1)

SRATIO (S$i)"

}

close S$f
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