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RESUMEN

La osmosis es un fendmeno importante desde el punto de vista bio-
l6gico, pero también desde el punto de vista de la ciencia de materiales
no solo para el desarrollo de nuevos materiales para osmosis inversa sino
también para el desarrollo de materiales utiles en cromatografia y sepa-
racion selectiva de iones.

Los estudios de dinamica molecular han demostrado ser utiles para
el analisis del numero de moléculas de agua, la velocidad a la que se
mueven y la selectividad en canales nanométricos bioldgicos como las
acuaporinas, o no biolégicos como nanotubos de carbono.

En este trabajo estudiamos un sistema hipotético que consistente
en una bicapa lipidica de 400 moléculas de 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fos-
focoina y un nanotubo de carbono de 5nm de longitud, estructura armchair
de 924 atomos de carbono insertada verticalmente a la mitad de la mem-
brana. Esta membrana se encuentra separando un volumen de agua y
una solucion de NaCl 145 milimolal. También se realiza otra simulacion
similar con una sal distinta, KCI, de la misma concentracion. El nanotubo
de carbono comunica ambas secciones, el volumen de agua pura por un
lado con la solucién salina por el otro. Este sistema se simul6 a traves del
paquete de dinamica molecular GROMACS utilizando el campo de fuerza
Gromos 53A6 para todas las estructuras, Madrid 2019 para simular los
efectos de los iones en solucién acuosa y TIP4P/2005 para el agua.

Primero se simulo el sistema por un corto periodo en el colectivo
NVT y, una vez equilibrado en NPT por un periodo prolongado de 200ns.

De acuerdo a lo observado las moléculas de agua se mueven hacia
el lado de la solucion, como en todo fenbmeno osmético, y los iones no
atraviesan el canal del nanotubo. Se evalu6 el movimiento de las molécu-
las de agua en el eje Z respecto a la orientacion de la caja de simulacion.
Para este fin se utilizaron dos programas de analisis proporcionados por
el Dr Miguel Angel Gonzales. El primero es un script que genera un regis-
tro de las moléculas que atraviesan el centro de masa del nanotubo de
carbono respecto al eje z, que es el eje de orientacién del nanotubo de
carbono, todo esto en funcién del tiempo y estos se almacenan para luego
ser analizados con un segundo programa escrito en Python que nos
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proporciona graficos con el numero y la molalidad de las soluciones en el
tiempo.

De acuerdo a lo observado para ambas sales existe una migracion de
moléculas de agua la tasa de moléculas que atraviesan el nanotubo esta
en el rango de 107 moléculas por segundo. Hecho que demuestra que las
moléculas migran a lo largo del canal como es esperado para un feno-
meno de 0smosis.

4
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ABSTRACT

Osmosis is an important phenomenon from the biological point of
view, but also from the point of view of modern materials science not only
for the development of new materials for reverse osmosis but also for the
development of useful materials in chromatography and selective ion sep-
aration.

Molecular dynamics studies have proven to be useful for the analysis

of the number of water molecules, the speed at which they move and the
selectivity in biological nanometric channels such as aquaporins, or non-
biological channels such as carbon nanotubes.
In this work we study a hypothetical system consisting of a lipid bilayer of
400 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocoin molecules and a 5nm long
carbon nanotube, armchair structure of 924 carbon atoms inserted verti-
cally to the middle of the membrane. This membrane is found by separat-
ing a volume of water and a solution of 145 millimolal NaCl. Another similar
simulation is also performed with a different salt, KCI, of the same concen-
tration. The carbon nanotube communicates both sections, the volume of
pure water on one side with the saline solution on the other. This system
was simulated through the GROMACS molecular dynamics package us-
ing the Gromos 53A6 force field for all structures, Madrid 2019 to simulate
the effects of ions in agueous solution and TIP4P / 2005 for water.

First, the system was simulated for a short period in the collective
NVT and, once balanced in TPN for a prolonged period of 200ns.

According to what is observed, the water molecules move towards
the solution side, as in all osmotic phenomena, and the ions do not cross
the channel of the nanotube. The movement of the water molecules in the
Z axis with respect to the orientation of the simulation box was evaluated.
For this purpose, two analysis programs provided by Dr Miguel Angel Gon-
zales were used. The first is a script that generates a record of the mole-
cules that cross the center of mass of the carbon nanotube with respect to
the z-axis, which is the orientation axis of the carbon nanotube, all this as
a function of time and these are stored for later be analyzed with a second
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program written in Python that gives us graphs with the number and mo-
lality of the solutions over time.

According to what has been observed for both salts, there is a mi-
gration of water molecules, the rate of molecules that pass through the
nanotube is in the range of 10’ molecules per second. Fact that shows
that the molecules migrate along the channel as expected for an osmosis
phenomenon.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El estudio de los fendmenos de 6smosis ha atraido la atencion debido a la utilidad en
el estudio de membrana. La dinamica molecular es importante para simular e investi-
gar estos mecanismos de trasporte del agua que ocurre durante la 6smosis. *

1.1. Permeabilidad osmoética

La permeabilidad a través de una membrana es un fendmeno que ha llamado
mucho la atencién en el campo de la simulacion molecular por la importancia que tiene
en el estudio de los mecanismos de transporte a través de las membranas celulares
y el interés por comprender los procesos de 0smosis y 0smosis inversa.

Desde las primeras observaciones experimentales de los procesos de osmosis
en las plantas realizados por Pfeffer (1877) y el desarrollo de la teoria osmotica reali-
zado por Van’t Hoff (1855) ha habido un creciente interés por comprender la natura-
leza del transporte a través de las membranas celulares.

Los mecanismos de permeabilidad de una membrana estan gobernados por
una serie de factores entre los que destacan la estructura de la membrana y la natu-
raleza de los agentes permeantes. El agua y el oxigeno son los agentes permeantes
mas estudiados, por su importancia bioldgica.

La confirmacion de la arquitectura molecular de la bicapa lipidica por microsco-
pia electronica, la simulacion de estructuras proteicas y el desarrollo de la dinamica
molecular de fluidos complejos han sido las bases fundamentales para que en 1994
se propusieran los primeros modelos atomisticos de bicapas de fosfolipidos por Be-
rendsen y Marrik.?

El mecanismo de transporte de agua a través de la membrana celular fue esta-
blecido gracias a los estudios realizados por Began (1985) quien descubrio que exis-
ten proteinas que se encargan de realizar el transporte de agua a través de la mem-
brana de células de glébulos rojos. Esta proteina fue aislada y se le denomin6 CHIP28,
pero actualmente conocida como acuaporina.®

Los canales de agua son mecanismos celulares que permiten el paso del agua
a través de la membrana celular en los organismos vivos. Este trasporte de agua esta
restringido por una serie de factores entre los que figuran los mecanismos de osmosis.
La permeabilidad a través de las membranas biolégicas ha sido objeto de muchos
estudios tedricos y experimentales.*
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Uno de los pardmetros mas estudiados en los fendmenos de osmosis es la presion
osmética®. Los principios del andlisis de esta propiedad es el potencial quimico que,
en términos de presion, P, y fraccion molar del soluto, Xs, se expresa como sigue:

_(Ou a,u)
du = (6P>XS dp + (axs ) aXs

Considerando que du=0 en el equilibrio, aplicando transformada de Legendre G=E-
TS+PV a la ecuacion de la segunda ley de la termodinamica dE=TdS-PdV+udn tene-
mos:

dG = -SdT + VdP + pdn

considerando que se la 0smosis es un proceso a temperatura constante:
(6;1) _(6(66)) _ a(aG> _aV_V
oP/x,  \dP\on pXS_ oP\on/x,/, on

Derivando la ecuacion de Gibbs — Duhem respecto a Xs, tenemos:

((’)u) _ RT
X/,  1—X,

Sustituyendo estas ecuaciones en la del potencial quimico tenemos:

RT
1—X,

Integrando la ecuacion desde Py hasta Po+/77 para la presion y desde 0 hasta Xs para
la fracciébn molar del solvente se obtiene la presién osmética:

Vdp =

RT
M=—=In(1-X)
Si In(1-Xs) ~ Xs, obtenemos la ecuacion de Van't Hoff para la presion osmética:

XS nS

[ =RT—= =RT—

- V - V

Esta ecuacion depende del volumen de la solucién®.

En el contexto termodinamico el desarrollo de McMillac — Mayer para las soluciones
puede aplicarse a la interpretacién de una funcién de estado para la 6smosis. En un
sistema bicomponente soluto — solvente la presion osmotica se puede expresar
como un polinomio de la concentracién molar del soluto Cz’:

1 = Cz + Bzzc% + C22C§ +
RT

10
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Donde B22 y C22 son el segundo y tercer coeficiente del virial osmotico. Formalmente
B2, da cuenta de las interacciones de pares de moléculas de soluto, Cz2, las interac-
ciones de entre grupos de tres moléculas y asi sucesivamente. La interpretacion de
los coeficientes de viral depende del marco termodinamico que se elija.

Un ejemplo de interpretacion del segundo coeficiente del virial osmotico B2z es en la
interaccidon entre moléculas de proteinas. B22 presentar el potencial de interaccion
de las moléculas de proteinas con sus propiedades termodinamicas. Este potencial
es complejo, pero existen metodologias que consideran estos potenciales como un
potencial promedio.®

Del mismo modo este parametro se ha relacionado con factores como la hidrofobici-
dad de moléculas al momento de evaluar la formacion de moléculas anfifilicas de li-
pidos al autoorganizarse y formar bicapas® o micelas?®.

1.2 Latécnica de dinamica molecular

De acuerdo a la IUPAC, “la dinamica molecular es un procedimiento de simulacién
gue consiste en el calculo del movimiento de atomos en una molécula o de atomos o
moléculas individuales en sélidos, liquidos y gases, de acuerdo con las leyes de mo-
vimiento de Newton. Las fuerzas que actuan sobre los atomos, necesarias para simu-
lar sus movimientos, se calculan generalmente utilizando campos de fuerza de la me-
canica molecular”.'t

Los célculos de dindmica molecular se pueden desarrollar a través de programas de
computacion entre los que destacan GROMACS?!? y LAMMPS?? entre otros. Estos
programas nos proporcionan la evolucion dinamica en el tiempo de un sistema que
puede estar conformado por moléculas, atomos o iones. Una vez calculadas, un ana-
lisis de trayectorias permite evaluar propiedades termodinamicas y de transporte del
sistema estudiado.

Los sistemas que se simulan en dinamica molecular pueden estar conformados por
cientos de miles de atomos o moléculas complejas como proteinas, moléculas de
ADN, virus o nanoparticulas. Mas aun se pueden simular sistemas hipotéticos que
permiten calcular el comportamiento de sistemas biolégicos, o materiales modernos.

11
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1.4. Objetivos

Objetivo General

Estudiar a través de simulaciones de dinAmica molecular la permeabilidad os-
motica en un sistema conformado por dos secciones separadas por bicapas lipidicas
de DOPC conectadas a través de un nanotubo de carbono transmembranico que per-
mite el paso de agua entre una seccién de agua pura y otra de solucién salina de
concentracion cercana a las condiciones fisioldgicas: 145 milimolal.

Objetivos especificos

1. Preparar dos cajas de simulacion distintas, cada una consistente de bicapas
lipidicas de DOPC con un nanotubo de carbono que separan dos secciones:
La primera con agua pura y solucion de NaCl 145 mm y la otra con agua pura
y solucion de KCI 145 mm

2. Realizar la simulacion de dinamica molecular en el colectivo NPT utilizando el
codigo “open source” GROMACS, comprobando la migracion de las moléculas
de agua a través del nanotubo de carbono

3. Analizar los resultados obtenidos calculando la variacion de la molalidad de la
solucion salina utilizados programas escritos para este proposito.

12
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.1 Infraestructura fisica:

Las simulaciones se desarrollan en el centro de computacion del departamento
de Quimica Fisica de la Universidad Complutense de Madrid utilizando el programa
GROMACS version 20016.4 para la dinamica molecular y Python version 3.11 para el
cbdigo de analisis (con la ayuda del Dr. Gonzalez).

2.2 Métodos
2.2.1 Dinamica molecular.

La dinamica molecular es una técnica que nos permite estudiar la evolucién
temporal de un sistema, conformado por atomos, iones o moléculas, a través de los
principios basicos de la mecanica clasicals.

Respecto a la mecéanica cuantica, la dinamica molecular presenta mucha simplifica-
cion en sus procedimientos y hace posible la simulacién de sistemas de miles de
atomos basandose en los principios de la dinamica newtoniana en la que se necesita
la fuerza (F) que actla sobre cada particula que esta dada por la ecuacion:

Fi = m;a;

Siendo m la masa y a la aceleracion. También se usa una gradiente de la funcion de
energia potencial (U):

Fi = —Vl'U
Luego podemos encontrar la aceleracion a través de la ecuacion:

dUu _ dzri
dr, - "Mdee

La integracion de las ecuaciones de movimiento se realiza a través de algoritmos
gue se basan en las series de Taylor. Aunque los algoritmos de Runge Kutta son los
ideales para este fin, el cambio muy rapido de las fuerzas lo hacen poco aplicable y
en su lugar en dindmica molecular se propone el algoritmo de Verlet.*®

Para determinar las posiciones de las particulas, r, a partir de una posicion previa en
un tiempo t, se realiza un paso de tercer orden de la seria de Taylor r(t+At) y luego
se realiza un paso hacia atras r(t-At) como se demuestra en las siguientes!® ecuacio-
nes:

1 1.
r(t + At) = r(t) + v(t)At + Ea(t)AtZ + ar(t)At3 + 0(Ath)

1 1..
r(t — At) = r(t) — v(t)At + Ea(t)Atz — ar(t)At3 + 0(4t%)

13
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Al sumar estas ecuaciones la primera y tercera derivada se cancela y tenemos una
expresion mas simple:
r(t + At) + r(t — At) = 2r(t) + a(t)At? + 0(4t?)

El siguiente paso se expresar a partir de la posicion anterior y la aceleracion actual:
r(t + At) = 2r(t) — r(t — At) + a(t)At? + 0(At?)

En dindmica molecular las velocidades se pueden estimar por diferencia finita:
1
v(t) = AL [r(t + At) — r(t — At)] + 0(4t?)

Aunque este algoritmo puede tener un error de cuarto orden presenta la ventaja de
ser simple, no necesita almacenar velocidades y permite multiples calculos de
fuerza, con poco consumo de recursos de memoria y procesamiento del ordenador.

2.2.2 Condiciones iniciales y condiciones periddicas del sistema.

El primero paso para realizar una simulacion es establecer las condiciones iniciales
del sistema. Aun cuando el sistema es un fluido, la forma mas conveniente de esta-
blecer las condiciones iniciales del sistema es considerarlo como un solido con una
estructura cristalina establecida.

En una estructura cristalina los atomos estan en una posicién de equilibrio de modo
gue las atracciones y repulsiones se han minimizado. Este detalle es importante ya
que un orden aleatorio inicial puede colocar las particulas muy préximas e incluso
superpuestas, esto dificultaria la integracion de las ecuaciones de movimiento.

Las simulaciones permiten estudiar las propiedades fisicas de un sistema infinito (de
bulk) a través de un sistema finito, confinado en una caja, y repetido 26 veces (en las
tres dimensiones).

Las particulas que se consideran en el sistema corresponden a la caja de simulacion
principal, cuyas dimensiones son fijadas de acuerdo a las condiciones de simulacién
en un colectivo NVT.

La evolucién del sistema una vez iniciada la simulacion llevara el sistema al estado
gue se esta buscando, pero se debe fijar las condiciones periddicas del sistema, de lo
contrario las particulas pueden escapar de la caja de simulacion, que tiene tamafio
finito.

Para conservar el nUmero de particulas se establece las condiciones periédicas de
contorno. Esta es una técnica que considera el sistema como una celda unidad, la
caja de simulaciéon estara rodeada por cajas exactamente iguales en todas las direc-
ciones. Asi, cuando una particula abandone la caja de simulacidén por una cara de la
caja de simulacion, otra particula igual entrara en la caja por la cara opuesta, tal como
se muestra en el siguiente esquema, de modo que el nUmero de particulas se man-
tendra constante durante la simulacion.

14
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Gréfico 1: Esquema de una caja de simulacién (en fondo plomo) y sus imagenes en un entorno
bidimensional. Al salir una de las particulas del sistema otra particula ingresa en la caja de
simulacion por el lado puesto.

2.2.3 Energia Potencial

El sistema que se va a simular en este trabajo esta conformado por varios ele-
mentos cada una de ellos tiene sus particularidades. Por eso se aplican diferentes
campos de fuerza para simular estos elementos.

La membrana formada por la bicapa lipidica y el nanotubo se simulan utilizando un
campo de fuerza denominado GROMOS53A y OPLS-AAY’ Para el agua y los iones
en solucion se aplican los campos de fuerza TIP4P/2005 y Madrid 2019.

Un campo de fuerza consta de parametros especificos para determinado tipo de mo-
léculas y principalmente trata con la funcidén de potencial mas idéneo una funcion de
energia potencial que se presenta entre determinado tipo de estructuras

En un sistema conformado por moléculas y iones se presentan una serie de interac-
ciones relacionadas con la estructura molecular y la carga electrostatica de las dife-
rentes especies.

En dinamica molecular las particulas evolucionan mediante el campo de fuerza el
cual es un conjunto de ecuaciones y paradmetros que nos permitiran reproducir las
estructura y propiedades del sistema.

Si un sistema esta formado por moléculas y iones, Los potenciales del sistema, Usist,
pueden ser intramoleculares e intermoleculares, ambos contribuyen al potencial total
del sistema:

Usist =U intramolecular + U intermolecular

2.2.3 .1 Potencial Intramolecular
El potencial intramolecular esta dado por la interaccion de los atomos enlaza-
dos en la molécula siento los movimientos de vibracidon o estiramiento de enlace, tor-

sion y flexion los contribuyentes de este tipo de energia. En la siguiente tabla se re-
sumen los detalles de estos tres tipos de interaccion:

15
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Tabla 1: interacciones intramoleculares

Tipo Representacién Ecuacién Definicidn
Potencial Se representa por la
por vibra- ley Hooke para un re-
cion de en- sorte porque la distan-
lace O-NM\WWW-O £ _ ﬁ(r . )2 cia promedio de en-
entace = 2 “ lace se mantiene préac-
ticamente constante
Potencial 0 E ﬁ(g s )2 Se puede representar
por flexién Q%Q flexion = e a través del potencial
angular armonico de Hooke
Potencial Euorsion = 21+ cosmo — )] | S€ perfila a partir de
por Tor- 2 una expresion de serie
sion de de Fourier para la
Angulo energia.
diedro
Potencial 0 Ko 2 | No corresponde a un
de torcion N Eumpron = 5 (6 = 6ea) | 4100110 di
gulo diedro, pero se
de angulo da entre 4 atomos.
diedro im-
propio

En la tabla 1K, Kg son constantes de resorte y armonico del potencial de Hooke, Vn
es el potencial de la barrera de torcion, t es el angulo de flexion, 6 y ¢ son la medida
de &ngulo que se indica y y es el &ngulo correspondiente al minimo energeético. Es-
tas interacciones corresponden a atomos continuos, atomos alejados pueden inter-
actuar dentro de una misma molécula.

2.2.3.2 Potencial intermolecular

Este tipo de interacciones corresponden por ejemplo a las fuerzas de disper-
sion de Van der Waals y las interacciones electrostaticas.
Las interacciones entre dos atomos 0 moléculas pueden ser de dispersion. Estas in-
teracciones se pueden modelar satisfactoriamente a través de la ecuacion de poten-
cial de Lennard Jones

A\

Gréfico 2: Curva de energia potencia de Lennard Jones

16
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Uws. Este tipo de interaccion es del tipo atractivo basicamente a largo alcance y re-
pulsivo a corto alcance.
La ecuacion de Lennard — Jones esta compuesta por dos componentes, el compo-

12 6
nente repulsivo ( ) y el componente atractivo ( ) :
Ti,j Tij

o 12 o 6
o) =1 ()

r;,j representa la separacion entre dos atomos o moléculas iy j.

o es la distancia a la cual el potencial de las dos particulas interactuantes se hace
cero y representa el diametro de las particulas. ¢ representa el potencial con el que
las particulas se atraen?®,

2.2.3.3 Interacciones electrostaticas

Las interacciones electrostaticas de las particulas cargadas del sistema se eva-
lGan a partir de la ecuacion de la ley de Coulomb.

__1 4
e, 13

En esta ecuacion eyrepresenta la constante de permitividad eléctrica, r es el vector
distancia entre dos particulas puntuales de carga g1 y g2. Cuando las particulas son
del mismo signo, la fuerza F es repulsiva y cuando las particulas son de cargas opues-
tas la fuerza atractiva.

Considerando un sistema de N particulas, la repulsién sobre una particula de carga
gn Y POSICION Xn = (Xn,Yn,Zn) con =1, ..., N, por parte de otra particula gm en una posicion
Xm Sera:

- X
F(tm) = 7~ ")3, m=1,.,N
- xnl
En términos de energia potencial sera:
1 N N
an
Vo = Y = =1,
elect. 47‘[60 dm X — Xp,
m=1 n=1

Desde el punto de vista computacional el calculo de la energia potencial eléctrica del
sistema seria muy extenso porque este potencial es de largo alcance que en principio
no se podria calcular en un sistema finito con condiciones periddicas de contorno.

su solucion se realiza a través de algoritmos como “particle mesh-Ewal” (PME) que
permite calcular unas interacciones de alcance infinito en una caja de simulacion finita.
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2.2.3.4Correcciones de largo alcance

Para evitar el consumo excesivo de tiempo de computacién se aplica un radio de corte
sobre el alcance r del potencial, este radio de corte restringe el alcance del potencial
de la particula, disminuye el consumo de recursos y especialmente el tiempo de la
simulacion.

Los cortes en el alcance del potencial llevan a error de los resultados del célculo de la
evolucién temporal de las particulas del sistema, por eso, se aplican también correc-
ciones de largo alcance que pueden mejorar la precision de los resultados.

2.2.3.5 Campo de fuerza GROMOS 53A6

Este es un campo de fuerza que tiene por objeto representar aspectos especi-
ficos de biomoléculas. Se ha aplicado a proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos y
lipidos.

El propésito del campo de fuerza GROMOS?®® es proporcionar funciones que minimi-
cen el numero de parametros requerido para evaluar el potencial facilitando la trans-
ferencia de parametros entre secciones similares de las moléculas. Los parametros
precisos para la estructura de la molécula provienen de datos espectroscopicos y cris-
talograficos de las mismas mientras que las interacciones entre pares de moléculas
provienen también de distancias intermoleculares y las polarizabilidades que se esta-
blecen.

Para el caso de la fosfatidilcolina se tiene en la parte mas polar se tiene la distribucion
de cargas que se muestra a continuacion:

] 0.4 i
CH3P ;
0.4 I-o.s 0.4 E."“"“"-(-J.-B -------- 1
CH3P — N —CH3P | (0]
|o.3 ' 04 -0.8 |1.7 -0.8
CH2 —%—CHZ—O—-P—-O

| -0.7

T s o3 T

| CH2 — CH — CH2

i 0.6 0.8 | i | 0.7 -0.7

i 0=C—0 |{0—C==0

! .I 0.7 1 -0.7

...................... 8 NP M ——
R R

Gréfico 3: Distribucion de cargas realizada establecida para el grupo 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-
fosfocoina en GROMOS 53A6%°. R corresponde al resto de la cadena hidrocarbonada del grupo

oleoil.
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En el campo de fuerza GROMOS, las interacciones enlazadas son la suma de térmi-
nos de enlace, angulo de enlace, angulo diedro armonico (impropio) y angulo diedro
trigonométrico (torsional). Las interacciones no vinculadas son la suma de Van der
Waals (Lennard-Jones, LJ) y interacciones electrostaticas (Coulomb con campo de
reaccion, CRF) entre todos los pares de atomos:

Venlazante(r; S) — Venlace(r:s) + Véngular(r; S) + Vdiedro p(s; S) + Vdiedro imp(r; S)
yne enlazante(r; S) — VL](T'; S) + VCRF(r; S)

Los potenciales enlazantes y no enlazantes estan en funcion a la posicién r y un pa-
rametro especias, s, que son parametros propios del campo de fuerza.

Finalmente, el hamiltoniano, H, del sistema contempla la energia cinética, K, que de-
pende del momento, p, y la masa, m, que en este campo de fuerza esta codificada?*

N P2 N 1
Kpm) = ) = ) gmivt
' =

=1

H(p,m,r,s) = K(p,m) + V(r,s)
2.2.3.6 Campo de fuerza TIP4P/2005

El agua en dindmica molecular se puede tratar como un solvente implicito, un modelo
atomistico explicito o como un modelo de grano grueso (coarse grain).

Dentro de los modelos atomisticos explicitos destacan aquellos no polarizables que
consideran 3 a 7 puntos. Estos modelos pueden ser: modelo de carga puntual simple
(SPC) basado en la molécula de agua en el hielo y modelos de potencial intermolecu-
lar transferible (TIP) basado en las moléculas de agua en vapor.

Dentro de la familia de modelos TIP destacan los aquellos de 3y 4 puntos. El modelo
de 4 puntos se utiliza en la parametrizacion OPLS (optimized potential for liquid simu-
lation).?? OPLS es un capo de fuerza que se utiliza también para la simulacién del
nanotubo de carbono.

Gréfico 4: El modelo TIP4P consta de un sitio de Lennard-Jones para el atomo de oxigeno y
tres sitios de carga H, Hy M.23
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El modelo TIP4P/2005%* es un modelo que considera 4 puntos. Tres puntos corres-
ponden a los &tomos de hidrégeno y oxigeno y un punto denominado M se sitda en el
mismo plano de los atomos de Hy O, en la bisectriz del angulo H — O — H tal como se
muestra en gréafico 4. M es un punto en el que se ubica la carga parcial.

Una caracteristica importante de este modelo es que el oxigeno no tiene carga, pero
participa de las interacciones de tipo Lennard - Jones entre dos moléculas, mientras
que el Hy el sitio M tiene carga, pero no intervienen en las interacciones tipo Lennard
—Jones

Los parametros para el agua de acuerdo a este modelo se dan en la tabla2.

Tabla 2: Parametros del modelo TIP4P/2005 para el agua®?

TOH (A) ‘feHgOH’ c® |e/kky [a0) @ |aH @) |am)(e) | Tom @A)
00572 | 10452 |3.1589 | 93.2 0 05564 | -2q(H) | 0.1546

2.2.3.7 Campo de Fuerzaion Madrid 2019

En este campo de fuerza las moléculas de agua se consideran con el modelo
TIP4P/2005. Los iones que se consideran en esta solucién son Li*, Na*, K*, Mg?*,
Ca?*, Cl~y SO4%. Tanto las moléculas de agua como los iones son considerados
como particulas rigidas no polarizables. En este campo de fuerza se considera que la
carga se disipa por efecto del agua y se introduce el concepto de carga escalada. La
carga considerada para los iones se presenta en la tabla 3:

Tabla 3: Carga de iones en el campo de fuerza Madrid 2019 la carga esta en funcién de la
carga del electron e.?®

Especie Carga (e) Especie Carga (e)
Li*, Na*, K 0.85 Cl- -0.85
Mg?*, Ca?* 1.70 S04%-

2.2.4 Simulacion

Para los estudios de permeabilidad se debe considerar que existe una membrana y
un poro en estado sélido y un liquido, el agua que ademas contiene iones disueltos,
por esto se denomina al sistema heterogéneo.

Tipicamente una simulacion de dinAmica molecular se realiza en dos etapas.

una primera etapa corta en el colectivo NVT, con el fin de equilibrar el sistema seguida
de otra mas larga en el colectivo NPT que corresponde al estudio del sistema hetero-
géneo.
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2.2.4.1 Simulacién en el colectivo NVT

La simulacién en el colectivo NVT reduce la variacién caética de las velocidades del
sistema lo cual es importante para evitar el colapso del sistema cuando este se acople
con un baréstato en una simulacion siguiente.

Con el fin de mantener constante la temperatura se utiliza el termostato “velocity res-
caling”?®.Para este termostato la temperatura, T, es:

- z _Z mv, (t)
kaNf kBNf

i=1 «
En esta ecuacion p es el momento, m es la masa kg es la constante de Boltzmann, Nt
el nimero de grados de libertad, v la velocidad y t el tiempo.
Para que el sistema equilibre a una temperatura elegida el termostato se multiplica

por A a la ecuacion y se obtiene'

N
1 2ml(/1vl) 1 mavi

AT = e - =2 - DT
2443 kN 24y Nkg =@ -DTE

Siendo A = [
w’T(t)

To es la temperatura a la que se debe mantener el sistema.

2.2.4.2 Simulacion en el Colectivo NPT

Para lograr mantener constante la presion se aplican bardstatos como el propuesto
por Parrinello Raman?’

De acuerdo con la dinamica molecular Parrinello-Rahman, la celda unitaria de elec-
cion puede cambiar tanto el volumen como la forma. Un lagrangiano general que tenga
en cuenta este cambio de la celda unitaria puede escribirse como:

N
. 1 1 .
L(s, h,s, h) = Ez m;sfGs, — U(s, h) + EWTr(ht, h) — Pext O
i

Donde si representa el vector de posicion en coordenadas las coordenadas fracciona-
rias i, h es la matriz formada por los vectores de la celda, G es un tensor definido con
hth, pext €S la presion externa, Q es el elemento de volumen de la celda, W es una
constante con dimensionalidad de masa.
En GROMACS W -1se relaciona con la fuerza de acoplamiento y la medida en la que
la caja de simulacion puede ser deformada.
4m? By

3T5L

W) =
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De acuerdo a esta ecuacion gGj es la compresibilidad isotérmica, t es la constante de
tiempo y L es el elemento mas grande de la matriz de la caja de simulacion.

La integracion de la ecuacion del lagrangiano genera un ensamble NpH, siendo H la
entalpia que se considera como H = E+pextV siendo pextla presion que se quiere man-
tener en el sistema.

El baréstato Parrinello - Raman se puede combinar numéricamente con termostatos
para generar el colectivo NpT.
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Capitulo 3. Resultados y Discusiones

3.1 Caja de simulacién:

La caja de simulacion consta de dos secciones separadas por bicapas lipidicas
cada una constituida por 400 unidades de DOPC 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfocoina,
una unidad de nanotubo de carbono de tipo “armchair” con 924 unidades de carbono

comuna inclinacién de 30° respecto del eje z.

La primera seccién tiene 31809 moléculas de agua y la segunda 31647 moléculas de
agua e iones Na+ y Cl-, 84 unidades de cada uno. La caja de simulacion para el KCI

fue la misma, pero con 81 unidades tanto de K+ como de CI-.

P MM

[9e¥sg)

bhosdids | setseens

nanotubo de carbono

NaCl(ac) 145mm

uAtntkt hus
(LLTL kg

W»Q

(oeis o
WOLWSS  Lbbbbbl

H,O

ARAINIAAE RananAn
osddbds llllllll

Caja de simulacion

(a)

Caja de simulacion en VMD

(b)

Gréfico 5: Esquema de la caja de simulacion (a) secciones de las que se toma la caja de simu-
lacion a partir de media bicapa en la parte inferior y media bicapa en la parte superior, enmar-

cado en celeste. Las particulasT representan una molécula de DOPC. (b) imagen de la caja

de simulacién obtenida con el programa VMD se sefiala el eje z.
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3.2 Simulacion de la permeabilidad osmética:

El sistema se consta de dos secciones en las cuales fluye agua a través de un
nanotubo de carbono. La separacion de las secciones es a través de la bicapa lipidica
consistente de moléculas de DOPC que no permitirian el paso de las moléculas de
agua a través de ellas.

3.2.1 Obtencion de la caja de simulacion

La caja de simulacion se prepard en base a un trabajo previo realizado por J.
A. Hernandez Escobar?®. El cédigo de la bicapa lipidica de 400 moléculas de DOPC
se obtuvo a partir de un archivo generado en el programa AMBER, y se adapt6 a
GROMACS utilizando el comando pdb2gmx.

El cédigo para el nanotubo de carbono se edit6 utilizando la herramienta nanotube-
builder del programa VMD. El nanotubo es de pared simple y tiene una longitud de 5
nm con un didmetro de 1.49nm. La estructura es de forma de sillon

El nanotubo se coloca en la bicapa lipidica tras una expansion por 4 de la membrana
gue genera un espacio suficiente para insertar verticalmente el nanotubo de carbono.
El sistema se equilibra utilizando un paso de minimizacion de energia en GROMACS
y luego se comprime para obtener una configuracién estable.

Luego se utiliza el comando solvate de GROMACS para insertar moléculas de agua,
se eliminan las moléculas de agua que se generan dentro de la bicapa.

Para la caja de simulacion este sistema se repite dos veces generando las dos sec-
ciones. En estas secciones se han separado en 4 regiones que se describen en la
siguiente tabla 4

Tabla 4: Descripcién de las regiones de la caja de simulacion

Region Elementos Sistema con NacCl Sistema con KCI
1 NTC 1 unidad 1 unidad
DOPC 400 moléculas 400 moléculas
2 Agua 31809 31809
3 NTC 1 unidad 1 unidad
DOPC 400 moléculas 400 moléculas
4 Agua 31647 31647
Aniones 84 unidades Na+ 81 unidades K+
cationes 84 unidades CI- 81 unidades CI-

En el siguiente grafico se describe un flujograma d ellos pasos seguidos para la simu-
lacion de la permeabilidad osmotica.

Un esquema de los pasos seguidos durante el este trabajo de simulacién se presenta
en el grafico 6.
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Bicapa DOPC
GROMOS53A5/

GROMACS

Insercion de .
i ——
[ Estabilizacion }7 GROMACS MD

i

Hidratacién |le—— TIP4P/2005

\ 4

Insercion de
iones

Estabilizacion
Y

4
[ Simulacién NVT }

< ion Madrid 2019

Y
{ Simulacién NPT 1

\ 4

‘ Andlisis final del cal_traj_oxigens.sh
sistema -
Resultados [«—— ca_osmotic.py

Gréfico 6: Esquema de procedimientos seguidos para obtener los resultados de la simulacion

3.3 Parametros de simulacion

La region 4 tiene una solucion 145 milimolal de NaCl, similar a la concertacién
fisiologica de sales, esta camara esta conectada a otras dos a través del nanotubo de
carbono.

Las unidades de NaCl, Nnaci, en la caja de simulacion se determinan a partir de la
molalidad:

1mol H,0 18,01g 1kg 0.147mol NaCl 6,022x10%3unidades NacCl _

Nyact = 31647 moléc. H,0. . =9 .
Nacl MOt 20 g 022108 moléc. Hy,0 ' 1mol Hy0 " 10°g 1kg Tmol NaCl

84

Se considera la molalidad como unidad de concentracién porque la unidad de volumen
no se determinaria con exactitud en las secciones de simulacion razén por la cual no
se usa la molaridad, que es necesaria para determinar la presion osmatica con exac-
titud.
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Esta molalidad varia como consecuencia del paso de las moléculas de agua desde la
camara que tiene agua pura hacia la camara con la solucion de NaCl a través del
nanotubo de carbono.

Para la simulacion NVT se utiliza una simulacion corta de 2ns a la temperatura de
298K elegida porque la simulacién trata de recrear las condiciones ambientales.

Esta simulacion previa es corta y se aplican un paso de tiempo de 2 fs y un tiempo de
relajacion del termostato de 1ps.

Para la simulacion se utilizé el baréstato Parrinelo — Rahman con una presion de re-
ferencia de 1 bar y un paso de tiempo de 4fs y un tiempo de relajacion del termostato
T de 2,3 ps.

La temperatura del nanotubo es 0 K, sin embargo, el resto del sistema tiene una tem-
peratura tal que el promedio de todo el sistema alcanza 298K.

Se utiliza el termostato “velocity rescaling” con el tiempo de relajacién de 0,1ps.

3.4 Andlisis de la permeabilidad osmotica

Para el célculo de las moléculas de agua que atraviesan este canal se consi-
derd el centro de masa del nanotubo como un punto de referencia sobre el cual se
realiza el conteo de moléculas de agua que pasan, de una cadmara a la otra.

El sentido del movimiento de las moléculas de agua se hace con respecto al eje z de
la membrana tal como se esquematica en el gréafico 7:

NaCl(ac) 145mm (Regi6n 2)

S3rc
ols S0
ary

68 150
0 ]
/ y \\m T T

H,O (Regidn 1)
Grafico 7: Esquema del centro de masa del sistema en la parte central el nanotuvo de carbono,

las moléulas de DOPC se representan con la particula !. Se sefiala la direccién de movimiento
de las moléculas de agua en la 6smosis

eje del centro de masa

X

Este conteo se realiza después de la etapa de simulacién NPT del sistema. Con este
fin se utiliza el programa cal_traj_oxigens.sh y los resultados se grafican utilizando el
programa cal_osmotic.py ambos programas escritos por el Dr Miguel Angel Gonzales.

El conteo de las moléculas se realiza mediante el andlisis de las posiciones de las
moléculas de agua del sistema con el programa cal_traj_oxygens.sh

El nimero de moléculas de agua de la en la region 1 es 31809 que es mayor al nimero
de moléculas de agua de la regién 2.

Durante la simulaciéon del sistema el nimero de moléculas de agua de la region 1
disminuye en la misma media que las moléculas en la regién 2 aumenta.
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El programa evalla las posiciones de las moléculas de agua en la direccion del eje z
de la caja de simulacion, cada vez que las moléculas pasan a través del eje del centro
de masa de la caja de simulacion se registra y almacena en un fichero.

El conteo de moléculas de agua se realiza con el fin de llevar control del nimero de
moléculas de agua en la camara de la solucién salina y poder realizar el calculo de la
nueva concentracion debido a la permeabilidad de la membrana.

3.4.1 Simulacion de la permeabilidad osmaotica con NaCl

En el grafico 8 observamos que el numero de moléculas de agua en la camara
de agua pura disminuye mientras que el nimero de moléculas de agua en la camara
de la solucién de NaCl aumenta.

Esto demuestra que se esta produciendo la osmosis en el sistema y también que el
canal de nanotubo de carbono es selectivo y no permite el paso de iones principal-
mente por el caracter apolar que tiene el canal de 1,49nm.

La variacién de moléculas de agua se puede observar hacia los 150ns a partir
del cual la cantidad de moléculas en ambas camaras parece mas o menos constante.
También se analiz6 la molalidad que se presenta en el siguiente gréafico el nUmero de
moléculas de agua que pasan de una camara, Nn2o para la otra se puede estimar a
partir de la molalidad final promedio a partir del grafico 8:

1molNaCl 1kgH,0 103g 1molH,0 6,022x10%3
6,022x102%2 0,14739molNaCl 1kg 18,01g 1mol

Ny,o = 84unid NaCl = 31644molécH,0

Ny,o = 31647 — 31644 = 3 moléculasH,0

31800 1 MMWMMMWW

31775 4

—— Pure Water
Nacl

# Water Molecules
w w w
[ I = T
S0 S
S R O
o w o

31675 4

31650 4

T T T T T T
0 50 100 150 200 250
time (ns)

Gréfico 8: Migracion de las moléculas de agua desde la regionl (azul) hacia la regién 2 (na-
ranja) en la caja de simulacion en los 300 ns de simulacion.

En le grafico 9 se muestra la variacién de la molalidad en el tiempo, la linea anaranjada
muestra la concentracion inicial y la linea azul muestra la molalidad para cada tiempo.
Se observa que la molalidad varia desde el primer instante. La fluctuacion se puede
atribuir a la vibracion de la membrana que puede hacer que el nimero de moléculas
de agua que transitan a través de ella varie. En promedio la molalidad disminuye mar-
cadamente y tiende a estabilizarse a una molalidad 0,14739m que se sefiala con la
linea verde en el grafico 9.
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Gréafico 9: Variaciéon de la molalidad del NaCl desde 0.14750m hasta 0,14739m.

Si consideramos que 3 moléculas de agua pasar a través del canal en 150ns en nu-
mero de moléculas por segundo sera 2x10’. Si tenemos en cuenta que el volumen de
una molécula de agua es de 2.989x102%cm??°, podemos llegar rapidamente a | valor
permeabilidad osmética de 5.978x10716 cm?/s. Este dato comparado con valores de
otros canales como las acuaporinas, que presentan una permeabilidad osmadtica mas
alta 1.29x1012cm?3/s 2, demuestra que los canales biol6gicos son mas eficientes en el
medio celular que los canales artificiales.

3.4.2 Simulacion de la permeabilidad osmotica con KCI.

El nimero de iones necesarios para la obtener la concentracion fisiologica de
KClI es 81 para cada especie i0nica. Para este caso se realizd la misma simulacion
que en el caso del NaCl pero el tiempo de simulacion fue mas corto debido a que la
simulacion aun esta en curso.
En la figura 10 (a) se muestra la variacion disminucion del namero de moléculas en la
camara de agua pura en azul y el incremento de nimero de moléculas de agua en
anaranjado corresponde a la cAmara de la solucién de KCI.
Se puede observar que hay paso de moléculas de agua de la camara de agua a la
camara de la solucién salina.

En la figura 10 (b) se observa la variacion de la molalidad de la solucion la linea en
anaranjado muestra la concentracion inicial y la linea en azul la variacién de la mola-
lidad en el tiempo en los primeros 20ns. Se observa que el nimero de moléculas de
agua baja rapidamente en los primeros 10 ns y se estabiliza a una molalidad promedio
de 0,145075m. El nimero de moléculas de agua que pasan por el canal en estos 10
ns es 28 y la velocidad sera de 2,8x10° moléculas por segundo.

Aplicando la misma ecuacion que se utilizé en el sistema anterior podemos calcular la
permeabilidad osmética de 8.37x1014cm?/s, valor que sigue siendo menor que el ge-
nerado por un canal biolégico como la acuaporina 3, AQP3.%!
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Gréfico 10: Resultado de la simulacion de la permeabilidad con KCI. (a) conteo de moléculas de
agua en la camara de agua pura (azul) y en la solucién (anaranjado). (b) molalidad inicial (ana-
ranjado) variacion de la molalidad a lo largo del tiempo (azul).

El potencial de interaccién entre las moléculas de agua y el nanotubo de carbono no
es el mismo que el potencial presentado frente a las acuaporinas que son proteinas
de membrana especificas para el paso de agua.

Los nanotubos de carbono tienen caracter apolar practicamente no tendrian interac-
ciones con las moléculas de agua lo cual deberia promover el paso de las moléculas
de agua “sin friccion”®l. Aun asi, de acuerdo a nuestros resultados la permeabilidad
en el nanotubo de carbono es menor lo cual hace pensar que las proteinas de acua-
porina que son mas polares tienen un mecanismo distinto para el paso del agua a
través de sus canales. Como se han reportado por P. Agre®?, el dipolo de la molécula
de agua se reorienta por la proteina durante su paso a través del canal lo cual favorece
el paso rapido del agua evitando la formacion de puentes de hidrogeno entre molécu-
las de agua.

Las fuerzas de atraccion entre moléculas de agua seria la causa por la cual las molé-
culas fluyen de manera mas lenta dando una menor permeabilidad en el nanotubo de
la membrana frente a la permeabilidad reportada para la acuaporina.
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4. CONCLUSIONES

Se preparé un sistema estable para la simulaciéon del fend6meno osmatico y que per-
mite el analisis de la migracion de las moléculas a través de un canal de nanotubo
de carbono insertado en una bicapa lipidica de DOPC.

Los resultados de la simulacién en el entorno NPT utilizando el paquete GROMACS
para las soluciones en ambas sales indica que el agua se mueve a través del canal
mas no los iones eso da origen a una disminucién de la molalidad en la camara de
solucion salina.

Para ambos sistemas estudiados, NaCl y KCI se observo que la molalidad de las sa-

les desciende con el tiempo debido al incremento de moléculas de agua en la ca-
mara salina.

La permeabilidad del KCl igual a 8.37x10'*cm?/s es mayor a lo observado para el
NaCl pero menor a la permeabilidad que se observa para las proteina de membrana
acuaporina
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