UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE MATEMATICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MATEMATICA APLICADA

Modelos Matematicos para o Transporte de
fons por Canais em Membranas de Axdnios

por

Cristiano Lima Hackmann

Dissertacao submetida como requisito parcial
para a obtencao do grau de

Mestre em Mateméatica Aplicada

Prof. Dr. Leonardo Fernandes Guidi
Orientador

Prof. Dr. Mark Thompson
Co-Orientador

Porto Alegre, julho de 2007.



11

CIP - CATALOGACAO NA PUBLICACAO

Hackmann, Cristiano Lima

Modelos Matematicos para o Transporte de Ions por
Canais em Membranas de Axoénios / Cristiano Lima
Hackmann.—Porto Alegre: PPGMAp da UFRGS, 2007.

71 p.: il.

Dissertacao (mestrado) —Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Programa de Pés-Graduagao em Matemética
Aplicada, Porto Alegre, 2007.

Orientador: Guidi, Leonardo Fernandes; Co-Orientador:
Thompson, Mark

Dissertacao:




111

Aos meus pais, Paulo e Maria Helena por estarem sempre comigo, apoi-

ando, incentivando e orientando todas as minhas decisoes.

As minhas irmas, Cristina e Priscila pela alegria e afeto que me pro-

porcionam.

A minha esposa, Adriana pelo apoio, carinho e compreensao em todos

0s momentos.

A familia Vilson, Ana, Fernando e Denise, por incentivarem os meus

estudos.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CA-
PES).

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Ao professor Leonardo Fernandes Guidi, pela orientagao e pela incan-

savel dedicagao no desenvolvimento da dissertagao.

Ao professor Mark Thompson, por apresentar o assunto dessa disserta-

¢ao e pelo constante apoio no desenvolvimento do trabalho e da minha formacao.

Aos professores do PPGMAP, por auxiliarem na minha formacao pro-

fissional, e por estarem sempre dispostos a sanar as minhas davidas.
Aos funcionarios do PPGMAP.

A todos os meus amigos, que mesmo nao entendendo o que eu fago,
sabem da importancia dos meus estudos. E aos amigos que entendem, em todo
ou em parte, pela colaboracao com idéias e sugestoes no desenvolvimento desse

trabalho.

A todos os professores de outros Institutos da UFRGS que me acolhe-

ram e auxiliaram no meu desenvolvimento.



1v

“A coisa mais indispensavel a um homem é reconhecer

o uso que deve fazer do seu proprio conhecimento.”

Platao



Sumario
LISTA DE FIGURAS . . . . . . vii
1 INTRODUCGAO . . . . .. . . 1
2 OBJETIVOS . . . 3
3 BIOFiSICA E FUNCAO DOS CANAIS IONICOS . . ...... 4
3.1 Nota Historica . . . . . . . . . . . 4
3.2 Membrana Celular . . . . . . .. .. ... 5
3.3 Canais Idnicos . . . . . . . .. 6
3.3.1 Nomenclatura dos Canais Iénicos . . . . . . . . . . . .. . ... ... 8

3.3.2 Localizacao dos Canais I6nicos Dependentes de Voltagem na Membrana

Plasmatica . . . . . . . . ... 9
3.3.3 Estrutura Molecular e Corrente Unitaria de Canais [6nicos . . . . . . 10
3.3.3.1 Estrutura dos Canais . . . . . . . . . . ... ... ... 11
3.3.3.2 Corrente através dos Canais . . . . . . . . . .. ... ... ... .. 13
3.4 Potencialde Agao . . . . .. ... ... 13
4 ASPECTOS DE MODELAGEM MATEMATICA . . . ... ... 16
4.1 Equacao de Poisson em Coordenadas Toroidais . . . .. .. .. 16
4.1.1 Campo elétrico aplicado . . . . . . . . . ... ... ... ... ... 18
4.1.2 Geometriadocanal . . . . . . ... ... L 18

4.1.3 Coordenadas Toroidais . . . . . . . . . . . .. 19



V1

4.1.4 Solucoes das Equacoes de Laplace e Poisson . . . . . ... ... ...
4.1.5 Solugao da Equagao em Diferencas . . . . . . . . ... ... ... ..
4.2 Mecanica Estatistica do Equilibrio em Canais I6nicos . . . . .
4.2.1 Descri¢ao do Sistema Biologico . . . . . . ... ...
4.2.2 Descrigao Estatistica do Sistema Bioloégico . . . . . .. . ... .. ..
4.2.2.1 Probabilidade de ocupagao e Potencial de Forca Média . . . . . . .

4.2.2.2 Influéncia do Potencial de Membrana . . . . . . . . . . . ... ...

5 CONSIDERACOES SOBRE SIMULACAO COMPUTACIONAL
5.1 Eletrostatica nos Canais Iénicos . . . . . . .. .. ... ... ...
5.2 Modelos de permeagao . . . . . . . ... ...
5.2.1 Teorias do continuo . . . . . . . . .. ..o
5.2.2  Dinamica Browniana . . . . . . . .. ... L0000
5.2.3 Dinamica Molecular . . . . . .. .. ..o
5.3 Aplicagoes em Canais Iénicos . . . . . . . . ... ... ... ....
5.3.1 Canal de Gramicidina A . . . . . . . ... ... .. L.

5.3.2 Canais de Potassio . . . . . . . . . ..

6 CONCLUSOES . . . . . .

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . . . . ... .. ... .......



Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3
Figura 3.4
Figura 3.5

Figura 4.1

Figura 4.2

Figura 5.1

Vil

Lista de Figuras

Distribuicao dos Canais Dependentes de Voltagem. A partir de
Lai & Jan, [48]. . . . . . o .o

Distribuicao dos Canais Dependentes de Voltagem em neurénios

mielinizados. A partir de Lai & Jan, [48]. . . . .. .. ... ..
Estrutura do canal de Na,. A partir de Lai & Jan, [48].

Estrutura do canal de K,. A partir de Lai & Jan, [48]. . . . . .
Potencial de acao e suas fases . . . . . . . . ... ... ... ..

Sistema de coordenadas toroidais. Um toro é gerado pela rotagao
de dois circulos pela rotacao de 360° ao longo do eixo z. Um

ponto P qualquer do espago pode ser definido por (u,n, ¢).

Sistema microscopico. A regiao do poro é a parte interna da
elipse tracejada e a regiao da solucao é a parte externa. Diagrama

construido a partir de Roux, [69]. . . . . . ... ... ... ...

O canal i6nico modelo com dois vestibulos catenérios é gerado
pela rotacao da curva fechada em 180° ao longo do eixo z. O
vestibulo em cada lado da membrana sao construidos usando z =
acosh(z/a) com a = 4,87. O raio da entrada do vestibulo ¢ 13 A

e 0 segmento transmembrana cilindrico tem um raio de 4 A [38].

11

12

15

19

28

92



V111

(Glossario

ATP
ADP
Na,
SIA
KCNQ
Kys1p
Ky
JXPs
HCN
K1
Koz
Ky
Ca,
K,AP
PA
LTP
LTD
GA

PFM
PB
TR
PNP
DB
DM
PFM
KcsA

adenosina trifosfato

adenosina difosfato

Canais de so6dio dependentes de voltagem
segmento inicial do axénio

Canais de potéassio

Canais de potéassio dependente de voltagem
Canais de potéassio dependente de voltagem
juxtaparanodos

Canais ativados por hiperpolarizacao
Canais de potéassio dependente de voltagem
Canais de potéassio dependente de voltagem
Canais de potéassio dependente de voltagem
Canais de célcio dependente de voltagem
canal de K, da bactéria Aeropyrum perniz
potencial de agao

potencial de longa duragao

depressao de longa duracao

Gramicidina A

potencial de forca média
Poisson-Boltzamnn

taxa de reacao
Poisson-Nernst-Planck
dindmica Browniana
dindmica molecular
potencial de for¢a média

canal de potéssio



1X

RESUMO

Esta dissertagao apresenta uma revisao sobre canais idnicos com res-
peito aos seus aspectos biofisicos e sobre alguns modelos matematicos utilizados em

sua anélise.

As abordagens dividem-se em duas classes: uma em que é possivel re-
alizar analises exatas e outra mais apropriada a analise numérica. Seré revista a
solugao da equagao de Poisson em coordenandas toroidais, que fornece uma expres-
sao para o potencial elétrico na regiao do canal. Uma outra abordagem estudada
utiliza os ensembles da mecéanica estatistica de equilibrio para determinar a forma do
potencial elétrico médio nessa mesma regiao. As descrigoes destinadas a anélise nu-
mérica compreendem: uma formulagao em que todos os elementos sao considerados
como meios continuos; a Dindmica Browniana e a Dindmica Molecular. A disserta-
cao € encerrada com a apresentacao de alguns resultados experimentais sobre canais

reais.

Ao final, o leitor devera ter um panorama sobre os estudos, tedricos e
aplicados, no campo da conducao passiva de fons através de membranas celulares.
Esta dissertacao nao tem por finalidade esgotar os topicos que abrangem esta area

do conhecimento.



ABSTRACT

This dissertation presents a review about ion channels with respect to

their biophysical aspects and some mathematical models employed in its analysis.

Our approach is separated in two parts: one where it is possible to
achieve exact results and another more suitable to numerical analysis. There will
be reviewed a solution for Poisson’s equation in toroidal coordinates which gives an
expression for electrical potential in the region of the channel. Also, There will be
reviewed the mean force potential formulation derived from the ensembles of equili-
brium statistical mechanics. The numerical analysis approach comprehends formu-
lations where all elements are considered as a continuum media and via Brownian
Dynamics and the Molecular Dynamics. This dissertation finishes with a discussion

of some experimental results about real channels.

At the end of this all, the reader should have an overview about the stu-
dies, both theoretical and applied, in the field of passive conduction of ions through
cell membranes. However, this dissertation has no intention to be a comprehensive

review of the subject.



1 INTRODUCAO

Os estudos relacionados a propagacao de sinais e transporte de fons em
células excitaveis, mobilizam uma grande diversidade de cientistas interessados em
uma melhor compreensao desses fendmenos bioldgicos. No caso das ciéncias exatas,
entre algumas das contribuigoes que a matemaética oferece a essa crescente area
da biologia, destacamos a elaboragao de modelos, que possam captar os principais
aspectos desses eventos, além de ferramentas computacionais para a simulacao de
tais fenomenos. No presente trabalho, serao apresentados alguns dos principais
modelos tedricos e computacionais de transporte iénico, elaborados até o momento,

além da biofisica referente ao fendémeno.

Sinais elétricos nos seres vivos sao transmitidos através da alteracao na
concentragao intracelular de fons como: potassio (K1), sédio (Na'), cloreto (C17)
e calcio (Ca®*T). Em células eletricamente excitaveis, o movimento dos fons atra-
vés da membrana plasmatica promove alteragoes no potencial elétrico através da
membrana, essas alteragoes do potencial constituem os sinais primérios que trans-
portam mensagens de uma parte a outra de um organismo. O transporte de ions
através das membranas celulares ¢ mediado por populagoes de canais, denominados
canais ionicos, e a corrente ionica pela célula reflete o somatorio dos comportamentos

individuais de cada canal na membrana plasmatica.

Os canais i6nicos sao formados por proteinas que transpassam a bica-
mada lipidica da membrana celular e formam um caminho para um fluxo rapido
e controlado de fons especificos, que fluem a favor do gradiente eletroquimico. Em
conjunto com outras proteinas que realizam o transporte ativo - contrario ao sentido
do gradiente eletroquimico - os canais idnicos sao responsaveis pela propagacao dos
sinais conhecidos como potenciais de agao (PA) pelas células eletricamente excitéveis

presentes nos nervos e musculos.

Os modelos de canais i6nicos biologicos remontam ha quase 100 anos.
Na era anterior a biologia molecular, as interpretacoes desses modelos simples pro-
moveram a primeira fonte de informacao sobre a estrutura desses canais. O advento

da biologia molecular, difragao por raio-x, técnicas de DNA recombinante e “patch-



clamp”, e simulacoes de dinamica molecular, tornaram possivel a coleta de dados

diretos sobre a estrutura dos canais e o comportamento do fluxo de fons por eles.



2 OBJETIVOS

O objetivo desta dissertacao é realizar uma revisao bibliografica sobre
alguns aspectos relacionados ao processo de permeacao de fons em canais i6nicos

dependentes de voltagem.

Objetivos especificos:

1. Revisar a estrutura, localizacao, nomenclatura e fungoes dos canais

ionicos dependentes de voltagem.

2. Descrever os principais passos para a solugao exata da equacao de Pois-

son em coordenadas toroidais.

3. Obter, a partir de primeiros principios, uma relacao entre as densidades
dos fons permeantes no lado I e /1 da membrana utilizando a mecéanica

estatistica do equilibrio.

4. Obter, a partir de primeiros principios, a equagao de Nernst utilizando

a mecanica estatistica do equilibrio.

5. Descrever a influéncia da membrana plasmaéatica no potencial de forga
média.
6. Analisar as principais ferramentas computacionais que simulam a per-

meacao de fons em canais idnicos.

7. Revisar alguns aspectos da teoria estudada nos canais Gramicidina A
e KcsA



3 BIOFISICA E FUNCAO DOS CANAIS
IONICOS

3.1 Nota Historica

Na atualidade, os pesquisadores que estudam a propagacgao de sinais
em células excitaveis dispoe de técnicas como o “patch-clamp”, a difracao de raios-
x e manipulacao de genes que, nos tltimos anos, vem fornecendo uma crescente
quantidade de informacgoes a serem analisadas e que permitem o enriquecimento da
descricao matematica e uma maior compreensao dos fenémenos. No inicio do século
passado, no entanto, eles nao contavam com varias dessas técnicas. Porém, mesmo
sem dados diretos sobre o que realmente acontecia dentro e fora da célula, e sobre os
principais agentes responséveis pelo fenomeno biologico, algumas de suas suposigoes

vieram a se confirmar anos mais tarde.

Dois dos conceitos centrais para entender a excitagao elétrica foram
propostos no inicio do século XX, mas permaneceram sem suporte por décadas.
Bernstein [7], [8] propos que os potenciais surgem através de uma membrana que é
seletivamente permeével e separa solugoes de diferentes concentragoes idnicas. Ele
acreditava que a excitacao envolve um aumento da permeabilidade. Ja Hermann
[26], |27], |28] propds que a propagacao ¢ uma auto-estimulacao elétrica do axonio
pela agao de uma corrente interna da célula, propagando passivamente de uma regiao
excitada para a regiao vizinha nao-excitada. Estas hipoteses nao foram confirmadas
até o periodo de 1935-1952. Poucos anos depois que Hodgkin [30], [31] constatou que
correntes de circuito local levam a membrana do repouso para a agao, Cole e Curtis
[14], [15] descobriram um grande aumento na permeabilidade da membrana. A
corrente ionica para dentro da célula foi atribuida a um aumento na permeabilidade
da membrana ao fon Na™, no trabalho de Hodgkin e Katz [37]. E finalmente em
1952 a cinética da mudanga na permeabilidade dos fons foi descrita com a ajuda de
técnicas como o “patch-clamp” [29], [32], [33], [34], [35], [36].



3.2 Membrana Celular

Membranas biologicas sio estruturas biomoleculares, entre 60-100 A de
espessura, formadas por fosfolipideos, glicolipideos, colesterol, glicoproteinas e pro-
tefnas especializadas. Os blocos fundamentais em uma membrana celular sao os
fosfolipideos que caracterizam-se por serem moléculas anfipaticas, i. e. , possuem
um dominio polar (associado ao fosfato) e um dominio apolar (associado as longas
cadeias de carbono). Sob condigoes fisiologicas, as interagoes nao covalentes entre os
fosfolipideos promovem a formagao de uma estrutura denominada bicamada fosfo-
lipidica (ou simplesmente bicamada lipidica). Nessa estrutura os fosfolipideos estao
dispostos de uma maneira em que os seus dominios polares mantém contato com as
moléculas de dgua do meio extra-celular e do meio citoplasmatico, enquanto que os
dominios apolares ficam isolados no regiao interna da bicamada. A bicamada fosfo-
lipidica nao é uma estrutura estética, uma melhor ilustracao de seu comportamento
¢ a de um mosaico fluido e dindmico [70]. Os demais constituintes da membrana
possuem o papel de alterar algumas de suas propriedades como a fluidez e rigidez
ou entao estao associadas ao transporte de substincias (como no caso dos canais

ibnicos) e identificacao pelo sistema imunologico.

Algumas das principais fun¢oes das membranas sao: (1) formar uma
barreira permeével; (2) agir como um solvente para as proteinas de membrana; (3)
criar e explorar os gradientes quimicos e elétricos transmembrana; (4) prover trans-

dugao de sinal; e (5) prover uma compartimentaliza¢ao para as fungoes celulares.

Dado o tempo suficiente, virtualmente qualquer molécula se difundiréa
através de uma bicamada lipidica isenta de proteina, ao longo de seu gradiente de
concentracao. A velocidade com a qual ela faz isso, entretanto, varia enormemente,
dependendo em parte de seu tamanho e principalmente de sua solubilidade relativa
em 6leo. Em geral, quanto menor a molécula e quanto mais solavel ela for em 6leo
mais rapidamente ela se difundira através de uma bicamada. Moléculas nao-polares
pequenas facilmente se dissolvem nas membranas celulares e portanto difundem-
se rapidamente através delas. Moléculas polares sem carga também difundem-se

rapidamente através de uma bicamada se forem suficientemente pequenas. As bi-



camadas lipidicas sdo altamente impermeaveis a moléculas carregadas (ions), nao

importando o quao pequenas elas sejam [1].

3.3 Canais Ionicos

Canais i6nicos sao proteinas altamente especificas cuja funcao consiste
em facilitar a passagem de determinados fons através da membrana. Eles sao en-
contrados nas membranas de todas as células, procariontes e eucariontes, e algumas
de suas fungoes conhecidas incluem: (1) estabelecer o potencial de repouso da mem-
brana; (2) moldar sinais elétricos; e (3) regular o volume celular. Entre os principais
objetivos da biofisica de membranas celulares esta a compreensao da relacao entre
a estrutura tridimensional do canal i6nico e sua func¢ao no nivel molecular. Nos
altimos anos, ferramentas poderosas como cristalografia por raio-x, microscopia ele-
tronica e ressonancia magnética nuclear tem sido desenvolvidas para caracterizar
a estrutura tridimensional das proteinas no nivel atdémico [70]. No entanto, uma
das principais dificuldades é a obtencao de cristais de proteina com a pureza e as

dimensoes necessarias a anéalise cristalografica.

As proteinas transportadoras da membrana que foram detalhadamente
estudadas sao proteinas transmembrana multipasso, isto é, as suas cadeias poli-
peptidicas atravessam a membrana multiplas vezes. Por formar uma via protéica
continua através da membrana, essas proteinas capacitam solutos hidrofilicos espe-
cificos a cruzar a membrana sem entrar em contato direto com o interior hidrofébico
da bicamada lipidica. Todas as proteinas-canal e muitas proteinas carreadoras,
permitem aos solutos cruzar a membrana apenas passivamente, um processo deno-
minado transporte passivo (ou difusao facilitada). Se a molécula transportada nao
tem carga, é simplesmente a diferenca de sua concentragao entre os dois lados da
membrana (o seu gradiente de concentragao), que impulsiona o transporte passivo
e determina a sua diregao. Caso o soluto tenha uma carga elétrica resultante, tanto
o seu gradiente de concentracao quanto a diferenca de potencial elétrico através da
membrana (o potencial de membrana) influenciarao o seu transporte. O gradiente
de concentragao e o gradiente elétrico podem ser combinados para calcular a forca

resultante para cada soluto carregado [1].



As células também necessitam de proteinas transportadoras que ati-
vamente bombeiem certos solutos através da membrana contra seus gradientes ele-
troquimicos. Esse processo, conhecido como transporte ativo, é sempre mediado por
proteinas carreadoras, e a atividade de bombeamento da proteina tem uma diregao
determinada. Para que ocorra o transporte de ions existe a necessidade do con-
sumo de energia, via hidrélise de ATP (adenosina trifosfato). Assim, o transporte
por proteinas carreadoras pode ser ou ativo ou passivo, enquanto o transporte por

proteinas-canal é sempre passivo [1].

Um exemplo de proteina transportadora é a bomba de Na™ /K t-ATPase
que foi descoberta pelo fisiologista J. Skou em 1957 [74]. Duas das principais fun-
goes que a bomba exerce sao: (1) regulagdo do volume celular e (2) manutencao
das concentragoes de Na™ e Kt dentro e fora da célula. Conforme descrito em
trabalhos como [4] e [10] o mecanismo ¢ ativado quando os fons de sodio ligam-se
em sitios da parte intracelular da proteina enquanto os fons potéssio em sitios da
parte extracelular. No sitio catalitico ocorre a conversao de ATP em ADP (adeno-
sina difosfato) mais fosfato na parte intracelular da proteinal, e o transporte ocorre
contra o gradiente eletroquimico dos fons. Para cada conversao da molécula de ATP,
ocorre um transporte acoplado de 3 fons de Nat de dentro da célula para fora e 2

fons de K+ de fora para dentro? 3.

A medida da corrente elétrica através dos canais i6nicos é determinada
no nivel microscépico pelo fluxo de fons que estao presentes na solucao. Estudos
eletrofisiologicos mostraram que os canais de K+ formam longos poros estreitos, onde
os fons permeéaveis sao parcialmente desidratados e, ordenadamente, movem-se em
fila tinica cercado pelas moléculas de dgua [81]. O fluxo observado nos canais de K
também mostra que a fila formada pelos fons apresentam uma unidade multivalente
contendo dois ou trés fons [61]. Além do mais, o poro do canal nao ¢ uma regiao
onde os ions estao sob a acao de um campo elétrico uniforme mas sim, uma regiao

caracterizada pela presenca de um conjunto finito de sitios de ligacao especifico

!Cada molécula de ATP & reciclada muitas vezes por minuto [65].

2Cada ciclo da bomba de Nat/K*-ATPase causa o transporte liquido de uma unidade de carga
para fora da célula; esse tipo de bomba é chamada de eletrogénica [65].

3A bomba contribui em, aproximadamente, 7% do potencial de repouso no axénio da lula
gigante, chegando a 15% em algumas células de mamiferos [41].



para os fons permeaveis. Tais sitios de ligacao correspondem a minimos de potencial
eletrostaticos separados por picos através dos quais as espécies permeantes (fons e
dgua) devem passar. A proposta original de Lauger [49] sobre a possivel estrutura
de tais sitios, ¢ de que eles podem ser formados por uma série de peptide carbonyl
groups. Estas predigoes qualitativas sobre as propriedades do poro se mostraram em

perfeito acordo com a estrutura do canal de K* determinado por raio-x [56].

O retrato fisico para a difusao da fila fon-agua no interior do poro é que
as particulas permeantes sentem forcas de curto e longo alcance e, sobre vibragoes
térmicas no poro, pula para a posi¢ao vizinha quando esta estiver vazia. Tal processo
pode ser visto como o movimento de particulas entre niveis de energia minima ao

longo do eixo do poro e é convenientemente descrito pela teoria de taxa de reacao 4
(TR) [56].

3.3.1 Nomenclatura dos Canais Ionicos

A seqiiencia de aminoécidos para os canais i6nicos revelam uma forte
similaridade estrutural entre grupos de canais, o que permite falar em familias de
proteinas-canal homoélogas que evoluiram por processos de sucessiva duplicacao gé-

nica, mutagao, e selegdo de ancestrais comuns|29].

Os canais ionicos dependentes de voltagem compreendem uma super-
familia codificada por, pelo menos, 143 genes no genoma humano e sao uma das
maiores superfamilias de proteinas transdutoras de sinal [80]. Além de sua proe-
minéncia na transducao de sinal, estes canais idnicos estao também entre os alvos
mais comuns para a acao de farmacos. Portanto, unificar de forma racional as fa-
milias e subfamilias de canais i6nicos, e atribuir fungoes fisioldgicas e significancia
farmacoldgica para cada membro da familia tem sido um importante desafio. Tarefa
que foi atribuida ao Comité de Nomenclatura da IUPHAR (International Union of
Pharmacology) em 1999, culminando até o momento no I[UPHAR Compendium of
Voltage-Gated Ton Channels 2005 [11].

4" Reaction-rate theory" Essa teoria sera abordada no capitulo 4.



3.3.2 Localizacao dos Canais I6nicos Dependentes de Voltagem na
Membrana Plasmatica

A localizagao e o comportamento dos canais dependentes de voltagem
sao fundamentais para entender a dindmica dos potenciais em uma célula excitavel.
Nesta se¢ao serao apresentados as regioes, de um neurdnio modelo (figuras 3.1 e
3.2), de alguns dos canais envolvidos na propagacao de sinais de células nervosas.
Contudo o foco principal desse trabalho serd nos canais dependentes de voltagem,

que estao localizados no axénio de um neurénio sem bainha de mielina.

regido somato-dendritica regiao axonal

potenciais de agao

Kv3 por todos dendritos Nav, Kv1, Cav
dendritos Leé;cg]s%lg
Kv2. pré-sinapticos

dendritos
distais

oo 0°°

nos de Ranvier °
entradas SIA Nav, Kv7, Kv3.1 [®)
inibitorias Nav, Kv7 OO
potenciais de agao dendriticos iberagdo de
propagacao reversa neurotransmissores

Figura 3.1: Distribui¢ao dos Canais Dependentes de Voltagem. A partir de Lai &
Jan, [48].

Nav, Kv7, Kv3.1

Kv1.1eKv1.2 <
Jungéo septal

mielina

Internddio Internddio

Figura 3.2: Distribui¢ao dos Canais Dependentes de Voltagem em neurénios mieli-
nizados. A partir de Lai & Jan, [48].

1. Ca,(Canais de célcio dependente de voltagem): aumentam em densi-
dade perto dos dendritos proximais e soma. Encontram-se também no

terminal nervoso pré-sinaptico.



2. HCN (Canais ativados por hiperpolarizagao): estao distribuidos entre
o soma e os dendritos distais de acordo com um gradiente positivo no

sentido dos dendritos.

3. K,1(Canais de potéssio dependente de voltagem): juxtaparanodos (JXPs)?

e terminal nervoso pré-sinaptico.

4. K,1(Canais de potéassio dependente de voltagem): formam aglomera-

dos no soma e nos dendritos proximais.

5. K,3(Canais de potassio dependente de voltagem): estdo distribuidos

por todo os dendritos.
6. K,3.1(Canais de potéssio dependente de voltagem): nodos de Ranvier.

7. K, (Canais de potéssio dependente de voltagem): localizam-se em

maior nimero nos dendritos distais.

8. K,7 (Canais de potassio dependente de voltagem): segmento inicial do

axonio (SIA), axonio e/ou nodos de Ranvier.

9. Na, (Canais de sodio dependentes de voltagem): segmento inicial do
axonio (SIA), ax6nio e/ou nodos de Ranvier (no caso de neurénio mie-

linizado) e terminal nervoso pré-sinaptico.

10. K7 (Canais de potassio dependente de voltagem): segmento inicial do

axonio (SIA), axonio e/ou nodos de Ranvier.

3.3.3 Estrutura Molecular e Corrente Unitaria de Canais Idénicos

Devido a sua estrutura molecular complexa e a pequena quantidade
de corrente que flui através de cada canal, a analise de seu comportamento nao é
uma tarefa simples. Duas técnicas desenvolvidas nas ultimas décadas tem aumen-

tado enormemente a velocidade de pesquisa em canais ionicos individuais: o DNA

5Uma regiao do axénio adjacente aos paranodos, que, por sua vez, sao adjacentes aos nodos de
Ranvier e sao localizados abaixo da bainha de mielina.



recombinante e técnicas de “patch-clamp”. O primeiro ajuda a determinar a estru-
tura molecular de um canal i6nico, enquanto o segundo permite a medida direta da

corrente de fon fluindo através de um tnico canal aberto [41].
3.8.8.1 Estrutura dos Canais

Canais ionicos dependentes de voltagem sao formados tanto por uma
subunidade o que é um polipeptideo contiguo que contém quatro dominios (I-IV)

figura 3.3, como nos canais de Na, e Ca,,ou quatro subunidades «, como no caso
dos canais K, e HCN.

canal Nav
lago do poro
B 2/4 | I m v B1/3
exterior O A A A A O
coces AL AT AR L Soo000
|9 ,é'.'— go =r =F =F
UJUJU)({“_) D||U. e 4 e
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c subunidade «a
X “ c
&

Figura 3.3: Estrutura do canal de Na,. A partir de Lai & Jan, [48].

Um dominio simples contém seis segmentos transmembrana a-hélice.
Entre o quinto e o sexto segmento transmembrana, chamado de dominio do poro,
estd um lago reentrante do poro, que forma a parte mais estreita do poro. O segmento
S1-S4, chamado de dominio sensor-voltagem, cerca o poro e confere a dependéncia
de voltagem para a abertura do canal, sendo que o quarto segmento transmembrana
contém multiplas argininas ¢ que sdo as principais responséveis por detectar estas

mudangas no potencial da membrana [48].

6 Aminoécido que em pH neutro tem carga positiva [55].



canais Kv e HCN

lago do poro

N

Figura 3.4: Estrutura do canal de K,. A partir de Lai & Jan, [48].

Um dos canais idonicos mais detalhadamente estudados é o K,. Em
particular pode-se citar o dimero do peptideo Gramicidina A (GA)”, e o canal de
potassio KcsA®. Nessa secao, serao apresentados alguns detalhes sobre a estrutura

do canal de K, da bactéria Aeropyrum perniz (K,AP).

A estrutura do dominio do poro e do dominio sensor-voltagem de um
canal K, AP foi revelado em recente trabalho de Y. Jiang et al. [40]. Entretanto a
relacao entre esses dois dominios ainda nao foi elucidada completamente, mas sabe-
se que a mudanca na conformacao da proteina, que leva a abertura do canal, deve
envolver o movimento de grupos de cargas através da membrana. Nesse sentido,
foi identificado que o segmento S1-S4 é uma estrutura que gira como um corpo
rigido, carregando para fora da célula aproximadamente trés cargas elementares
por cada segmento S4, acarretando na abertura do canal. Esse movimento vertical
para fora da célula, que é conseqiiéncia de um aumento na voltagem da membrana,
compreende uma regido de aproximadamente 20 A. Ja o segmento S5-S6 referente ao
dominio do poro do K,AP tem a mesma arquitetura dos outros canais de potassio.
Alguns modelos foram criados para a orientagao do dominio sensor-voltagem relativo

ao dominio do poro nos canais de K,, e como a conformacgao e orientagao desse

"Canal que também ¢é seletivo ao Nat
8Canal proveniente de uma bactéria.



dominio mudam com respeito a despolariza¢gdo da membrana [73]. Tais modelos

podem ser encontrados nos seguintes trabalhos [21], [25], [75].

3.3.3.2 Corrente através dos Canais

Para gravar o fluxo da corrente através de um tnico canal, Neher e
Sakmann [64] desenvolveram a técnica de “patch-clamp”. Essa técnica consiste em
selar uma pequena area da membrana com um eletrodo de vidro polido, permitindo
controlar o valor da voltagem nessa pequena regiao. Esse controle possibilita a
medida direta do fluxo da corrente pelo canal. Se a area selecionada for pequena o
suficiente e a densidade de canais for baixa, pode-se controlar a voltagem de apenas
um canal, e a abertura e o fechamento deste canal pode ser diretamente monitorado

pela medida da corrente unitéaria [41].

Correntes unitarias de Na™, Kt e Ca*", além de grupos desses res-
pectivos canais foram analisados. Aparentemente, cada um desses canais abrem e
fecham abruptamente e randomicamente, com maior probabilidade de abrir quando
a membrana estd despolarizada. Se considerarmos uma grande quantidade desses
canais, a média desse grupo fornece uma curva suave da corrente que entra na célula,
semelhante a corrente macroscopica (toda a célula) descrita em trabalhos como o de
Hodgkin e Huxley [41].

Nesse caso o comportamento estocastico da condutancia, e os estados
aberto e fechado do canal, sugerem uma descricao estocéstica do fenémeno ao invés

de equagoes deterministicas.

3.4 Potencial de Acao

O potencial de agao (PA) é a mensagem elétrica propagada rapidamente
ao longo do axonio do sistema nervoso e sobre a superficie da membrana de muitas
células musculares e glandulares. Nos axonios eles sao breves, viajam a velocidade

constante, e mantém a mesma amplitude. Como todas as mensagens elétricas do



sistema nervoso, o PA é uma mudanca no potencial da membrana causada pelo

movimento dos fons através dos canais i6nicos [29].

2

Para que as células possam se comunicar é necessario que um sinal
do neurdnio pré-sinaptico seja captado pelo neurdnio pés-sindptico. A regidao em
que esse evento acontece é chamada de sinapse, uma fenda que separa as duas
células. A fenda sinaptica é localizada tanto nos dendritos quanto no soma dos
neurdnios onde encontramos uma grande concentracao de canais ionicos dependente
de ligante. Os neurotransmissores liberados pelo neurdnio pré-sinaptico podem ser
excitatorios e inibitérios, assim o balanco espacial e temporal das cargas dos fons,
que estao na regiao somatodendritica, podem fazer com que ocorra ou nao o PA.
Caso o potencial nao ultrapasse o limiar da membrana, o disparo do neurénio nao
ocorrera. Serd gerado o PA, se houver uma elevagao do potencial que ultrapasse o
limiar da membrana, que sera iniciada no segmento inicial do ax6nio (SIA) ou cone
de implantacao. Conforme descrevemos anteriormente o SIA é uma regiao de alta
densidade de canais i6nicos de Na™ dependente de voltagem. A abertura desses
canais em decorréncia do aumento do potencial acima do limiar, faz com que os fons
Nat entrem no citoplasma, a favor do seu gradiente eletroquimico, aumentando
ainda mais o potencial da célula e promovendo a inversao da polaridade em seu
interior, que passa de um valor negativo para positivo (fase de despolarizagao) figura
3.5. Em seguida os canais de K abrem gerando um fluxo para fora da célula, a favor
do seu gradiente eletroquimico, ao passo que os canais de Na™ fecham abruptamente
cortando sua corrente, fase pela qual o potencial comeca a diminuir apds um pico
méaximo (fase de repolarizagao) até chegar a valores abaixo do potencial de repouso
(fase de hiperpolarizagao). Nessa fase os canais de K*, que abrem e fecham mais
lentamente que o canal de Na™, comecam a fechar os seus portoes, acarretando em

uma estabilizacao do potencial no seu valor de repouso.

Esse processo percorre por toda a extensao do axdnio, pois a fase de
despolarizacao é detectada pelos canais de Na™ vizinhos fazendo com que os canais
abram, reinicializando todas as etapas citadas anteriormente. Quando o sinal chegar

no final do axoénio, os canais de C'a** dependentes de voltagem sao ativados causando
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Figura 3.5: Potencial de acao e suas fases

um influxo de fons célcio acarretando na secrecao de neurotransmissores quimicos

na fenda sinéptica estimulando ou inibindo a célula adjacente °.

Nos dendritos, os canais de K, e os canais de cation ativado por hiper-
polarizagao (HCN) controlam o PA chamado de “back-propagation”!®. Este PA pode
sinalizar a ocorréncia de excitacao neural recente e influenciar na plasticidade sinap-
tica, levando ao potencial de longa duragao (LTP) ou depressao de longa duragao
(LTD) dependendo do PA (“back-propagation”) relativo as entradas sinapticas. O
PA também pode ser gerado localmente nos dendritos, modulando o processamento
e integracao de entradas sindpticas de ramos de dendritos especificos. A integragao
sindptica e o padrao resultante do disparo do PA depende da distribuicao espacial

dos varios canais com diferentes propriedades eletrofisiologicas [48].

9Nas células com axonios mielinizados, o PA “pula” entre os nodos de Ranvier para alcancar a
extremidade do ax6nio. Aumentado a sua velocidade de propagagao.
10 A propagacao do PA para tras no sentido dos dendritos.



4 ASPECTOS DE MODELAGEM
MATEMATICA

Nesta se¢ao serao apresentados dois desenvolvimentos tedricos que des-
crevem a interacao entre os varios agentes responsaveis pelo transporte de ions dentro
dos canais i6nicos. Ao contrario dos modelos teéricos da propagacao de sinais em
células excitaveis, serd levado em consideracao a estrutura do canal e a interagao
dos ions com a proteina. As teorias apresentadas nao fornecem expressoes exa-
tas. Portanto, a analise de suas conseqiiéncias depende fortemente de simulagoes

computacionais.

4.1 Equacao de Poisson em Coordenadas Toroidais

Naturalmente, o estudo dos processos de transporte de ions pelos canais
da membrana envolve a interacao eletromagnética entre os fons, as moléculas de dgua

e os constituintes da membrana, em particular os polipeptideos que formam o canal.

Em primeira aproximacao ¢ comum como considerar a agua e a bi-
camada lipidica como dielétricos macroscopicos, e a natureza do fenémeno como
essencialmente eletrostatica, no entanto, nao ha como desconsiderar a estrutura ge-

ométrica da proteina que forma um canal i6nico.

Mesmo levando em conta essas aproximagoes, encontrar o perfil do po-
tencial elétrico em qualquer lugar na proteina nao é uma tarefa simples. Isto deve-se
ao fato de que o perfil é resultado da superposicao de potenciais elétricos proveni-
ente de diferentes fontes. Entre as fontes que contribuem para o potencial elétrico
no canal estdo: (1) o potencial de membrana; (2) residuos de carga nas paredes
protéicas; (3) ions dentro ou na vizinhanga do canal; (4) cargas induzidas sobre a
parede protéica por estes fons. Ainda deve-se levar em conta que a contribuicao

relacionada a indugao vai depender da posi¢ao dos ions no interior do canal [47].

Muitos canais tém aberturas vestibulares similares a uma ampulheta, e

constante dielétrica €, ~ 2 , muito menor que a constante da agua &,, ~ 80, assim



L

a geometria do canal tem um papel fundamental para determinar a forca elétrica
aplicada nos fons. Portanto o problema envolve, basicamente, a solucao da equacao

de Poisson em uma geometria apropriada.

Existem muitos sistemas de coordenadas nos quais a equacao de Poisson
¢é separavel, possibilitando solugoes analiticas. No entanto, nenhuma delas pode
ser usada para simular uma geometria na forma de ampulheta ou catenaria, que
melhor se aproxima dos canais bioldgicos. Assim, na analise do comportamento de
canais “realistas”, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos numéricos que
aproximem a solucao do problema. Um método iterativo que resolve a equagao de

Poisson em uma geometria qualquer sera apresentado no préximo capitulo.

Entre todos os sistemas de coordenadas que a equacao de Poisson é
separavel, o sistema de coordenadas toroidais é o que mais se aproxima de um canal
real. Embora esta geometria ofereca uma curvatura, dentro do poro, oposta aos ca-
nais biolégicos, existem muitas vantagens em obter solucoes analiticas. Por exemplo,
nas simulagoes de dinamica browniana (DB)!, o potencial elétrico precisa ser cal-
culado muitas vezes, e tal computacao é simplesmente inviavel caso seja necessario
calcular o potencial numericamente a cada passo de tempo. A solugao da equagao
de Poisson em coordenadas toroidais foram baseados nos seguintes trabalhos [39],
471, [53], [60)], [62].

A 4gua é tratada como um continuo e os fons como elementos individu-
ais. Os fons movem-se sob a influéncia de forcas eletrostaticas emanadas de outros
fons, cargas fixas, campos elétricos aplicados e contorno dielétrico. Para descrever
as interacoes de longo-alcance entre particulas, sera considerada a teoria eletrosta-
tica macroscopica, portanto, a constante dielétrica da adgua é aproximadamente 80.
Existe em torno de 500 moléculas de agua confinadas em cada vestibulo do canal.
Quase certamente a constante dielétrica serd menor do que valor mencionado acima.
Assim, a constante da dgua nessa regiao merece atencao experimental e teérica adi-
cional. Na regido estreita do canal, onde o raio é menor que 4-5 A, as moléculas

de agua estao ordenadas e nao sao livres para alinhar com o campo externo. A

1Que seré vista no Capitulo 4



representacao da dielétrica como um meio continuo em tal regiao nao é uma bhoa

aproximacao.

A interface dgua-proteina serd modelada como um limite tnico, rigido
e bem definido entre os dielétricos. Na realidade sua superficie é preenchida com
cadeias polares e hidrofilicas. Os grupos polares e as moléculas de dgua perto da
interface nao sao incluidas explicitamente, sendo representadas, nesse modelo, pelo
contorno dielétrico. E possivel tratar a interface mais precisamente, assumindo
que h& uma camada fina com constante dielétrica intermediaria entre os valores da

proteina e da agua.
4.1.1 Campo elétrico aplicado

H4 duas maneiras de produzir a forca que move o fon através do canal:
uma diferenca de potencial ou um gradiente de concentragao entre duas faces do
canal. No nivel macroscopico estes dois sao equivalentes, e estao acoplados pela
equacao de Nernst-Planck. No nivel microscopico, porém, os processos fisicos sao
muito diferentes. Um gradiente de potencial elétrico aplica uma for¢a para todos
os fons, fazendo com que adquiram uma velocidade de deslocamento. Um gradiente
de concentracao nao causa forgas sobre os fons e nenhuma velocidade de desloca-
mento médio, mas seu movimento browniano aleatério carrega os fons no sentido do

gradiente de concentragao.
4.1.2 Geometria do canal

A superficie do canal é formada pela rotagao de 360°, ao longo do eixo
z, com um circulo fechado. Seu raio ¢ de 40 A e o centro é localizado em 2 =
44 A. O segmento da regido mais estreita do canal toroidal tem um raio de 4 A e
dois vestibulos distando 40 A da linha meédia2. O raio selecionado para o segmento
estreito correspondendo ao fon potassio com sua primeira camada de hidratagao.
O modelo corresponde apenas ao canal e nao inclui explicitamente os lipidios da

membrana, pois inviabilizaria uma solugao analitica no sistemas de coordenadas que

2midline



esta sendo proposto. Essas dimensoes foram utilizadas para averiguar a validade da
solucao analitica, que sera apresentada a seguir, com um método numérico iterativo.

E, conforme [47] oferecem resultados semelhantes do potencial elétrico.

4.1.3 Coordenadas Toroidais

Qualquer ponto dentro e fora do toro, bem como na sua superficie,
pode ser representada pelo sistema de coordenadas toroidais (i, 7, ¢) € Ry x [0, 27)?

relacionadas ao plano cartesiano pelas seguintes equagoes [62]:

asinh p cos ¢ a sinh y sin ¢
r = —, =
cosh u — cosn cosh . — cosn
asinn
= — (4.1)
cosh u — cosn
onde a é um parametro positivo®.
nNZ
R=a coth L
r=a cosech L
F
a “‘
/(P S y

Figura 4.1: Sistema de coordenadas toroidais. Um toro é gerado pela rotacao de dois
circulos pela rotagao de 360° ao longo do eixo z. Um ponto P qualquer
do espago pode ser definido por (u,n, ¢).

De acordo com a figura 4.1, seja PF} a distancia do ponto P ao ponto
focal F, e PF; a distancia do ponto P ao ponto focal F,. A coordenada p € definida
como log(PF;/PFy). A superficie dada por g = pjconstante é o toro de raio menor

r = acosechyu; e raio maior R = a coth 1 no plano z = 0 e centro na origem. A

3Uma vez fixada o valor de a, o sistema de coordenadas estéd definido. No entanto, para qualquer
escolha valida de a, o sistema representa todo o R3.



coordenada 7 é definida pelo angulo Fy; PF,. Dado um p fixo, n traga um circulo
de raio fixo r conforme ele percorre o seu intervalo. A coordenada ¢ é o angulo

azimutal sobre o eixo de simetria z.

No plano y = 0, o circulo que descreve a superficie toroidal ira cruzar
o0 eixo positivo x duas vezes, em x; quando 7 = 0 e em x5 quando n = 7. Assim o

raio r do toro esta relacionado com as coordenadas toroidais pela expressao

asinh a sinh 4

o= cosh p; — 1 B cosh pi1 + 1

2asinhpy  2a

— = or. 4.2
cosh? pp — 1 sinhpy (4.2)

Similarmente, a distancia da origem ao centro do toro R pode ser ex-

pressa em termos da coordenada toroidal como

R:x2+x1—x2 _ a( a sinh iy N 1 )

2 coshp; +1  sinh
h
= <2 _ G coth - (4.3)
sinh g1

Assim, conforme n muda de 0 a 27, a constante p; descreve um circulo
de raio menor, r = a/ sinh py, centrado no raio maior R = acoth p;. Pela rotagao
dos dois circulos ao redor do eixo perpendicular z, uma geometria toroidal sera
gerada. Para pu = 0, tanto r quanto R sao infinitos, e o circulo sera o eixo z. No
limite oposto, p — 0o, R = a e r = 0, e o toro representard um anel de raio a ao

redor do eixo z.
4.1.4 Solugoes das Equagoes de Laplace e Poisson

O Laplaciano para uma funcao escalar ¢ é um operador diferencial

definido por

Moo L [0 (hahs 0N, 0 (lhy 9\, 0 (lhy D
Y= hlhghg 8u1 hl 8u1 8u2 hg 8u2 8U3 h3 8u3 4

onde h; para i = 1,2, 3 sao os fatores de escala do sistema de coordenada, definido

por




para uina parametrizagéo Ty = fl(qla(ba"'aqn)axQ = f2(q17QQ7"'7qn)7"'7'xm =

fm(q1,q2, - .., q,). Portanto os fatores de escala referente as relagoes de (4.4) serao
a
hy=hy = — &
pen cosh pt — cosn’
inh
h, = asmap (4.5)

cosh ji — cosn’

Portanto, a equacao de Laplace em coordenadas toroidais é

0 sinh n 0
" Wy Sl —_—=>2———7 =
cschiy (cosh pu — cos ) [@i (coshu — COSﬂau)

0 sinh 7 0 0 cschn 0
ol Bemremesuennn el H sl wal B R ——y = 4,
i on (Cosh,u—cosnﬁn) +3¢ (coshu—cosna¢)} =0, (4.6)

e a solugao ¢ dado em termos das fungoes trigonométricas n e ¢, e os harmoénicos
toroidais (Fungoes de Legendre de primeira e segunda espécies) P, ,(coshp) e

Qr /2(cosh 1). A solugdo mais geral pode ser escrita como

o = ) DD [Aun@p jp(cosh i) + B Py (cosh pr)]

n=0 m=0

X cosn(n — Npm) coSM(P — dpm), (4.7)

onde
f(usn) = +/cosh p — cosn, (4.8)

e os coeficientes A, Bum, Dnm, @nm Serao determinados pelas condigoes de contorno.

O potencial devido a uma carga pontual g em 7o = (g, 79, ¢y) ¢ dado

por [62]
q . q © o0 - B
r—ro| Waf(/iaﬁ)f(uo,no) ;m:o(z 0n0)(2 — dmo)
X F(n —m + 1/2) CcoS n(?] — 770) Ccos m(¢ — ¢0)

Fn+m+1/2)
{ P;Zil/?(COSh /’L)Qnm—l/Q(COSh o) se i < plo

(4.9)
Q1 jp(cosh p) By o (cosh i) se pu > puo.

A troca das solucoes em p reflete o fato de P | / divergir com y —

oo e QM /2 divergir com p — 0. A solugdo da equagao de Poisson para uma



carga pontual fora do toro p = pu; > pg, com constantes dielétricas e, fora e e
dentro do toro, podem ser encontradas superpondo os potenciais nas equagoes (4.7)
e (4.9). Normalmente, em tais problemas de valor de contorno, as solugoes ¢ sao
separaveis, e as fases ¢y, em (4.7) devem ser coerentes com ¢q, entao ¢, = do
para todo n,m. O mesmo argumento, no entanto, nao vale para as solugoes 7.
Pois na raiz quadrada do fator f na equagao (4.8), existe um acoplamento entre
coeficientes diferentes, e as fases 7,,, nao sao necessariamente coerentes com 7). Esta
¢ uma caracteristica distintiva das coordenadas toroidais, e complica as solu¢oes dos
problemas eletrostaticos em comparacao com outros sistemas de coordenadas. Apos

levantar estas questoes, os potenciais superpostos podem ser escritos como

Cin = Fm) DY AumQiy 5(cosh )

n=—oo m=0

x explin(n — nim)] cosm(¢ — o),

Cour = f(u1m) Z Z{Bnm "1 ja(cosh 1) explin(n — nl,,)]
n=-—oo0 m=0
+  Cam@," 1 p(cosh p) explin(n — o)} cos m(¢ — ¢o) }, (4.10)
onde
1 I'(n—m+1/2)
= — 2—94
Onm 471'8081 ﬂ_&f(/'LO? 7]0)( mO)F(n +m+ 1/2)

x Py p(cosh po), (4.11)

sdo coeficientes constantes. Em (4.10), foi usado a relagdo p > po para a carga
pontual equagao (4.9). Também foram substituidos os cossenos com exponenciais

pelas solugbes 7, pois isso simplifica a equivaléncia na fronteira.

Aplicando a condi¢ao de contorno em p = iy,

380m o a(pout

4.12
(9cosh,u - (9cosh,u (4.12)

Pin = Pout,

obtém-se as seguintes equacgoes para todo m:

Yot oo AnmQexplin(n —1n),,,)]

o0

- > [BunPexplin(n — 1))

n=—oo

+ Can eXP[m(U - 770)]]7 (4'13)



e Y Awm(fQ + ['Q) explin(n —1),,,)]

= &1 Y [Bun(fP'+ f'P)explin(n —1),,)]
+ Cun(fQ" + f'Q) explin(n — mo)]]- (4.14)

Aqui foram introduzidas as seguintes notagoes para as constantes, P = P | /2 (cosh py),
Q = Qnm_l/Q(cosh p1) e f = f(u1,m). Similarmente, os apostrofes em P, Q, e f de-
notam as derivadas com respeito ao cosh p avaliados em p = py. Estas equagoes

podem ser simplificadas mais uma vez pela introdugao dos coeficientes complexos

Al = Apmexp|—inn,.], Bl = Bumexp[—inn], |,
Cl.. = Chumexp|—inng]. (4.15)

Substituindo os coeficientes acima em (4.13) e (4.14) obtém-se

o0

> AL Qexpling) = Y (B, P + C,,,,Q) expliny), (4.16)

n=—oo n=—oo

) Z Al (fQ" + f'Q) expling)]

n=—oo
o0

— &1 S [Blu(fP + f'P) expliny]

n=—oo

+ Ch(fQ + 1'Q) explin]). (4.17)

A equagao (4.16) vale para cada n, e assim pode ser resolvida para B),

I
em termos de A7,

Substituindo B}, em (4.17) e agrupando os termos similares, tem-se
Yoo Apmle2(fQ + Q) — er(f P+ f'P)Q/P] explinn]
= & Y C.f(@Q — P'Q/P)expliny. (4.19)

n=—oo



Usando f' = %f e substituindo na expressao f(u,n) = v/cosh i1 — cosn,

a equagao (4.19) pode ser escrita na seguinte forma

2 (cosh puy — cosn) Z Al (£90Q" — &1 P'Q/ P) explinn]

(€9 —€1) Z Al Q explinn]
= 2ey(cosh g — cosn) Z m(Q — P'Q/P)explinn). (4.20)

Note que os fatores cosn implicam um acoplamento dos coeficientes
vizinhos, entao a equagao (4.20) ndo pode ser resolvida trivialmente. Nesse caso, a

anélise de Fourier das séries na equacao (4.20) em 7 resulta na seguinte expressao

> oo 1[2cosh i (62Q" — €1 P'Q/P) + (g2 — 1)Ql0w n
- (52Q/ - €1PIQ/p)(6n’,n+l + 5n/,n71)}A:—Lm
= & Z n(Q = P'Q/P)[2cosh 116,

n=—oo

- (5n’,n+1 + 6n’,n—1)]- (421)

Introduzindo os seguintes coeficientes,

E:.Ln = (égQ/ — €1P,Q/P)A/

g = 2coshpu; + 5 65,62__818]13),3/13
Ar =al(@ - P'Q/P)C,,, (4.22)

tem-se a seguinte equacao em diferencas de segunda ordem para os coeficientes E":
EX o —aqr B+ B = A — 2cosh iy AT 4+ AT (4.23)
As partes real e imaginaria desta equacao devem ser satisfeitas sepa-

radamente, levando a duas equagoes em diferengas, através das equagoes (4.15) e

(4.22), determina tanto a amplitude A, quanto a fase 7],,..



4.1.5 Solucao da Equacao em Diferencas

A seguir seré apresentado os principais passos para a solucao da equagao
(4.23). Por conveniéncia, o sobrescrito m sera suprimido, mas a mesma equagao tem
que ser resolvida para cada valor de m. A funcao de Green correspondente a equagao
(4.23) satisfaz

Grnii,n — @nGnN + Gro1,N = On,n41 — 2c08h (110, v 4 On N1, (4.24)

para cada valor de N. As solugbes da equacao (4.23) sao dadas por

E,= Y Gy, (4.25)
N=—oc
como pode ser verificado substituindo a equagao (4.25) em (4.23) e usando a equagao
(4.24) [53]. Para construir a fun¢do de Green, primeiro acha-se as solugoes da
equacao homogénea,

GnJrl,N - QnGn,N + anl,N = 07 (426)

e depois é implementado as “condigoes de contorno” impostas em (4.24). As duas
solugoes independentes de (4.26) podem ser encontradas pelo estudo da sua forma
assintotica com |n| — oo. Nesse limite, ¢ — 2 cosh yi1, € a razao G,41 n/Gp N das
solugdes tendem a exp(=41). Destes resultados, que podem ser vistos com detalhes

no trabalho [60], é possivel construir as solugoes da equagao (4.26)

GnJrl,N o 1 =
- - n+1,
GnN Tpyp— 1
qn+27+
Tni3z—
Gn—l N 1
ZolN o = B_1. (4.27)
Gn,N 9p-1—— 1
qn727+
In_3——

A equagao (4.27) pode ser escrita como rela¢ao de recorréncia entre «,

e [n:
! o= — (4.28)

)
qn — Qny1 Gn — Qn—1

que prové um método simples para seus calculos de modo iterativo. Pelas proprieda-

ay =

. . " m . - .
des de simetria de P | /2 Qr /o € suas derivadas, segue que ¢_,, = ¢, na equagao

(4.22). Usando este fato em (4.28), verifica-se que «,, = (_,, e portanto apenas



um conjunto de coeficientes precisam ser calculados. Reescrevendo a equagao (4.27)

Ccomo

GnJrl,N = CVnJrlGn,Na n>N+1

anl,N = ﬂnflGn,Na n<N - 17 (429)

Gp.n pode ser determinado de (4.29) recursivamente, uma vez que
Gni+1n € Gno1n sao especificados. Para calcular essas duas quantidades, usa-se
as “condigbes de contorno” de (4.24) em n = N — 1, NN + 1, que resulta nas

seguintes equagoes:

(Bn—2—qn-1)GNoaN + Gy = 1
Gn-ivn — NGy +Gyiiy = —2coshy
Gyn + (ant2 —gnv41)Grpny = 1, (4.30)

onde foi substituido Gn_on = Bv_2Gn-1n € Gniony = ani2Gryi1 N da equagao

(4.29). A solugdo do conjunto de equagoes lineares em (4.30) resulta em

(2cosh py — qn)Bn-1
qN — ant1 — On-1
(2cosh g — any1 — Bn-1)
gy — an1 — On-a
(2cosh py — qn )N+

GniiN = : (4.31)
gN — ON41 — Br-1

Gnoin =

Gnn =

Substituindo as equagoes (4.29) e (4.31) na equagao (4.25), finalmente
é obtido o coeficiente E,,,

oo

E, = Z An

Ne—oo (qv — any1 — Bn-1)

X {(2cosh piy — ant1 — Bn-1)0nn + (2cosh pi; — qn)

x |O(n—N) H ozk+@(N—n)1:[Bk]}. (4.32)

k=N+1

onde ©(x) é a funcao degrau, isto é, O(x) =1 se z > 0, e 0 caso

contrario.



Zl

Deve ser enfatizado que as equagoes eletrostaticas que foram apresen-
tadas descrevem meramente os fendémenos no nivel macroscopico e, conforme seré
visto no préximo capitulo, falham quando analisado microscopicamente. Implicita
nas equacgoes de Laplace e Poisson, esta a suposicao de que os fons podem ser ide-
alizados como cargas pontuais e o dielétrico pode ser representado como um meio
continuo [47]. A solugao analitica para a equagao de Poisson em uma geometria
toroidal é um primeiro passo para o estudo da dinamica do transporte de fons em
canais transmembrana, pois é utilizada em simulagoes da permeacao de fons. Mesmo
que a solugao represente uma situagao em que o fon encontra-se em uma pPosi¢ao

fixa no sistema.

Na secgao seguinte sera apresentado a mecanica estatistica do equilibrio
em canais ionicos, que também é uma descricao formal de um sistema estatico.
Mas é de importancia fundamental para uma futura mecénica estatistica de nao-

equilibrio.

4.2 Mecanica Estatistica do Equilibrio em Canais I6nicos

O avanco das ferramentas computacionais vem impulsionando a com-
putagao de sistemas complexos. Com isso, crescem as possibilidades de desenvolver
simulagoes que levam em conta todos os &tomos envolvidos na passagem de fons por
um canal. Assim, mesmo com suas limitacoes, as simulacoes com dindmica molecular
(DM)* estao se tornando cada vez mais freqiientes. Nesse sentido, desenvolvimentos
teodricos sao fundamentais para melhor entender e aperfeicoar tais ferramentas. A
DM pode ser usada para simular canais idnicos em equilibrio, portanto, uma formu-
lacao estatistica é a alternativa mais adequada para formalizar esse sistema. Nessa
secao sera descrita a mecanica estatistica do equilibrio para canais i6nicos seletivos,

conforme os seguintes desenvolvimentos teoricos [68], [69], [70], [71].

4Que sera visto no proéximo capitulo



4.2.1 Descrigao do Sistema Biolégico

Para a descricao do sistema biologico, considera-se um canal idnico que
transpassa a membrana lipidica em solucao salina. A solucao eletrolitica nao é
simétrica, e existe um potencial de Nernst através da membrana. Assume-se que o
canal é passivamente permeavel a apenas uma espécie i6nica e permanece no estado
aberto sem potencial de acao. Nem um outro ion pode passar através do canal ou da
membrana. Essa é uma extensao direta do conceito de membrana semipermeével,
que ¢é obrigatorio para a existéncia de um potencial de Nernst [29], [68]. Outra
consideracao sobre o sistema ¢ a possibilidade de identificar uma regiao chamada de
"poro", da qual sao excluidas todas as espécies de ions nao permeantes, e outra regiao

» 5

chamada de “solucao” °, que contém a solucao eletrolitica. Conforme a ilustragao

na Figura 4.2.

= = (I =) ~1I) K
o oh pUb v gin

Figura 4.2: Sistema microscopico. A regiao do poro é a parte interna da elipse
tracejada e a regiao da solucao ¢é a parte externa. Diagrama construido
a partir de Roux, [69].

4.2.2 Descricao Estatistica do Sistema Bioldgico

Inicialmente serao descritas as propriedades estatisticas do sistema for-
mado por uma membrana semipermeavel e duas regioes preenchidas por solugoes
eletroliticas e separadas pela membrana. As propriedades estatisticas sao obtidas

a partir do ensemble grande candnico formado por um conjunto enumeravel de sis-

bulk



temas idénticos capazes de trocar energia e particulas entre si. O objetivo dessa
abordagem é desenvolver uma relacao entre as densidades dos fons permeantes na
duas solugoes eletroliticas separadas pela membrana sem detalhes sobre a sua estru-
tura interna. Essa relacao sera utilizada mais adiante em um modelo mais detalhado

para a membrana.

Seréa considerado o ensemble grande canénico em que os sistemas sao
constituidos por duas solucoes eletroliticas compostas por 2 espécies de fons com
cargas de sinal contrario, imersos em um dielétrico continuo (dgua). As solugoes sao
contidas em duas regices delgadas Q;, Q;; C R3 adjuntas as faces de uma membrana
plana permeavel a apenas uma das espécies de ions, por simplicidade a espécie 1.

Além do mais, considera-se um ensemble que permita flutuagoes da espécie 1 apenas.

De acordo com a estatistica do ensemble, uma configuragao formada
() ) L . . C () (i) ~
pelos Ng” € N fons da espécie i contidos em (2, cujas posigoes ry], ..., r @ 580

agrupadas na Ns@—upla RY = {rsi)l,rgg,...,r(i) , } € QN§i), s=1,1I1=1,2,

)

possui probabilidade

~ ) () B)
ﬁe*ﬂ(’“w NGy (R R | (4.33)
NOINDy

(1] —

onde pig, prr sdo os potenciais quimicos da espécie 1 em €2; e €);; respectivamente,
B = —— ¢ o “inverso da temperatura’ (devido a constante de Boltzmann, kg,
S~ possui unidade de energia) e H ¢ o funcional energia de uma configuracao de
fons distribuidos de acordo com os vetores posicao. A medida de probabilidade é

normalizada pela “grande funcao de particao” =6,

—ﬁ(lnN( )+HIIN( )> " 2)
y ARy - 2 AR} e P 4.34
Z Z NN, /Q;Vp I /Q (2) (4.34)

(D_g N
NM=0N{)=

A partir da grande funcao de particao pode-se calcular o valor médio
<N5(1)>_ do ntimero de fons da espécie 1 contidos na regiao €2,, s = I, I, de acordo

com a estatistica do ensemble . Por definicao, o valor médio é calculado a partir da

6por simplicidade, estamos supondo que as componentes dos vetores posicdo sdo nimeros, i. e,
nao possuem unidades de medida.



soma
—ﬂ(ulel)-i—unNﬁ))

Sy ae

NP=onN{Y=0

X /Nu) RV .- / g dR{)e ™ (4.35)
o)l o

<Ns(1)>5 =

(1] —

1 1
NN

que em termos da grande funcao de particao pode ser escrita como

19
3 Opis

In=. (4.36)

No limite termodindmico a relacao entre as densidades dos fons per-
meaveis em cada uma das regioes pode ser calculado a partir da expressao acima.
Para tanto, deve-se dispor de uma forma exata para a grande fungao de particao =.

A principal dificuldade nessa tarefa envolve a forma do funcional H.

O funcional energia da configuracao é decomposto na soma de duas
partes, o termo U ({R(I),R() 2 )

U({R(I),R() 2 ): S e, (4.37)

SE{IIT} i=1 .cp()

onde ¢ é a carga do i-ésimo fon e ® & solucdo da equacdo de Poisson para a
distribuicao de cargas concentradas na posicao dada pelos vetores dos conjuntos Rgi).
E o outro termo ¥ ({Ry), R?I) }le) também de origem coulombiana mas associado
a distribuicao dos elétrons em torno de cada fon. ¥ é formado por uma soma de
potenciais de dois corpos repulsivos mas de curto alcance. Esse termo impede o

colapso de fons de carga oposta.

Dada a forma dos termos U e W, a tarefa de obter a expressao exata
para = é extraordinariamente complexa. No entanto, é possivel propor algumas
simplificagoes que sejam capazes de capturar as propriedades principais do sistema.
Inicialmente, considera-se que a contribuicao para o potencial devido a distribui-
¢oes de cargas externas é constante em 27 e 77, o que equivale ao caso em que a
distribuicao de cargas externas ¢ neutra e todas as demais contribui¢oes da expan-

sao multipolar sao despreziveis. Nessa situacao, o valor do funcional ¢ dominado



pela contribuicao formada pela distribuicao das cargas excedentes pelas duas faces
da membrana que age como um capacitor plano e estabelece uma diferenca de po-
tencial entre as duas regioes. Como estamos interessados no limite termodinamico
desse ensemble, sera considerada a forma do potencial coulombiano de um capacitor
plano de placas paralelas. Assim, atribuindo o valor constante 0 para o potencial
na regiao intermediaria entre as duas faces da membrana, o potencial na regiao €2y

serd dado por
1)

(
o) = L= (M7 =) = (M =) req, (4.38)
onde C' ¢é a capacitancia da membrana, definida por
A

o . 1
onde € é a permissividade elétrica da membrana, d a sua espessura e A = —|Q;| =
€

1 . . .
—|Q1| € a area da superficie de uma face da membrana, por simplicidade, considera-
€

se que o volume da regiao adjacente as faces da membrana onde as cargas se encon-

tram possui volume Ae. O potencial na regiao 2;; possui expressao analoga.

Em resumo, seré utilizada a seguinte forma para o potencial P,

(v =) = (M =) req
O(r) = . (4.40)
q 1 2 1 2
(= 0) - (0 =) e
De acordo com a forma do potencial, a contribuicao do potencial ® em

uma configuracao do sistema é calculada pela expressao U,

U= 5| S aem Y a®er - Y gVer) + Y g ¥

reR\Y reRr'? reRY reRr'?
( (1))2 2
q 1 2 1 2
- R () - (- 9)
2
(¢)

- % <—2ANN§”+2ANN§}>—2N§”N§}’+

e (M) (7)) (4.41)



onde AN = N 1(2) - N 1(? ¢ a constante dada pela diferenca entre o nimero de fons

da espécie 2 entre as faces da membrana.

As contribuig¢oes de curto alcance nao podem ser ignoradas, ja que U
(4.40) possui os termos (N I(l)>2 e <N 1(2)> i que prejudicam a somabilidade da grande
funcao de particao =. Uma condicao suficiente para a existéncia do limite termo-
dinamico ¢é a “estabilidade do potencial”, ou seja, dada uma configuragao qualquer
com N elementos, a somabilidade da grande funcao de particao estaré garantida se
H > —kN, onde k£ é uma constante nao negativa. Para que o funcional energia de
configuragao seja estavel, ¥ deve possuir a seguinte forma para uma configuragao

(1) )

. P 1) . s s
com N, ions de espécie 1 em 2 e NI(I ions de espécie 1 em €y,

- (¢M)? 2

% % q 1 1

‘I’({Rfr),Rfr}}i:m) =30 <N1( ) — Nz(z)) - (4.42)

De acordo com essa escolha para os funcionais ® e W, a energia de uma
configuragao {R(Ii), R(IZI)} de fons ¢ dada por

i=1,2

2
H = —g—c (AN? = 2AN (N, — Nip)) (4.43)

onde os indices (1) foram omitidos para aliviar a notacao.

Essa escolha para o funcional H desacopla as variaveis espaciais na
grande fun¢ao de particao de modo que as integrais l4 presentes serao iguais ao
volume das regides. Introduzindo a nova variavel N' = N 1(2) +N 1(? , a grande fungao
de partigao assume a forma

2 ¢
ﬁ—qA/\/Q 0 exp {—ﬁ (/u + EA/\/’) N[]
= = e8CT QN ) o X
N;=0

Ny!

2
o exp {—5 (,UH - f_CAN> NH:|
x| oo . (4.44)

N[[:()

As somas sao independentes e correspondem a fungao exponencial,

2 2
T2 AN2 =B\ nr+ AN =B\ nrr— AN
==e8C T QN exp ||Qe 4 exp | Qe 4 . (4.45)



A partir da grande funcdo de partigdo e de (4.36) pode-se obter os

nimeros médio de ocupacao,

(Ni)z = . <W+%AN> (4.46)
(Nir)z = . QLH_%AN) : (4.47)

)

Tomando o limite termodinamico ||, C, Nl(Q), N2(2 — 00 e mantendo as seguintes

razoes constantes,

AN @ N; Nir
— — N — =) 4:4:
C SRTo TR To e, (4.48)

C

onde py e prr sao as densidades médias dos fons de espécie 1 na regiao das faces da
membrana; ¢ é a capacitancia por unidade de area e w ¢ diferenga entre as densidades
de ions de espécie 2 nas duas faces multiplicada pela espessura e da regiao adjacente
as faces da membrana que contém os fons. Assim, a relacao entre as densidades é
dada por

q2
-3 MI+_AN)
p_I e ( 40 e_ﬂul
or - . (4.49)

— = 3 )
128 q q
— ——— AN — - w
) B (MU iC ) . B (MU o0 )

E comum encontrar na literatura [68], [69], [71], a definicio dos termos i1, pto como
2

.. . . q q ..
“potenciais quimicos intrinsecos” e os termos p;+-—w € p;; — -—w como “potenciais
4e 4e
quimicos em excesso”, simbolizados por ji; e fi; respectivamente. Sera adotado os
mesmos simbolos no restante deste capitulo, entao

2

fir = jir + %w (4.50)
e
: ¢
ﬂ[[ = Urr — Ew (451)

Os potenciais quimicos intrinsecos i1, 2, surgem de interagoes locais
2

. . L. q , .
do ion com as particulas ao seu redor no reservatorio, e 4—w é o potencial eletros-
c

tatico na solucao eletrolitica. O valor do potencial quimico em excesso corresponde



aproximadamente a combinagao do modelo de solvatacao de Born [10] com a teoria
de Debye-Hiickel [23] para as solugoes eletroliticas. O primeiro depende da constante

dielétrica do solvente e o tltimo depende da forga idnica da solugao de sal [59].

De acordo com a mesma estatistica, a média da diferenca de potencial

entre as duas faces da membrana é dada por

@)~ @)z = 55 ((M7)_— (M) - M+ NP) - (452)

e no limite termodindmico, define-se a diferenca de potencial média, V,

(pr — prr) — . (4.53)

. q
V= lim (®(ry) — ®(ry))z = 2c

19
Q] /o0 2c

Na situagdo em que p; = uy, segue de (4.49) que a razao entre as densidades esta

relacionada a w por

2
=L (4.54)

Be* prr
que aplicada a expressao para a diferenca de potencial V' conduz a uma forma

que depende apenas das densidades dos ifons permeantes e das caracteristicas da
membrana,
V= il LB (Pr = prr)- (4.55)
Bqg  prr o 2c
Levando em conta os valores tipicos para membranas biolégicas (¢ da
ordem de 107%F/cm?, € da ordem de 1071%m e temperatura T' da ordem de 300K),

€
o termo (;— (pr — prr), em valor absoluto, é trés ordens de grandeza menor do que o
c

termo ﬁ_ In ﬁ o que permite obter a forma do potencial de Nernst,
q  pir

1 _
V&~ VNernst = 5 lnﬁ

Bq " P (4.56)

O restante desta secao segue o desenvolvimento sugerido por Roux em
[69],[68] e [71] .

4.2.2.1 Probabilidade de ocupag¢ao e Potencial de For¢a Média

Nesta subsecao, a estrutura interna da membrana sera levada em conta

na estatistica para o sistema. O objetivo é construir um ensemble grande candnico



para a ocupacao dos poros. O ponto de partida é um ensemble candénico em que o

namero de fons em cada lado da membrana é fixo.

A energia potencial total do sistema ¢ H ({R, X}) onde
R ={ry,...,rx} € R éa N-upla formada pelos vetores posi¢ao dos N ions permean-
tes. De modo semelhante, a variavel X = {X;, X, X;, X.} € U contém informagao
sobre os graus de liberdade (por exemplo, posi¢ao e estado interno) de todos os

demais elementos que constituem o sistema, subdivida em

1. X;: ions nao permeantes;
2. X,,: moléculas de agua;
3. X;: moléculas de lipidio;

4. X,: canal ionico;

onde R = Q¥ & o espaco de configuracoes dos fons permeantes e U é o espaco de

configuragoes de todos os demais elementos.

Os fons permeéaveis podem ser transportados de um lado para o outro,
no entanto os fons nao permeaveis nao podem intercambiar entre os lados 1 e 2 da
membrana. Como o nimero desses fons N®) sdo fixos em cada lado da membrana,
suas configuracgoes sao restritas ao lado em que esses fons estao localizados; ao invés

dos fons permeantes cujo espago de configuragoes é todo o volume do sistema.

Seja a uniao disjunta da regiao do poro {2, e a regiao da solucao ele-
trolitica 2y = Q/Q,, entdo definimos o nimero total de fons permeaveis dentro do

poro em uma configuragdo R € R, como v(R)

v(R) = /Q dz Zé(z —r), (4.57)

reR

onde r; é a posicao do i-ésimo fon.

A probabilidade de ter exatamente n ions no poro é calculado pela

média,
B Jodry- - [ dry [, dX 6, ) e T

P, = 3) = 4.
n <5n,1/()> fQ drl"'fﬂ dI'N fU dX e_ﬁfH ) ( 58)




onde 0, ,(r) ¢ a fungao delta de Kronecker discreta definida por

1 sen=v(R

0 caso contrario.

Por construcao, as probabilidades P, sao normalizadas, isto é,
22[21 P, = 1, devido a completude da delta de Kronecker. Segue que a média
sobre qualquer observavel A pode ser expressa como uma soma sobre os estados de

ocupagao do canal,
N

(A), = Z P (A)p ) » (4.60)

n=1
onde (A4), ) ¢ a média de A quando exatamente n fons estao dentro da regiao do
poro. No limite termodinamico, N — o0, e a estatistica obtida é a de um ensemble

grande canonico associado a ocupagao do poro.

Para determinar a probabilidade de ocupacao, é ttil considerar o fator
de ligacao B,,
B, = —. (4.61)

Para n = 1, tem-se

_ fQ dI‘l <. fQ dI‘N fU dX&l,,,(R) 6_’6H
fQ dI‘l s fﬂ dI‘N fU dX(S(),,/(R) 6_’67_[’

como o valor da delta de Kronecker ¢ zero ao menos que um dos N ions esteja dentro

By

(4.62)

do poro, o fator de ligacao pode ser reescrito da seguinte maneira

fﬂp dry fQ drs - - fQ dry fU dX 6y (ry e

B =N , 4.63
' Jo dry - [y drn [y dX 0,u(m) e (4.63)
e similarmente o fator de ligacao para n-ions é
N!
B, = ——
nl(N —n)!
y fﬂp dr; - - -pr dry, [o drpgi--- [o dry [;dX e M (164)
st dr1 cee st dI‘N fU dX 6757—[ ' ’
N!
Os termos N e ————— sao de origem combinatoéria e levam em conta as dife-
nl(N —n)!

rentes maneiras de obter uma configuracao com 1 fon e n fons na regiao do poro,

respectivamente, quando dispomos de /N ions permeantes.



ol

Portanto o fator de ligagao de 1-ion pode ser expresso por

Jo drie PV
— N
To G

B (4.65)

onde W (ry) ¢ o potencial de for¢ga média (PFM) com um ion dentro do poro. O PFM
corresponde ao trabalho necessario para adiabaticamente mover um fon na regiao do
poro. Sua primeira derivada é igual ao valor negativo da for¢ca média exercida sobre
um fon pelo canal, dgua, os outros ions, e a membrana. Isto &, (F) = —VW (ry).
Nesse sentido, o PFM nao ¢ igual a energia potencial média mas a energia livre. Para
ter uma relagao simples com o potencial quimico em excesso do fon no reservatorio,
o PFM relativo a um sistema com um ifon, sem interacao com as demais forcas, sera

definido por

—BW(r1) __ fQS er e fﬂs drN fU dX e_ﬁH (4 66)
¢ T Jo drs - Jpy dry fydX e P '

onde Hj significa que todas as interacoes envolvendo o fon 1 com o resto do sistema

foram desligadas. Note que por construgao, W(ry) — fis conforme r; se distancia

da regiao do poro. E a integral sobre o reservatorio é

/drle_ﬁw(”) = |Qle PP 4 |Qpy|e~ PR (4.67)
Qs
— _Ee*ﬁﬂl
Pr
N _
= e PR (4.68)
Pr1

pois N = |Q|pr + |Q|prr e e PPt = (prr/pr)e PP, Logo,

B, = p / drye W)=
Q

P

_ p_n/ drle—ﬁ[W(m)—ﬁU]' (4.69)
Q

P

Similarmente, o fator de ligacao de n-ion é

1 ]
B, = (p;)"— / dry - / dr,e=PW T rn)=niu] (4.70)
Q Q

n!
P P

onde o PFM de n-fon é definido por

e —BH
efﬂW(rl,-'- Tn) — fﬂs drn+1 fQS dI'N fU dXe — , (471)

fgs drpqq-- 'fﬂs dry fU dX e M,




onde ‘Hj , significa que todas as interagoes envolvendo os fons 1, ...,n com o resto

do sistema foram desligados.

Uma vez determinados os fatores de ligagao, a probabilidade de qual-
quer estado de ocupacao pode ser obtida diretamente deles. Pois segundo a defini¢ao
de fator de ligacao (4.61) e levando em conta a normalizacao das probabilidades dos

estados de ocupagao Y - P, = 1, tem-se que Py e os fatores estao relacionados por

o0

> P, 1
ZB”:§FO:FO' (4.72)

n=0

Entao substituindo a expressao para Py dada por (4.72) na expressao para B,
em termos dos fatores B,,, obtém-se a seguinte expressao para a probabilidade de

ocupacao com n fons,

By,

P, =PRB, = . 4.73
0 1+ B+ By+ By + -+ (473)
E em particular, a probabilidade do poro estar desocupado é
1
F (4.74)

"1+ B+ B+ Byt

Os denominadores das equagoes (4.73) e (4.74) podem ser expressos na
forma de um ensemble grande candnico para um sistema finito, aberto, e em contato

com um banho de particulas,

N\ 82 1
SRS P (T
n. Qp Q

n=0 P

(11

Para qualquer canal real, a probabilidade de ocupacao deve ser zero
a partir de um Ny, 0 nimero méaximo de ions que pode ser ocupado pelo poro
simultaneamente. Um caso particularmente importante ¢ quando o poro nao pode
ser ocupado por mais de um fon ao mesmo tempo [49], [58]. Nesse caso, os fatores
de ligacao By = B3, ... = 0, e a probabilidade de encontrar um ion dentro do poro é

B,
14+ By

P = (4.76)



4.2.2.2  Influéncia do Potencial de Membrana

Os desenvolvimentos feitos até aqui descrevem a situagao mais geral
possivel, com solugoes assimétricas e um potencial de Nernst na membrana. Solugoes
simétricas sem potencial na membrana correspondem a um caso particularmente

importante.

As propriedades do sistema no equilibrio, em uma situacao geral, pode
ser expressa em termos de uma contribuicao dominante correspondente a solucao
simétrica sem potencial na membrana, somada a outras contribui¢oes associadas ao
potencial transmembrana. Para explicitar essa decomposicao, convém separar o sis-
tema entre as regioes do poro €1, e da solucao {2 e representar os graus de liberdade
associados aos elementos contidos na regiao poro por X, (que inclui fons, canal e
agua) e os demais por X,. O principal propésito dessa separagao é a possibilidade
de utilizar uma eletrostatica do continuo para descrever a influéncia do potencial
transmembrana na regiao do poro. Por simplicidade, o desenvolvimento a seguir sera
elaborado para o PFM de 1-ion, embora o tratamento pode ser facilmente genera-
lizado para o PFM de n-ions de maneira analoga ao desenvolvimento da subsecao

anterior.

O subsistema ¢é constituido pelo fon, o canal, e um ntmero fixo m
de moléculas do solvente mais préximas na regiao do poro. Grau de liberdade
Xy ={r1, Xy/p, Xc} € Q, x Uy e Xy ={ry,...,1,, X, X, /s } € U, onde

1. X, /»: m moléculas do solvente na regiao do poro;

w/p-

2. X,,/s: moléculas do solvente na regiao da solugao;
3. X, :ions nao permeantes;
U,¢ o espagos das possiveis configuragoes dos elementos que formam o poro e m

moléculas do solvente , e Uy € 0 espago das configuracoes dos demais fons permeantes,

nao permeantes e as das demais moléculas de solvente .

De acordo com a escolha anterior, a energia potencial total H de uma

configuragdo pode ser escrita como a soma de trés contribui¢oes, H = H,(X,) +



Hps(X,, Xs) + Hs(X5), onde H,(X,) é a contribuigdo dada pelos elementos na re-
gido do poro, H,s(X,, X;) ¢ a contribuicdo dada pela interagao entre os elementos
contidos na regiao do poro e os demais elementos na solugao, e Hs(X,) é a contri-

buicao dada pela interacao entre os elementos contidos na solucao.

Assim, em uma configuracao fixa, a energia livre do ion e do subsistema
no potencial da membrana é [6]
st dX1q, (X, )e e (o) +Hp: (Xp Xrs)+Hs (X))
T, AXo ) ’

onde 1QP(') é uma espécie de funcao caracteristica para a regiao do poro, i. e.,

o BF(X)

(4.77)

1q (X,) = 0 se alguma das variaveis espaciais que determinam a posicao dos ions
D S
permeantes, nao permeantes e todas as demais m + 1, m + 2, ... moléculas de agua

estiverem na regiao do poro €,; e 1o, (X,) = 1 caso contrario.

No caso geral, a energia livre depende das concentracoes nos lados [ e
17

F(Xp) - F(Xp7 ﬁ[a ﬁ[[)a (478)
e no caso simétrico, sem potencial de membrana temos

Fy(Xp) = F(Xy; pr = prr = p)- (4.79)

O potencial transmembrana é resultado de uma interacao eletrostatica
de longo alcance devido a um pequeno desequilibrio das cargas liquidas, envolvendo
os fons moveis do reservatorio nos dois lados da membrana. Para descrever a sua
influéncia no PFM, é necessario usar alguma aproximacao. Uma possivel abordagem
é utilizar a eletrostatica do continuo baseada na equagao de PB modificada para levar

em conta o potencial de equilibrio de Nernst,
V.[e(r)Vo(r)] — & (r)[p(r) — VO(r)] = —4mAp,(r), (4.80)

onde O(r) ¢ a fungao degrau igual a um no lado IT e zero caso contrario, 2 ¢ o fator

de Debye, p,(r) é a densidade de carga do poro e A é o parametro de acoplamento.

Uma expressao para a energia livre F'(X,,) do subsistema baseado na
equagao (4.80) é
V+ =

1 1
F(Xy) = Hp(Xp) + Foar + 50V + 5

Z @pPrmp(Tp) Z qP¢rf(rp)] , (4.81)



onde o primeiro termo é a energia do poro, o segundo termo ¢é a energia livre associ-
ada com a criagao de uma cavidade para inserir um subsistema neutro na membrana,
o terceiro termo ¢ a energia livre associada a capacitancia do sistema, o quarto termo
representa a intera¢ao das cargas da proteina com o potencial da membrana (calcu-

ladacom A=0eV =1)
V(X)) Vp(r)] = R (x)[dmp(r) — O(r)] = 0, (4.82)

e 0 quinto termo representa o campo de reacao devido ao solvente. O campo de
reacao ¢ computado como a diferenca entre o potencial ¢ do ambiente e o vacuo,
isto € ¢,y = ¢(amb) — ¢(vac), onde ¢ é a solugao da equagao de PB padréo sem

potencial de membrana (A =1e¢ V =0):

V.[e(x)Ve(r)] — & (r)¢(r) = —dmAp,(r). (4.83)

A contribuicao da capacitancia é muito pequena, portanto pode ser
ignorada no presente caso. O termo da cavidade é independente do potencial da
membrana e é aproximadamente proporcional a area da superficie exposta do sol-

vente.

Conforme as equagoes (4.71) e (4.77) o PFM de um ion pode ser ex-
presso como
fﬂpxup dXo(ry — 1) )e PFXp)

e AW (r1) —
/ _ * AW
prxUp dX 6(r; —1i)e BE*(X})

(4.84)

onde a notacao F™ significa que todas as interagoes envolvendo o fon com todos os
atomos do sistema (reservatorio e poro) foram desligados. No caso geral, o PFM
¢ W(ry) e depende sobre todas as condi¢oes do sistema. No caso especial de uma
solugao eletrolitica simétrica e sem potencial de membrana, o PFM ¢ W°(r;), que
serd chamado de PFM intrinseco. Assim, procura-se uma expressao para a diferenca
W(r1) — Wo(ry),

fﬂpxUp dX,0(ry — r))e FXp) y fﬂpxap dX,6(ry — r))e A (Xp)
fgpwp dX]5(ry — rf)eFF %) fﬂpwp dX!5(ry — rf)e AF (%)
Jo s, AX8(r1 — r))e PFXy) ) Jo s, X0 (x1 — r))eOF(X3)
Jo s, AX50(r1 — r))eOF(Xp) Jo s, AX50(r1 — r))e0F(X3)

= () (e X (7T oy, (4.85)

e BIW (x1)=WO(r1)]




onde AF = F — Fy, e AF* = F* — F! sao as contribui¢oes da energia livre em
excesso causadas pela assimetria relativa ao sistema simétrico. E
oy X a0
(Far) = AKX (e, — 1y )e PR

(4.86)

com o fon fixo em ry, onde F; é a energia livre de um sistema simétrico. Uma

expressao similar pode ser apresentada para a energia livre F7.

Agora as energias livres em excesso AF; e AFY podem ser avaliadas. A
formacao da cavidade F,,, nao tem contribuicao, pois é independente do potencial
da membrana. Além disso, caso a blindagem idnica da solugao seja a mesma em
ambos os lados da membrana, conforme o potencial transmembrana é aplicado, a
energia livre do campo de reacoes, que surge de interacoes eletrostaticas de longo
alcance entre as cargas no poro e o ambiente, nao contribui para a energia livre em

excesso. Segue que

AF(X,) =V Z%¢mp(rp>]

=V (h@bmp(rl) + ZQP¢mp(rp)] ) (4.87)

p>1
similarmente

AFH(X,) =V

qu¢mp<rp>] . (4.88)

p>1

E possivel expressar o PFM da energia livre em excesso como uma série

de poténcias do potencial de membrana V

(ePBFY = BRI+ AR (AR /24 (4.89)

tal expansao em cumulantes nao requer que as perturbagoes sejam pequenas, e
se torna uma boa aproximacao caso os termos de ordem mais altas possam ser

desprezados.
Pela equagao (4.85) o PFM de 1-ion é

Wir) =WO>r) + WO () + W (r) +--- (4.90)



onde o termo de primeira ordem é

WO () = (AF) gy — (OF) s

= V [QI¢mp(rl)+ )

<Z qP¢mp(rp)> - <Z qP¢mp(rp)> (4.91)
(Fsir1) (

1 1 *
p> p> F¥)

fornecendo a expressao para o PFM.

O desenvolvimento tedrico desta secao fornece uma aproximagao para
a energia livre total de uma proteina-canal com uma configuracao fixa, imerso em
uma membrana e submetido a uma voltagem externa [71]. A mecanica estatistica do
equilibrio, bem como a equacao de Poisson desenvolvida anteriormente, sao validas
para sistemas em que o didmetro do poro for maior que 10 A. No entanto, conforme
serd abordado na proxima sec¢ao, tratar a eletrostatica como um meio continuo nao

fornece bons resultados em canais estreitos.



5 CONSIDERACOES SOBRE SIMULACAO
COMPUTACIONAL

Os dados cristalograficos sobre a disposicao dos atomos nos canais de
potassio, sddio, cloreto e célcio tém sido combinados com simula¢oes computacionais
para explorar as relacoes entre estrutura e funcao nos canais i6nicos. Essas simula-
¢oes permitem apreciar os aspectos dinamicos do sistema fons-proteina-membrana

que nao podem ser observados diretamente pela biologia estrutural.

A necessidade da integracao entre os dados bioldgicos e métodos com-
putacionais, torna-se evidente devido a grande quantidade de agentes envolvidos na
dindmica desses fendmenos. As simulagoes fornecem uma poderosa ferramenta para
testar algumas hipoteses sobre as interagoes fisico-quimicas no comportamento dos
ions e das moléculas de agua na regiao interna do poro, que é diferente quando esses

ions encontram-se fora do canal.

Tipicamente, as proteinas dos canais idnicos contém milhares de &tomos
que somados aos contidos nas bicamadas lipidicas e nos eletroélitos, constituem um
sistema muito grande para uma descri¢ao fundamental. Frente a tal complexidade,
a resposta mais comum ¢ procurar um modelo minimo que, ao menos qualitati-
vamente, descreva os fenomenos observados no sistema. Se a formulagao for bem
sucedida, tal modelo fenomenologico representa uma ferramenta muito significativa
para desenvolvimentos futuros pois, (1) prové uma estrutura simples para o enten-
dimento e interpretacao dos dados experimentais, (2) pode ser usado para fazer
previsoes futuras sobre o comportamento do sistema sobre diferentes condigoes, e
(3) oferece uma ponte natural entre as observagoes experimentais e uma aborda-
gem teodrica mais fundamental. Um modelo fenomenolégico necessariamente contém
parametros livres que normalmente sao ajustados aos dados disponiveis. Natural-
mente, a determinagao desses parametros a partir de uma teoria mais fundamental,
concede ao modelo um status mais respeitado. No entanto, a tarefa de descrever
o comportamento de sistemas complexos a partir de primeiros principios pode ser
impossivel [45]. Neste capitulo serao abordados os principais modelos que simulam

a permeacao de fons, bem como as vantagens e limitagoes que cada teoria oferece.



Aplicacoes desses modelos nos canais gramicidina A e KcsA também serao conside-

radas.

5.1 Eletrostatica nos Canais Ionicos

Uma componente chave na modelagem de canais é a forca elétrica
agindo no fon, que, em ultima instancia, é responsavel pela condutancia dos ca-
nais [44|. Na eletrostatica do continuo, dgua, proteinas de membrana e bicamada
lipidica sao tratados como meios continuos com constantes dielétricas uniformes.
Assume-se que a fronteira entre a 4gua e a proteina é bem definida. Uma vez que a
posicao das cargas fixas na proteina e os fons méveis na agua sao especidicados, o
potencial ¢ e o campo elétrico E agindo nos ions sao determinados pela solucao da

equacao de Poisson
oV [e(r)Ve(r)] = —pa(r) = pea(r) — o(T), (5.1)
com condig¢oes de contorno
01 = P, e1Vipr -0 =3V, - A, (5.2)

onde os subscritos 1 e 2 referem-se ao valor limite das varidveis em cada lado da
fronteira, € é a permissividade relativa, g ¢ a permissividade do vacuo, pe(r) é a
densidade de carga de origem i6nica, p,,(r) é a densidade de carga na proteina, o(r

¢ a densidade de carga na superficie da membrana e n é o vetor normal unitéario a

superficie.

A permissividade relativa e(r) é dada pela expressao

€, se r € (proteina ou membrana)
e(r) =

Ew caso contrario
onde a dgua ¢é representa por €, ~ 80, e a proteina/lipidio por €, ~ 2. Esses s@o os
valores tipicamente usados nos estudos do continuo de biomoléculas, mas ainda nao

foi estabelecido se esses valores sao apropriados para o estudo dos canais.

E possivel obter expressoes exatas para o potencial na regiao dos ca-

nais ionicos se adimitirmos que a geometria dos mesmos pode ser convenientemente



descrita em coordenadas toroidais.! [44]. Para uma geometria geral, sem impor
qualquer simetria tanto na forma do canal, quanto na posicao dos fons, resolve-se a
equagao (5.1) aplicando o método desenvolvido por Levitt [50], que sera apresentado

brevemente nesse trabalho.

A equagao (5.2) pode ser expressa em termos do campo elétrico E como
Y1 = P2, 81]:1111 ‘N = €2E2 - N. (53)

A descontinuidade do campo elétrico através do contorno da geometria pode ser
representada pela densidade de carga polarizada, o, induzida na superficie. Divin-
dindo a geometria do canal em segmentos infinitesimais de area s;, tem-se pela lei de
Gauss que em cada segmento de area na posicao r’, pode-se representar a diferenca

entre os campos elétricos como

/ / A~ / g r/
(Ba(r) = Bl - 2") = T 5.4
Assim o campo elétrico pode ser escrito como
/ / O(r/) A / / / O(r/) A /
E (r') = E..(x") + n(r’), E;(r') = E..(x') — n(r’), (5.5)

250 250

onde E., é a parte devido a todas as cargas exceto aquelas no segmento s;. Elimi-
nando Ey das equagoes (5.3), (5.4) e substituindo E; da equagao (5.5), obtém-se a

relacao entre a densidade de carga na superficie e o campo externo,

E..(r') - n(r'). (5.6)

Na equagao (5.6), E., - n é determinado pela derivada normal do potencial externo,
pois E-n = V- 7. Utilizando a equagao (5.6) para o campo elétrico e integrando
esta expressao, obtém-se o potencial externo em funcao da distribuicao de carga na

solugao eletrolitica, p, e da distribuicao de cargas na superficie da membrana, o,

K;/gi’r_r/’d )Jr/r';ér\l‘—r’\d ] (5.7)

!Conforme descrito no Capitulo 3.

1
ex\T) =
Pea(T) Tne




al

Comegando com uma densidade de carga inicial de oy(r") = 0, pode-se
fazer uma estimativa inicial do potencial na fronteira pela equacao (5.7). Este poten-
cial serve como valor de entrada para a equagao (5.6) e uma nova densidade o (r’)
¢ obtida. As equagoes (5.6) e (5.7) sao iteradas até a convergéncia do resultado.
Para levar em consideragao a curvatura dos segmentos, este método foi otimizado

no trabalho de Hoyles et al. [39].

A teoria de Poisson-Boltzmann (PB) fornece uma descri¢ao continua
de um sistema na qual cargas externas fixas de densidade por p,,, sao cercadas por
ions moéveis de densidade p.; em um meio dielétrico. A principal suposi¢ao da teoria
é que, equilibrio, a distribuicao dos ifons moveis no sistema é dado pelo fator de

Boltzmann

pe(r) =Y qunow exp [—que(r) /kpT] (5.8)

onde ng, ¢ a densidade dos fons da espécie v, ¢, sua carga, kg ¢ a constante de
Boltzmann e T'. Substituindo a densidade de carga (5.8) na equagao (5.1), obtém-se

para um eletrélito formado por fons de carga ¢ e —q a seguinte equacao (PB)

eoV.[e(r)Vp(r)] = 2gng sinh [qp(r) /ksT] — ppr(r). (5.9)

Em aplicagoes praticas, a equagao (5.9) é resolvida numericamente usando o método
de diferengas finitas. Nessa forma, a equacao de PB s6 pode ser resolvida analiti-
camente para um plano infinito (teoria de Gouy-Chapman), que nao tem muita
relevancia para canais i6nicos. Um exemplo mais ttil é provido por um fon em so-

lugao eletrolitica que pode ser resolvido pela equagao de Poisson linearizada (Teoria

de Debye-Hiickel [22])
kgT
V2 = K Ry L 5.10
o=ty =B (510)

Aqui k7! é o comprimento de blindagem de Debye? e p., = 0. A solucao

da equagao (5.10) produz o seguinte potencial de Coulomb ao redor de um ion de
didmetro a/2
q 67!{(7‘7(1)
Y= .
dreper (1 + ka)

(5.11)

2Debye screening length



A densidade radial da blindagem da carga P(r) é proporcional ao po-

tencial
1+ ka

em que atinge o seu maior valor em r = k! e depois decai exponencialmente. O

re rr=a), (5.12)

P(r) = 4mr?py = —4mrieper’y =

volume dessa blindagem para uma esfera de raio r é dado por

14+ kr

—r(r=a) | 5.13
1+ ka € ( )

Q(r) =—q|1-

A equagao (5.13) mostra que —Q(r)/q cresce monotonicamente com

1 aumentando

r, levando a 25% da blindagem de uma carga central com r = Kk~
para 90% em r = 4x~!'. A temperatura ambiente (7" = 298K) e tendo a dgua
como solvente, o fator Debye é relacionado com a concentracao da seguinte forma
k~! = 3.07/(21/c), portanto em concentragao fisiologica ¢y = 0.15M, k= = 7.9.
Assim, um comprimento entre 25-30 A ¢ necessario para praticamente blindar uma
carga idnica, e o volume em questao ¢ de aproximadamente 10°A°. Canais i6nicos
tem um volume tipicamente duas ordens de magnitude menor. Moy et al. [63]
mostram detalhadamente, através da comparacao com DB, que a teoria de PB falha

em poros estreitos.

5.2 Modelos de permeacao

A énfase nas abordagens a seguir relacionam a estrutura do canal com
sua fungao. Os modelos de taxa de reagao (TR) formam uma outra classe que des-
creve a permeagao dos fons dentro do canal, mas nao leva em conta a sua estrutura.
No modelo de TR assume-se que os ions sao localizados em regioes especificas do
poro, e a cinética é dada por um processo estocéstico com probabilidades de transi-
¢ao entre as regioes e entre as regioes e o meio externo ao canal. Caso a interagao
entre os fons nao possa ser negligenciada, esse modelo é uma aproximacao adequada
para a simulagao da corrente no canal. Os trabalhos [16], [29], [51],[56], [76] servem

de referéncia para o leitor interessado em maiores detalhes dessa teoria.



5.2.1 Teorias do continuo

Teorias do continuo para permeacao foram propostas como alternativas
mais realistas as teorias de taxa de reacdo [29]. Essas teorias sdo a forma mais
simples de incorporar a estrutura do canal com a permeacao do ifon. O fluxo J, de
cada espécie de fon é descrito pela equacao de Nernst-Planck® que combina a lei de

Fick (difus@o devido ao gradiente de concentragao)
JDif v = —D,,Vn,,, (514)

com a lei de Ohm* (condugao devido ao campo elétrico)

Gy

J ond v — _Dll \Y s 5.15
Cond kT ¥ ( )
segue que
J,=-D,(Vn, + vy (5.16)
v — Ly ny ) .
kT *°

onde D, é o coeficiente de difusao dos ions da espécie v. Para ser consistente,
a equagao (5.16) precisa ser resolvida simultaneamente com a equagao de Poisson
(5.1), e juntos formam a equagao de Poisson-Nernst-Planck (PNP). Devido a sua
natureza nao-linear, a equagao de PNP s6 pode ser resolvida numericamente [43],
exceto em alguns casos particulares como, por exemplo, a equacao de Goldman-
Hodgkin-Katz [41]. A falta de solugdes analiticas torna dificil obter uma descri¢ao
intuitiva da permeacao do fon na abordagem PNP e dificulta o reconhecimento de

problemas na aplicagao em canais ionicos.

Quando J, = 0 em (5.16), a equagdo de PNP reduz-se trivialmente a

equacao PB com a densidade dada pelo fator de Boltzmann

n, = nOVeiwya %/ = qng/l{BT, (517)

onde 1), é a energia potencial expressa na forma adimensional. Usando a equagao

(5.17) para n, como um fator de integragao em (5.16), tem-se

J,=—-D,e %V (n,e"). (5.18)

3Esta equacdo representa a acao de duas leis que sdo validas para a média de vérias particulas.
4J4 incluida a relacdo de Einstein para a mobilidade elétrica



Sobre condigoes estacionarias, e assumindo que somente a componente
z em J, seja diferente de zero, a equagao (5.18) é reduzida a uma dimensao e pode

ser integrada entre os pontos [0, L]

nyLewaL J— nyoefwuo

J, =D,
fo e¥v(z)dz!

, (5.19)

onde os subscritos 0 e L em n, e 9, referem-se aos valores nos extremos. Fazendo a
mesma integragao de [0, z] em (5.18) e usando (5.19) para eliminar J,/D,,, pode-se

encontrar uma expressao para a densidade ionica em termos do potencial

foz eV de

_ Y Y,0 YL 1,0
ny(z)=e Nny0€ —+ (n,e — Nyp€ _—
1/( ) [ v0 ( vL v0 ) fOL oo () !

] . (5.20)

Finalmente, substituindo (5.20) na equagao (5.1), obtém-se a equagao

integro-diferencial para o potencial em PNP
d d
_ § —u
=0 dz {gdz(p(z)} N - qve

X [nyoe’z’”o + (nVLew”L — nyoew”o)

2 o€ g
M] — Dea. (5.21)

L o
Jy evr&dz

Isto é similar a equacao de PB, e reduz-se a ela quando n,pe?"* =
nuoe??0: isto é, quando o balanco das forcas eletroquimicas e o sistema estd em
equilibrio (J, = 0). Em geral, ndo existe uma solugao analitica para a equagao

(5.21). Uma importante excegao ¢ a solugao linear na forma

Uu(2) = Yoo + (Yur — o)/ L. (5.22)

Usando a equagao (5.22) nas equagoes (5.19) e (5.20) obtém-se as seguintes solugoes
para o fluxo e a densidade,

_ _DV (wuL - wVO) (nVLed)VL - nquTZ}VO)

Iy L eYv — etvo

, (5.23)

—u(2) 0 Yy L 0 ewu(z) — ed)uO
nl/(z) = € ny,0€ + (nyLe — Nyp€ ) m . (524)



O efeito das forcas eletroquimicas na densidade, que nao fica evidente
na equagao (5.21), pode ser visto mais claramente na equagao (5.24): a densidade,
que varia linearmente entre os valores limites quando nao existem forcas elétricas
(lei de Fick), exibe um comportamento exponencial quando é aplicado um campo

uniforme [44].

A tnica diferenca entre as equacoes de PB e PNP é a presenca de
forcas no caso de PNP, fora isso elas possuem a mesma aproximac¢ao de campo
médio no céalculo dos potenciais e da concentracao. Detalhadas comparacoes entre
a equagao de PNP com simulagoes de dinAmica browniana (DB)® confirmaram que
o efeito de blindagem ¢ superestimado no caso de PNP [19], da mesma maneira
que em PB. Esta blindagem excessiva em PNP praticamente cancela a contribuicao
da repulsao da auto-energia dielétrica, levando a maiores concentragoes e correntes
comparadas com aquelas encontrados nas simulacoes de DB. Outro problema das
teorias do continuo é como tratar as interacoes ion-canal e ion-fon, que nao sao
levadas em conta corretamente no formalismo de PNP, e assim, nao fornece um
modelo confidvel para a permeacao de fons em canais estreitos. Aqui estreito refere-
se a raios menores ou iguais a 5A, que é o caso da maioria dos canais biologicos
[45]. Contudo é importante enfatizar que estas solugbes sao validas em solugdes

eletroliticas com grande quantidade de moléculas, fora do canal.
5.2.2 DinAmica Browniana

A discussao acima desencoraja a aplicacao da teoria do continuo em
canais ionicos. Nesse caso, a teoria de permeacao mais simples que trata os fons

como particulas ¢ a dindmica Browniana (DB).

Nas simulacoes de DB, a trajetoria de cada particula em um sistema
de N ions é determinada pela equacao de Langevin (5.25). Colisdes de um ion com
as moléculas de agua ao seu redor sao representadas por forcas aleatérias mais uma
forga de friccao média. As forgas elétricas sistematicas agindo nos ifons devido as
varias fontes podem ser determinadas pela solu¢ao da equagao de Poisson (5.1) para

o sistema de fons e a geometria da proteina [52].

5Esta abordagem para a simulacdo de canais i6nicos sera discutida na préxima secio



Estudos tedricos passados de canais ionicos focavam principalmente em
canais de membrana artificiais tais como gramicidina A, que pode ser modelada
como um tubo cilindrico estreito com 2 A de raio. Devido a sua simplicidade e vo-
lume pequeno, estes canais tém sido analisados detalhadamente usando uma grande
variedade de teorias microscopicas [16] e macroscopicas [29]. Em contraste, canais
biologicos reais sao caracterizados por uma geometria mais complicada e volumes
maiores. Tipicamente, esses canais possuem aberturas vestibulares grandes e se-
guem uma geometria catenaria até a entrada do poro estreito, como ilustra a figura

(5.1) [77).

1 1 1 1 1 L 1
&0 -40 -20 0 20 40 =10

zaxs(A)

Figura 5.1: O canal i6nico modelo com dois vestibulos catenérios é gerado pela ro-
tagao da curva fechada em 180° ao longo do eixo z. O vestibulo em
cada lado da membrana sdo construidos usando z = acosh(z/a) com
a = 4,87. O raio da entrada do vestibulo é 13 A e o segmento trans-
membrana cilindrico tem um raio de 4 A [38)].

Esta estrutura impoe um sério problema para o célculo das forcas elé-
tricas agindo em um fon dentro do canal. A solugao numérica para a equacao de
Poisson em uma geometria aproximada de um canal i6nico pode ser computacio-
nalmente proibitiva. Nesse caso, um sistema de coordenadas no qual a equacgao de
Poisson possa ser resolvida exatamente, parece ser uma alternativa adequada. Con-
forme apresentado na secao 3.1, as coordenadas toroidais sao o tnico sistema que
oferece uma geometria vestibular e admite solugoes exatas [47]. A importancia dos

vestibulos em um canal é demostrado no trabalho de e Li et al. [52].



O movimento do i-ésimo fon com massa m; e carga ¢; é governado pela
equacao de Langevin
dVZ‘

onde v; e v; sao respectivamente o seu coeficiente de friccao e sua velocidade. Os
trés termos na equagao (5.25) correspondem as forgas de fric¢ao, forgas aleatorias
e a forca sistematica total que agem nos fons. As forcas de friccao e aleatéria na
equagao (5.25), juntas descrevem os efeitos das colisbes com as moléculas de dgua
que cercam o fon, e sao conectadas pelo teorema da flutuagao-dissipagao [67], que
relaciona os coeficientes de friccao a funcao de autocorrelacao das forcas aleatorias

1 o9

onde os parénteses angulares indicam uma média no tempo,
1 /7
()= [ s, (5.27)
0

para T > 16. E o termo F; = ¢E(r;) = ¢,E; na equagao (5.25) determina a
forca elétricgitotal agindo no fon. O campo elétrico sentido pelo i-ésimo fon, E;, é
devido a (i) outros fons, (ii) cargas fixas na proteina, (iii) potencial de membrana,
e (iv) indugao das cargas na superficie entre as moléculas de dgua e a parede da
proteina. E computado pela solucio da equacdo de Poisson (5.1) e sera discutido

posteriormente.

Os principais passos na solugao da equagao de Langevin (5.25) formu-

lada por van Gunsteren e Berendesen [78| seguem a seguir.

Considerando a equagao (5.25) na diregdo x (resultados idénticos sao
obtidos para as outras diregoes),

dv

v = (Fa(t) + F)/m (5.28)

onde, o subindice i foi suprimido por conveniéncia. Usando a identidade
dv

d
g + v = e_wta(vewt) (5.29)

6(ensemble averages)



a equacao (5.28) pode ser integrada do tempo inicial ¢,, até ¢, resultando na expressao

p(B)e™ — vt )eMt = % /t (Fp(t) + F(t')] " dt. (5.30)

A integral sobre as forgas aleatorias na equagao (5.30) pode ser obtida
usando as propriedades estocésticas de Fr(t). Para a forga elétrica, pode-se expandir

F(t) em séries de Taylor ao redor de t,,
F(t) = F(tn) + F(tn)(t —tn), (5.31)

onde I denota a derivada de F(t) em t = t,. Substituindo a equagdo (5.31) em

(5.30) e integrando esses termos

F(t,)
D = w(t,)e ) 4 TN g ot
o(t) = wltn)e ) S (1 )
F(t,) i
+ -~ [y(t —t,) — 1+ 0]
ei’yt t /
+ — | Fr(th)edt. (5.32)
m

ln

Para encontrar a posicao depois de um passo de tempo At, é necessario
integrar a equagao (5.32) mais uma vez de ¢, a t, + At. A integracdo de todos os
termos da equacao (5.32) é imediata, com excegao do ultimo, que pode ser resolvido

através de integragao por partes. Nesse caso

AL o=t ,
/ (— / Fr(t)e dt’) dt =
tn m-Js,

1 tn+AL
= — / [1 — = =AD] Fp(t)dt = X,,(AY), (5.33)
my Ji,

a partir do qual definimos a varidvel randémica X, (At), que possui as mesmas
propriedades estocésticas de Fr(t)". Usando a equacdo (5.33), no tempo t,,; =

t, + At encontra-se

2(thy1) = w(t,) + v(j;") (1—eT)+ [Z’S;;) (r—1+€T)
E(t,) (R
+ o (1 -7+ o5 e ) + Xn(At)‘ (5‘34)

"Os detalhes da implementagao de X,,(At) no algoritmo para DB podem ser obtidos no artigo
de van Gunsteren et al. [78].



Aqui 7 = vAt é o parametro adimensional que significa um regime
difusivo quando 7 > 1 ou um regime balistico quando 7 < 1. Uma forma mais
conveniente para z(t,,1), que nao envolve a velocidade, pode ser obtido pela adi¢ao

de e7"x(t,-1) na equagao (5.34),

(o) = @(tn)(L+e™7) —x(tna)e”

+ iEiZ)T(l —e )+ f;i:;) (%2(1 +e ) —7(1— eT))
+ X, (At) — X, (—At)e . (5.35)

Similarmente, a expressao para a velocidade pode ser encontrada pela subtracao de

x(t,—1) na equagao (5.34),

B 2’}/ F(tn) F(tn)
v(t,) = Sth[x(thrl) —(tn—1) +2 ( mA? - mry3 )
x (sinh 7 —7) — X, (At) + X, (—At)]. (5.36)

As equagoes (5.35) e (5.36) constituem as relagoes de recorréncias prin-
cipais para o algoritmo de DB usado nas simulagoes. A cada passo de tempo, os
valores calculados de F, F e X,, sao inseridos nessas equacoes para determinar a
nova posicao e velocidade dos fons no sistema. O algoritmo de DB requer o calculo
de forcas elétricas agindo nos fons a cada passo de tempo. Dada a posi¢ao dos fons,
isto pode ser determinado pela solugao da equacao de Poisson em uma geometria
apropriada. No entanto, conforme comentado anteriormente, esta abordagem exige
um esfor¢o computacional muito grande. Hoyles et al. [38] propuseram um método
alternativo onde a forca e o potencial elétrico sao pré-calculados em uma grade de
pontos para varias configuragoes e o resultado é armazenado em um conjunto de
tabelas. Durante as simulagoes, o campo e o potencial nos pontos desejados sao
reconstruidos pela interpolagao entre as entradas da tabela. Comparado a solugao
exata da equacao de Poisson em coordenadas toroidais, o método proposto por Hoy-
les et al. é duas ordens de magnitude mais rapido. E ainda conta com a vantagem
de que a geometria do canal nao fica restrita as coordenadas toroidais, pois utiliza
coordenadas generalizadas (permitindo, por exemplo, a estrutura catenéria). Por

conveniéncia, o calculo total do potencial ¢; sentido pelo fon ¢ é separado em quatro



partes usando o principio da superposicao

0 = pxi+psit+ Z(@c,z'j +©Rrj), (5.37)
J#i

onde (i) ¢x; € o potencial externo devido ao campo aplicado, cargas fixas na parede
da proteina, e cargas induzidas por este. Como é um termo que independe dos
fons, px; nao muda durante a simulagao. A equacgao de Poisson é resolvida sem
a presenca dos fons e os resultados sdo armazenados em uma tabela. (ii) pg; € o
auto-potencial devido as cargas na superficie induzidas pelo fon ¢ na fronteira do
canal. A equacao de Poisson é resolvida para um tnico ion com o campo aplicado e
sem as cargas fixas. O fon é movido através da grade de pontos e os auto-potenciais
calculados s@o armazenados. Os outros dois termos da equagao (5.37) levam em
conta a influencia dos outros fons, (iii) ¢r; é a imagem do potencial devido as
cargas induzidas pelo ion j. Este é similar ao caso (ii) com exce¢ao que o segundo
fon é movido através de toda a grade de pontos enquanto o primeiro é fixo em um
ponto. Como a solucao da equacao de Poisson contem o potencial de Coulomb e
o auto-potencial na posicao i, estes precisao ser subtraidos para obter g ; para o
devido armazenamento dos resultados. (iv) ¢¢;; € o potencial de Coulomb devido
ao fon j. E calculado diretamente da lei de Coulomb

1 Qj
dmeg ey |t — 15|

Peij = (5.38)

onde r; e r; sao as posigoes dos fons. O campo elétrico sentido pelo fon é decomposto

da mesma maneira

E;, = EX,i + ESﬂ' + Z(Eqij + ER,j), (539)
J#

onde cada componente do campo elétrico tem uma defini¢ao similar a equagao (5.37)

38).

Conforme discutido anteriormente, o modelo continuo das forcas ele-
trostaticas é valido somente nas regioes que sao grandes comparadas com o diametro
das moléculas de agua e dos ions. Na regiao estreita do poro, cujo o raio pode ser
de apenas 4 A (aproximadamente igual ao ion potassio com sua primeira camada
de hidratagdo), a representacao do dielétrico como um meio continuo nao é uma

aproximacao razoavel. Os grupos polares da parte interna da proteina interagem



Il

com as moléculas de dgua que estao ao redor do ion conforme ele tenta atravessar
o poro, e a habilidade das moléculas de agua, residentes dentro do poro, em alinhar
com um campo elétrico seré severamente restrita. O mais provavel é que esta inte-
racao entre os dipolos na parede da proteina e a primeira ou segunda camadas de
hidratagao de um fon é o que determina a seletividade idnica dos canais de anion
ou cation. Estudos que relacionam a dependéncia da temperatura com a conduti-
vidade nos canais idnicos revelam que os ifons encontram uma barreira de energia
de aproximadamente 3kpT (temperatura ambiente), suprimindo a corrente em uma
ordem de magnitude comparada com a predicao feita por consideragoes puramente
geométricas [46]. Esta barreira pode surgir das interagdes dindmicas que ocorrem
no segmento estreito do canal entre a parede da proteina e a camada de hidratacao.
Elucidagoes no processo de permeacao que ocorre nessa regiao requerem calculos de

dindmica molecular (DM) [52] conforme seré apresentado a seguir.

5.2.3 Dinamica Molecular

Simulacoes de DM proporcionam uma estrutura detalhada de um poro
aberto, e um modelo atomico dinamico do sistema biomolecular de interesse. Nessas
simulagoes, o sistema microscopico inclui explicitamente as moléculas de agua, os
fons e os fosfolipidios da membrana. Tipicamente, os modelos microscopicos que
levam em conta todos os atomos possuem dezenas de milhares de particulas. Uma
vez que esse sistema esteja em equilibrio, as propriedades macroscopicas podem ser

calculadas diretamente das trajetorias dos atomos |71].

onde m;, r; e T; sa0 a massa, a posicao e a aceleracao do i-ésimo atomo respectiva-

mente, e a for¢a microscopica agindo no dtomo ¢ é
F,=-VU(r;), (5.41)
onde U é a funcao potencial do sistema.

Primeiro, monta-se um modelo atémico inicial do canal, da bicamada
lipidica e das solucoes eletroliticas nos dois lados do canal. Posiciona-se alguns

fons na agua, com temperatura fixa, e aplica-se uma voltagem ou gradiente de



concentracao. Desta forma, o fluxo de fons é medido diretamente como fungao
do tempo conforme a dindmica atémica do modelo é simulada no computador. A
cada passo de tempo da simulagao, todas as forcas em cada atomo sao calculadas
(covalente, cargas fixas, dipolar, etc.) e os 4&tomos movem-se sob a agao dessas forgas

por um periodo de tempo suficientemente curto® [51].

Estas simulac¢oes podem ser usadas para obter informagoes sobre a ener-
gia potencial local 2] e, conforme serd mostrado a seguir, estimar coeficientes de
difusao dos fons como funcao da posicao no canal. Estas informagoes podem ser

usadas em combinacao com a DB ou com PNP para calcular o fluxo do canal.

Considerando um poro cilindrico de comprimento L e raio R, o coefici-
ente de difusdo D para o movimento em uma dimensao no eixo z (ao longo do poro)

¢ usualmente obtido pela relacao

{(2(t) — 2(0))?) = 2Dt. (5.42)

A equagao (5.42) é valida somente para longos periodos de tempo na
qual o movimento da particula é difusivo: na pratica {(z(t) — 2(0))?) é usualmente
monitorado na faixa de 50-100 ps. A equagao (5.42) pode ser usada em simulagoes
de longos poros infinitos [54], mas falha para poros finitos, se for considerado apenas
particulas que tenham posi¢oes |z| < L/2 entre os tempos 0 e t em ((z — z)?).
Nesse caso, {(z — 29)?) nao ¢ linear por muito tempo, ao contrario, apresenta um

comportamento de saturacao.

Assumindo que as particulas dentro do poro de comprimento L move-se
apenas pela acdo da difusao na diregao z, a probabilidade p(z/zy) de uma determi-

nada particula estar na posi¢ao z, no tempo t, dado que no tempo inicial estava no

ponto zq €
(/ ) 9 e—(z—zo)2/4Dt ( )
p(z/20) = , 5.43
47 Dt L2z _ —L/2—=
VisDt o (47552) - @ (<2

onde ®(z) ¢ a fungao erro: ®(x) = (2//7) [ dye™’. O denominador na equacio

(5.43) surge da necessidade de p(z/zp) ser normalizada em relagdo ao comprimento

8Na ordem de picosegundos (ps)



L do poro. Assumindo que as particulas sao uniformemente distribuidas ao longo
do poro, p(z) = 1/L. A média ([z(t) — z(0)]?) é dada por

L/2 L/2
{(z — 2)? / dz / 2(z — 20)*p(2/2). (5.44)
L/2 L/2

A integral (5.44) pode ser reescrita da seguinte maneira

\/ﬁ /L/2

L)2

(2 —2)?) = dzoF(z0), (5.45)

—(L/2— Zo)ef(L/2fzo)2/4Dt +(=LJ2 - Zo)ef(fL/2fzo)2/4Dt
L/2—z —L/2—z
(I)< 4Dt0>_q>< 4Dt0>

A expressao (5.45), que pode ser calculada numericamente, descreve a

(5.46)

evolugio temporal de ((z — 29)?) em um canal finito de comprimento L, onde sdo
incluidas somente as particulas que estao dentro do poro nos tempos 0 e t. Para
canais de comprimento infinito, o segundo termo da equagao (5.45) é igual a zero, o

que a torna igual a (5.42).

Nas simulagoes de DM, as interacoes de longo alcance entre moléculas
de agua e entre ions em uma solucao eletrolitica sao representados por potenciais de

Coulomb e Lennard-Jones (Up )

ULy = 4el(¢/r)'2 = (¢/r)"), (5.47)

onde € é a profundidade do potencial no ponto de minimo (7, = 21/6¢), e éo
ponto em que ele zera. As ligagoes covalentes que mantém a proteina e os atomos

de lipidio juntos sao descritas simplesmente por potenciais harmonicos.

Existem duas limitacoes que impedem a DM de se tornar o modelo
para os estudos de permeacao. O primeiro é de ordem pratica: devido ao grande
esforco computacional, a DM faz simulagoes da permeacao na ordem de nanosegun-
dos usando os computadores atuais. Enquanto muitos microsegundos sao necessarios
para determinar a conduténcia de um canal. Mesmo que a velocidade de proces-
samento dos computadores continuem crescendo nas taxas atuais, décadas serao

necessarias para alcancar esse nivel de performance. O segundo, refere-se a omissao



dos efeitos de polarizacao. Essas interagoes constituem uma parte significante da
energia total de uma molécula de dgua ou fon, mas como é muito dispendioso calcu-
lar a contribuicao de for¢as nao-aditivas, é tratado aproximadamente pela absor¢ao
de seus efeitos nos potenciais de Coulomb e Lennard-Jones. Isso pode ser razoéavel
em um ambiente que contenha uma grande quantidade de moléculas, mas durante
a permeagcao, as moléculas movem-se para dentro de um canal, em fila tnica, o que
implica em caracteristicas de polarizacao muito diferentes. Portanto, é importante
desenvolver forcas de campo polarizaveis para obter melhores valores para a energia

livre dos ions [45].

5.3 Aplicagoes em Canais I6nicos

Apobs o desenvolvimento de alguns modelos para o estudo da conduti-
vidade, pode-se aplicar essas teorias a canais particulares e, assim, comparar com
dados experimentais para avaliar os modelos. Portanto, os modelos computacionais
citados anteriormente serdo analisados para os canais Gramicidina A (GA) e canal
de potassio (KesA). Uma caracteristica importante dos canais i6nicos, que nao sera
abordado nesse trabalho, é a seletividade entre diferentes ions, permitindo a pas-
sagem de alguns e bloqueando outros. Essa seletividade pode ser referente a carga

(positiva ou negativa), ao tamanho ou a valéncia (monovalente ou divalente) do fon.
5.3.1 Canal de Gramicidina A

Nas membranas, o dimero do peptideo GA forma um canal cilindrico de
altura 25 A e raio 2 A, que seletivamente conduz cations monovalentes, liga cations
divalentes, e rejeita anions. Suas propriedades fisiologicas sao caracterizadas por
uma curva linear I-V e concentracao de saturacao® relativamente grande. Além do
mais, estudos com RNM (ressonéncia magnética nuclear) indicaram sitios de liga¢ao

bem estabelecidos perto do poro de entrada [44].

Malf-saturation



A eletrostatica do continuo falha no canal de GA [24], pois as moléculas
de agua e fons formam uma fila tnica dentro do poro. Na auséncia de uma forca
confiavel, pode ser aplicado o método inverso para construir um potencial de forca
média (PFM) dos fons que reproduz muito bem as propriedades conhecidas da GA
quando aplicados a simulagao de DB. Esse PFM foi desenvolvido para os fons po-
tassio conforme o trabalho de Edwards et al. [24]. No perfil desse potencial pode-se
encontrar dois sitios de ligacao na entrada do canal e uma barreira central de apro-
ximadamente 5 kgT. Os vales de energia sao requeridos para explicar os sitios de
cations na entrada do poro e a barreira é essencial para reproduzir a saturacao da

condutancia.

O PFM desenvolvido mostra as propriedades observadas no canal GA,
portanto pode ser diretamente usada para avaliar a exatidao do perfil do PFM
calculado pela simulagao de DM. Todos os calculos da DM tem levado a barreiras
de energia muito altas para permitir a permeagao de ion através do poro da GA [45].
Uma possivel explicacao da falha desses campos de forcas é a negligencia dos efeitos

da polarizagao, pois conforme [42] a polarizagao tem reconhecida importancia no

canal de GA.

O canal de GA tem um papel fundamental no desenvolvimento dos
modelos de permeacao nos canais ionicos, pois a grande quantidade de dados expe-
rimentais desse canal é uma 6tima referéncia para a validacao de modelos tedricos. O
leitor que desejar mais informagoes sobre a modelagem desses canais, pode recorrer
aos seguintes trabalhos [18], [66], [71], [72].

5.3.2 Canais de Potassio

A determinacao da estrutura do canal de potéssio KcsA tem dado um
novo impulso na modelagem dos canais id6nicos. Enquanto KcsA é um canal de po-
tassio de uma bactéria, muito diferente daquelas encontradas em animais, acredita-se
que duas de suas principais caracteristicas sao preservadas em todos os canais de
potéssio, especialmente, o filtro seletivo estreito!® com um raio de 1.5 A que contém

2 fons K, e uma cavidade cheia de adgua [45].

100 papel do filtro é selecionar os fons K+ ao invés de Na™



A condutancia dos canais de potassio diferem um do outro por mais
de uma ordem de magnitude, estendendo-se de 10 a 40 pS para canal de potéssio
de condutancia-baixa (por exemplo Kj;.) a 100-300 pS para canais de potassio de
condutancia-alta (por exemplo KecsA). O canal de potéssio de maior condutancia

(BK) pode passar fons a uma taxa de aproximadamente 10® fons por segundo [76].

Apenas 2 dos quatro sitios de ligacao dentro do poro sao ocupados por
fons e cada fon é separado por uma molécula de dgua no sitio intermedidrio. Assim
2 fons permeantes ocupam os sitios 1 € 3 ou 2 e 4 com uma molécula de dgua entre
eles, e os fons provavelmente podem oscilar entre essas duas configuracoes sem uma

barreira de energia substancial [18].

Quando um terceiro ion, localizado em uma das entradas do poro, entra
no filtro seletivo do canal, o equilibrio dos dois fons residentes é perturbado, e a
coluna move-se ao longo do poro até a ejecao de um dos fons para fora do canal. Nesse
caso, 0 novo ion assume um dos sitios dentro do canal. Simulagdes de DB [12], [13],
[57] e DM [3], [5], 9], [71] tem confirmado o mecanismo de permeacao descrito acima
e vem auxiliando a determinar o perfil de energia quando multiplos fons localizam-se
no interior do canal. Foi sugerido que a diversidade nas condutancias dos canais de
potéassio deve-se aos valores encontrados para o raio da parte intracelular do poro.

A conduténcia aumenta proporcionalmente ao aumento do raio.

Canais de potéssio permitem passar alguns cations monovalentes (mas
notavelmente nao passa Na™), sao bloqueados por céations divalentes enquanto nao
permitem a entrada de anions. Discussoes da seletividade em estudos teéricos dos
canais de Kt tem geralmente enfocado na discriminacao entre os fons de KT e
Nat!. Esse assunto tem-se mostrado um dos aspectos mais dificeis para elucidar. A
rejeicao de anions pode ser explicada simplesmente usando a informacao estrutural.
O grupo carbonila alocado dentro do filtro seletivo, cria um potencial eletrostatico
negativo que atrai cations e repele fons. A discriminagao entre cations monovalentes
e divalentes nao pode se restringir a presenca de cargas negativas dentro do filtro
seletivo, pois estas cargas atraem os dois tipos de ions. Alguns estudos sugerem

que essa seletividade deve-se a exata forga de atracao para os fons permeantes [17],

A seletividade iénica do KcsA é de interesse primario de simulacdes de DM, pois na DB nao
existe diferenciagao entre os cations monovalentes [44]



[20]. Os ions divalentes tem uma interacao eletrostatica maior, com qualquer carga
da proteina, do que os ions monovalentes. Este fato pode explicar o motivo pelo
qual os canais de potéssio sao bloqueados pelo fon Bario (Ba*"). Quando esse fon
entra no filtro seletivo ele é "ligado" eletrostaticamente de tal forma que ele s6 pode
sair com a repulsao de um segundo cation divalente, sugerindo uma condutancia
de fons divalentes ao invés de monovalentes. Apenas quando maiores informagoes
estruturais sobre esses canais forem disponiveis, os verdadeiros mecanismos poderao

ser elucidados [18].



6 CONCLUSOES

e A aplicacao de teorias macroscopicas nao fornece valores satisfatorios
para o potencial elétrico de um canal i6nico quando a parte mais estreita

do poro for de poucos Angstrons.

e A equagao de Poisson-Nernst-Plank pode ser utilizada para realizar
simulacoes computacionais da condutancia de um canal i6nico quando

a parte mais estreita do poro apresentar um diametro maior que 10 A

e Caso a parte mais estreita do poro tenha um didmetro menor que 10 A,
pode-se utilizar a dindmica Browniana para simular a condutancia no
canal. Contudo, parametros como difusao e as forgas que atuam sobre
cada fon devem ser melhores determinados por simulagoes de dinamica

molecular.
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