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Resumo

Canais i6nicos sao nanoporos aquosos formados por proteinas imersas na membrana
celular. Sua fungao biologica basica ¢ permitir o transporte de fons no sentido de seu
gradiente eletroquimico. Dada a enorme quantidade de processos biolégicos relacionados
ao movimento i6nico, a importancia dos canais idénicos em biologia e medicina dificilmente
pode ser exagerada. Neste trabalho, apresentamos uma introducao a vasta area do conhe-
cimento de canais idnicos, discutimos suas perspectivas em pesquisa bésica e aplicada e,
em especial, a importancia do estudo computacional da permeacgao idnica por canais. Se-
guimos analisando o estado da arte em relacao a modelos computacionais de canais i6nicos
e discutindo criticamente as vantagens e desvantagens das abordagens existentes, fazendo
consideracoes sobre suas perspectivas. Concluindo que a técnica de Dinamica Browniana
apresenta potencial para o estudo de propriedades basicas da conduc¢ao i6nica por nano-
poros, propomos um modelo simples de canal i6nico unidimensional através desta técnica
para uma geometria que permite solugao analitica da equacao de Poisson, a qual é apre-
sentada. A simplicidade do modelo proposto lhe confere grande eficiéncia computacional,
a qual é ampliada com a proposta de um critério de “tempo de injecao” dos fons no canal,
cuja expressao ¢ demonstrada e que poupa o simulador de considerar explicitamente dois
reservatorios eletroliticos junto ao canal. O simulador desenvolvido baseado neste modelo é
estudado e comparado com a literatura, mostrando bons resultados em sua regiao esperada
de validade. Dado o estagio atual do estudo computacional de canais i6nicos, é importante
dispormos de modelos conceitualmente simples e computacionalmente eficientes. A sua
existéncia possibilita, por exemplo, estudos de Dinamica Molecular muito eficientes consi-
derando a agua explicitamente, algo importante para a analise de novos modelos da agua

adequados a nanoporos.



Abstract

Ion channels are nanopores formed through the cell membrane by proteins. Their basic
biological function is allowing ionic transport down the electrochemical gradient. Given
the huge amount of biological processes that are related to ionic fluxes, the biological and
medical importance of ion channels hardly can be overstated. In this work we present a
brief introduction to the vast field of ion channels and discuss its perspectives in basic
and applied research, emphasizing the importance of computational approaches to study
ion permeation through channels. Next, we analyze the state of the art regarding com-
putational models of ion channels, critically discussing the advantages and disadvantages
of the current approaches and considering the perspectives of each. We conclude that the
Brownian Dynamics approach has potential to be used to study ionic conductance through
nanopores and we propose a simple Brownian Dynamics unidimensional channel model for
a geometry that allows analytical solution of the Poisson equation, which is presented.
The simplicity of the proposed model grants it great computational efficiency, which is
further amplified with the proposal of an “injection time” criterion to allow ions to enter
the channel. The formula for the “injection time” is demonstrated and its implementation
lifts the requirement to simulate two reservoirs next to the channel. The simulator de-
veloped based on this model is studied and its results are compared with the literature,
showing good agreement in its expected region of validity. Given the current state of com-
putational study of ion channels, it is important to have simple and efficient models, such
as ours, available. For instance, their existence allows the realization of very fast Molecular
Dynamics studies that consider water explicitly, something very important for the analysis

of new explicitly polarizable water models that are required for nanopores.
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Capitulo 1

Canais Ionicos

1.1 Introducao

Canais i6nicos sao poros macromoleculares subnanométricos presentes nas membranas
celulares. Sua funcao bioldgica de maior relevancia é permitir a excitagao de células exci-
taveis. Pode-se dizer que canais i6nicos possuem a mesma relagao com sinais elétricos em
nervos, musculos e sinapses que enzimas possuem com o metabolismo (ainda que a diver-
sidade de canais seja menor que a de enzimas). Sao os varios tipos diferentes de canais,
abrindo e fechando em concerto, que moldam os sinais e respostas do sistema nervoso. No
entanto, canais idnicos nao sao um privilégio somente das formas de vida mais evoluidas:
sao eles que dizem ao Paramecium que nade para tras apos uma colisao, e sao eles que
propagam o fechamento das folhas da planta Mimosa.

Desde que as formas mais primitivas de vida desenvolveram uma membrana celular
lipidica, criou-se a necessidade de algum mecanismo que permitisse a célula o acesso a
substancias ionizadas, bem como o descarte de subprodutos ionizados. Uma possibili-
dade de solucao seria a presenca de poros membranares pequenos o bastante para reter
macromoléculas, mas grandes o bastante para permitir a passagem de fons. De fato, as
membranas externas da mitocondria e das bactérias Gram-negativas apresentam tais po-
ros. Os organismos contemporaneos mais evoluidos, no entanto, utilizam um design muito
mais elaborado, com mecanismos de transporte seletivos, cada qual cumprindo uma funcao
e controlado por mecanismos fisiologicos distintos.

O transporte celular pode ocorrer de duas formas diferentes, segundo o mecanismo

de transporte. Um deles corresponde aos canais ionicos, caracterizados por uma proteina



Capitulo 1. Canais Iénicos 2

Fig. 1.1: Representacio molecular do modelo atémico do canal bacteriano KcsA de K+ imerso
em uma membrana fosfolipidica, banhada em ambos os lados por uma solug¢do aquosa

de 150 mM de KCI. A partir de [7].

formadora de um poro com um caminho aquoso continuo através da membrana. Nesse caso,
o transporte segue o gradiente eletroquimico dos fons para os quais o canal é permeavel.
O outro corresponde a proteinas carregadoras, nome originado no sécculo XX, quando o
conhecimento sobre transporte transmembranar era baseado principalmente em medidas de
fluxo. O transporte por proteinas carregadoras pode ser ativo (movido a ATP) ou passivo,
enquanto o transporte por canais é sempre passivo. Proteinas carregadoras sao maiores
que as proteinas formadoras de canais, e seu mecanismo é mais complexo e lento, visto que
elas precisam realizar trabalho sobre os ions para estabelecer os gradientes eletroquimicos
necessarios a célula. Exemplos desse mecanismo sao a bomba de sédio-potéassio e a bomba
de calcio. Ao contrario dos canais idnicos, a estrutura de transporte através de proteinas
carregadoras ainda nao esta totalmente estabelecida [5].

Enquanto as proteinas carregadoras sao responsaveis pelo estabelecimento dos gradi-
entes eletroquimicos necessarios, o processo de excitacao celular e propagacao de sinais
elétricos no sistema nervoso sao resultado do movimento de fons por canais i6nicos. Pra-

ticamente todos os fenémenos decorrem da permeacao de quatro tipos de fons: Nat, K,
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Ca*™ e CI.

Os canais podem ser pensados como moléculas excitaveis, dado que encontram-se aber-
tos ou fechados, sendo que sao abertos em resposta a algum estimulo. Quando abertos,
apresentam a propriedade de permeabilidade seletiva, permitindo que ions de uma (ou
mais) espécie flua por eles a altissimas taxas (> 10° fons por segundo), enquanto eles se
mantém fortemente impermeéaveis as demais espécies ionicas. O processo de abertura dos
canais, chamado de chaveamento (gating, do inglés) varia conforme o tipo de canal. Ha
canais ativados por tensao elétrica, por neurotransmissores ou outros estimulos quimicos e
por estimulos mecanicos.

Um exemplo destes conceitos pode ser dado com o funcionamento de canais chave-
ados por neurotransmissores em fibras musculares de organismos evoluidos. Na juncao
neuromuscular, o axénio do nervo instrui a fibra muscular sobre quando se contrair. Os
chamados potenciais de agao, mensagens elétricas na forma de potencial membranar, sao
mandadas do sistema nervoso central para o nervo motor. Ao atingir o terminal do nervo,
os potenciais de acao causam a liberagao do neurotransmissor acetilcolina, que, por sua
vez, é difundido até a superficie muscular e faz com que canais i6nicos sensiveis a acetil-
colina ali sejam abertos. Essa abertura desencadeia um processo bioquimico complexo de
contragao, com a propagacao do sinal de contragao ao restante do tecido muscular sendo
realizada por canais de s6dio e de potéssio do proprio tecido.

Neste exemplo, vemos o papel essencial dos canais ionicos nas varias etapas. Em
primeiro lugar, a propagacao do sinal elétrico através dos axonios se da em virtude do fato
de que a abertura dos canais no axénio geram correntes, que, por sua vez, geram diferencas
de potencial, que abrem mais canais e geram mais correntes, permitindo a propagagao do
sinal.

Naturalmente, a propagacao do sinal elétrico normalmente tem como objetivo ativar
uma resposta nao elétrica, e canais i6nicos também estao diretamente envolvidos nessa
parte do processo. Até onde se sabe, a transducao final sempre é iniciada por um processo
comum: a abertura ou o fechamento de canais de Ca*", quer na superficie da membrana
ou em uma membrana interna [5]. Isso altera o fluxo de Ca®' no citoplasma, alterando
controladamente a concentracao do mesmo, o que leva ao resultado final desejado. A

contragao de fibras musculares, a secrecao de neurotransmissores, neurohormoénios, enzimas
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digestivas, entre varios outros sao controlados por processos dessa forma. A concentracao
interna de Ca?" também controla o chaveamento de alguns canais i6nicos, a atividade de
intmeras enzimas e a expressao de varios genes [5].

Organismos avanc¢ados na escala evolutiva possuem um grande ntimero diferente de
canais. Cada célula especializada possui intimeros canais diferentes para transportar cada
tipo de fon, cada qual para uma fungao fisiologica diferente. Por exemplo, a mesma célula
pode possuir canais de calcio ativados por voltagem e canais de calcio ativados quimi-
camente. Além disso, cada canal pode possuir inimeras isoformas, a nivel de estrutura
atomica da proteina.

Dessa forma, vemos que estabelecer uma nomenclatura adequada aos canais idnicos
nao é uma tarefa simples. Esse trabalho comegou a ser sistematizado pela IUPHAR (In-
ternational Union of Pharmacology) a partir de 1999, resultando, até o momento, em um
compéndio com a nomenclatura de canais i6nicos chaveados por voltagem [28]. Para os
demais canais, a nomenclatura existente ainda é arbitraria e baseada nos mais diversos
fatores, como qual o principal ion permeante (problematica quando nao ha um principal
permeante ou quando varios canais possuem o mesmo principal permeante), moléculas
inibidoras do canal, neurotransmissores, mutagoes ou doencas associadas com defeitos no
canal. A partir da década de 1980, quando avangos em genética molecular permitiram
a clonagem de canais, a situacao se tornou ainda mais cadtica, em virtude de varios la-
boratoérios clonarem as mesmas sequéncias simultaneamente e publicarem com acrénimos
diferentes, tornando nomenclatura multipla algo abundante [5].

Apesar da enorme diversidade de canais i6nicos a nivel molecular, eles podem ser di-
vididos em familias de canais que apresentam comportamento semelhante. Por exemplo,
as semelhancas entre canais chaveados por potencial elétrico de s6dio, potéssio e célcio
foram notadas por cientistas h4 muito tempo. O mesmo ocorreu com os canais sinapticos
chaveados por acetilcolina, glicina e acido y-aminobutirico. Anélises de genética molecular
mostraram o mesmo quadro que se aplica a vérias classes de proteinas em biologia. Grupos
de canais apresentam sequéncias de aminoacidos previstas com fortes similaridades estru-
turais, permitindo inferir sobre canais semelhantes que evoluiram de ancestrais comuns
[5].

Dentre as proteinas que promovem transporte de soluto através da membrana celular,
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canais i6nicos sao as mais simples conceitualmente, por formarem um poro aquoso que liga
os meios intra e extracelulares. Embora a dindmica da proteina possa ter efeitos sobre
o fendmeno de transporte, este ocorre como uma difusdo eletroquimica, nao requerendo
grandes alteragoes conformacionais. Na verdade, o fato de eletrodifusao ser o tinico meca-
nismo de transporte compativel com os fluxos observados experimentalmente (~ 107 fons
por segundo, ordens de grandeza maior que as taxas de proteinas carregadoras) foi um
ponto de apoio importante para que a comunidade cientifica apoiasse o conceito de canal
ionico antes que a existéncia dos poros aquosos fosse diretamente comprovada em 1984
[114].

Alteracoes conformacionais da proteina assumem um papel no chaveamento do canal,
ou seja, ajudam a determinar se o0 mesmo encontra-se aberto (e permeéavel aos ions sele-
cionados) ou fechado (e impermeavel a todos os fons). Experimentos que utilizam uma
regiao muito pequena de membrana fosfolipidica com canais chaveados por neurotrans-
missores podem ilustrar este conceito. Caso a concentracao de neurotransmissores nas
solugoes seja muito baixa e a corrente através da membrana seja monitorada com um equi-
pamento suficientemente sensivel, é possivel observar picos de corrente transmembranar,
aproximadamente de mesmo valor, com duragao de alguns ms, correspondendo a eventos
de abertura e fechamento de um tnico canal. Para tensoes aplicadas de até 200mV’, valores
caracteristicos da corrente através de um tnico canal idnico sdo da ordem de 5pA [5].

Claramente o processo de chaveamento dos canais é muito importante e de grande
interesse, visto que ele precisa ser extremamente bem regulado, dados os grandes fluxos
resultantes quando eles estao abertos. O enfoque deste trabalho, no entanto, é no funci-
onamento dos canais enquanto eles estao abertos, que também corresponde a um grande
desafio e cujo objetivo é compreender as relagoes entre estrutura e funcionamento dos
canais.

Do ponto de vista fisico, podemos fazer uma estimativa da situacao de um fon em um
nanoporo utilizando eletrostatica. Tendo em mente que o canal é um poro muito estreito
(de raio tipicamente menor que 10 A) preenchido por agua (e, = 80) e cercado por uma
proteina e por uma membrana fosfolipidica (e, ~ 2), imaginemos uma carga pontual nesse
meio. As linhas do campo deslocamento elétrico tenderao a ser fortemente confinadas

na agua, o que acarretard em uma barreira energética para a carga, caso a mesma tente
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cruzar o poro. De fato, a barreira de potencial encontrada por um fon em um poro de
comprimento de 25 A e raio de 3 A é da ordem de 6kgT [61, 62|, incompativel com os
fluxos i6nicos conhecidos, que sao proximos ao limite difusivo.

Além disso, varios canais sao capazes de distinguir entre ions quimicamente muito se-
melhantes, como Na™ e K*, de modo que a compreensdo da seletividade dos diferentes
canais também constitui um desafio relevante. As evidéncias experimentais indicam tam-
bém que a maioria dos canais requer a presenca simultanea de varios fons para conduzir.
Isso significa que correlagoes eletrostaticas devem ter um papel importante na permeacao
ionica. Finalmente, em poros particularmente estreitos, como o de gramicidina A (gA),
sabe-se que os fons movem-se em fila Gnica durante a permeagao, incapazes de ultrapassar
mesmo moléculas de agua [1].

Embora o conceito de canal iénico tenha sido comprovado diretamente em 1984 [114],
a primeira estrutura molecular de um canal real, o canal bacteriano KcsA de K+, foi pu-
blicada somente em 1998 [115], através de andlise cristalografica. Desde entao, a estrutura
cristalina de vérios canais i6nicos foi obtida [116, 117, 118, 119, 120, 121, 122], e espera-se
que novas sejam publicadas em uma taxa crescente. Até a disponibilidade de estruturas
de canais reais, no entanto, grande esforco foi dedicado para estudar o transporte através
de poros transmembranares formados por outras moléculas. No inicio da aplicacao das
técnicas experimentais de fixacdo de membrana, descobriu-se que a solucao de diversos
compostos nos eletrolitos separados por uma membrana bilipidica impermeéavel tornava a
membrana permeavel. Posteriormente, se descobriu que alguns destes compostos formavam
poros transmembranares, enquanto outros formavam proteinas carregadoras.

O caso mais importante ¢ o do antibidtico gramicidina A (gA), que forma um poro
transmembranar cuja presenca impede a célula de manter seu equilibrio fisiologico. Desde
1971, j4 existia uma esturuta com resoluc¢ao atdémica proposta para o poro de gA [110]. Em
1986, ela foi determinada experimentalmente [111] e, posteriormente, refinada [112, 113].
Com isso, o poro de gA recebeu grande atencao teérica e experimental, sendo o poro para
o qual ha a maior quantidade de dados experimentais disponiveis [1, 5] e, portanto, sendo

um importante candidato para modelos teéricos de permeacao.
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1.2 Estudo de canais 106nicos

Uma vez que o objetivo do estudo tedrico de canais idnicos é estabelecer os mecanis-
mos de funcionamento dos mesmos, elucidando suas relagoes com a estrutura fisica do
canal, convém discutir brevemente aspectos gerais da estrutura e do funcionamento de
canais i6nicos. Conforme foi mencionado anteriormente, o movimento i6nico em um poro
de alta constante dielétrica confinado por um meio de baixa constante dielétrica envolve
uma barreira de potencial, decorrente das cargas de polarizagao induzidas na interface
adgua-membrana. Dessa forma, fica claro que a geometria da interface possui um papel im-
portante na permeacgao. Da mesma forma, a distribui¢ao de residuos de carga na proteina
também desempenha um papel critico.

O formato geral de canais i6nicos biologicos resulta de dois requerimentos conflitantes.
Por um lado, a condugao do maior niimero de fons possivel em um tempo muito curto sugere
que os canais apresentem grandes secoes transversais. Por outro lado, a condugao precisa
ser seletiva somente aos fons desejados, que muitas vezes possuem inclusive a mesma carga
elétrica que fons indesejados. Para selecionar entre fons semelhantes, poros mais estreitos
sao convenientes. A solu¢ao normalmente encontrada para esse dilema é a de canais com
segoes transversais relativamente grandes, com uma regiao estreita, utilizada para selecao
(notamos que o mecanismo de sele¢do é complexo e nao envolve somente o tamanho, mas
a interagdo da regidao de menor raio com o ion e sua camada de hidratagao). O formato
preciso de cada canal varia, mas esta linha geral tende a estar presente nos canais biolégicos
[1]. Canais sintéticos ndo necessariamente seguem essa linha geral, sendo que o proprio
canal de gA apresenta uma estrutura aproximadamente cilindrica de raio de 2 A [5].

Com relacao a residuos de carga, os mesmos desempenham um papel importante na
permeagao. Por exemplo, a estrutura cristalina do canal KcsA apresenta trés cations na
regidao interna do canal [115], embora para concentragoes de 150mM de KCl o esperado
seria que algum fon ocupasse o canal somente em 20% do tempo. Sabe-se que o mecanismo
que propicia esta ocupagao do canal de KcsA é a existéncia de residuos de carga negativa
na parede interna da proteina, o que favorece a permeacao por cations [115, 1]. A presenca
de residuos carregados tao proximos aos fons permeantes também indica a importancia de

modelar adequadamente a polarizagao, como sera discutido extensivamente nas segoes 2.5
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e 2.6.

Experimentalmente, a propriedade mais estudada de canais i6nicos é a corrente de canal
tinico, normalmente medida através da técnica de fixagao de membrana conhecida como
patch-clamp [8, 9]. As medidas mais populares sdo as de corrente contra tensdao aplicada
(I-V) e de corrente contra concentragao (I-c).

Para diferencas de potencial membranares na regiao fisiologica (—100mV < V <
50mV’), muitas curvas I-V s@o aproximadamente lineares, quando a concentra¢ao em am-
bos os lados da membrana é a mesma. Para concentragoes assimétricas e para potenciais
maiores que 100mV, é normal que as curvas I-V apresentem nao linearidades. Conforme
elucidado por Edwards et al., a reproducao de curvas I-V lineares por modelos computa-
cionais é uma tarefa relativamente simples que intimeros modelos atingem simplesmente
ajustando o valor do coeficiente de difusao dos fons dentro do canal [29]. Portanto, o desen-
volvimento de modelos computacionais precisos é beneficiado por medidas experimentais
com tensoes aplicadas tao altas quanto for viavel [1].

Outra curva que nao pode ser trivialmente reproduzida por modelos computacionais é
a I-c, obtida medindo a corrente através de um tnico canal com uma tensao aplicada, mas
para diferentes valores da concentracao do eletrolito, ainda que igual entre os dois lados
da membrana. O comportamento dessa curva é comum a todos os canais idnicos, com ela
crescendo linearmente para concentragoes baixas e, eventualmente, apresentando um valor

de saturagao. Esse comportamento ¢ descrito pela fun¢ao de Michaelis-Menten [5]:

= tmer (1.1)
(1+2)
onde a concentracao de meia altura, c,, apresenta uma grande variacao de valores para
diferentes canais, desde 10mM para canais de Ca®" até aproximadamente 300mM para
canais de gA [1]. Para cada tensao aplicada, ha um valor diferente da corrente de saturacao,
mas a relacao com a concentragao dos reservatorios permanece fiel a relacao 1.1.

Além da informacao experimental a nivel fisiologico, no entanto, os modelos compu-
tacionais ainda se beneficiam de estudos experimentais a nivel microscopico. Todas as
técnicas computacionais com perspectiva de serem utilizadas para estudar canais nas pro-
ximas décadas, discutidas em detalhe no capitulo 2, apresentam dificuldades decorrentes

de modelar um sistema com as peculiaridades de canais i6nicos.
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As técnicas de Poisson-Nernst-Planck (segao 2.3) e Dindmica Browniana (segao 2.4)
apresentam dificuldades para modelar as constantes dielétricas e de difusao no ambiente
confinado dos canais. Atualmente, esses parametros sao tratados de forma relativamente
arbitraria e nao sistematica, o que constitui um grande problema para o desenvolvimento
de modelos.

Ja a técnica de Dinadmica Molecular Cléssica (se¢ao 2.5) peca por trabalhar com campos
de forga intrinsecamente nao polarizaveis e calibrados para condig¢oes de bulk. Dessa forma,
com a polarizagao sendo tratada exclusivamente como um campo médio e com os indicios de
que os modelos classicos para a dgua falham em ambientes confinados, ha espago para muito
aprimoramento até que a técnica possa ser frutiferamente utilizada de forma preditiva em

canais 10nicos.

1.3 Importancia biomédica

Para encerrar este capitulo, comentamos brevemente sobre a vasta importancia biomé-
dica de canais idnicos e as perspectivas fornecidas pela compreensao do funcionamento dos
mesmos. Do fluxo idnico dependem processos como secre¢ao hormonal, contragao muscu-
lar, excitacao cardiaca, transmissao de informagao no sistema nervoso, entre muitos outros
[5]. A fisiologia celular normal requer concentragao celular de Na® aproximadamente 10
vezes menor que a extracelular, concentracao celular de K* em torno de 30 vezes maior do
que a extracelular, e concentracoes de Na™ e KT ambas muito maiores que as concentracoes
de Ca*".

Dada a imensa quantidade de processos fisioldgicos relacionados diretamente ao fluxo
desses fons, nao chega a ser uma surpresa que canais idnicos desempenhem papéis impor-
tantes em diversas condicoes clinicas em seres humanos e animais, variando desde expressao
e atividade excessiva de alguns tipos de canais em certas doencas até medicamentos ou do-
engas cujo principio ativo esté diretamente associado a canais. A seguir, listamos apenas
alguns exemplos da pesquisa aplicada a medicina e veterinaria que envolve diretamente
canais ionicos.

Embora nao haja um consenso a respeito dos mecanismos que levam a dano neural na

doenga de Alzheimer, inimeras evidéncias apontam para o conceito de que distirbios da
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homeostase de Ca®" intracelular desempenhe um papel patolégico na neurodegeneracio
associada & doenca. A abertura dos canais AS de Alzheimer permite o fluxo de Ca?"
para dentro da célula, e substancias bloqueadoras desses canais podem ser uma forma de
tratamento para a doenga [10]. Outras doengas importantes, como acidentes vasculares ce-
rebrais e epilepsia demonstram relacdes com excesso de Ca?* no interior celular, motivando
pesquisas relacionadas a controlar os canais de célcio em neurdnios [11].

Um exemplo de doenga diretamente ligada a canais i6nicos em veterinaria é a condigao
neurologica “ Ryegrass staggers”, desenvolvida por gado que pastou em campos contami-
nados por um tipo especifico de fungo. As neurotoxinas produzidas por esse fungo atuam
como um potente inibidor de canais de KT ativados por Ca®" de grande condutéancia e o
resultado é que o gado perde controle sobre sua fungao motora. Estudos com camundongos
que possuem e nao possuem esse tipo de canal confirmaram sintomas semelhantes nos que
apresentam os canais, e reagao assintomatica em camundongos sem o canal [12].

A atividade de canais i6nicos também estd intimamente relacionada ao processo de
apoptose, ou morte celular programada, utilizado por organismos multicelulares para eli-
minar células abundantes ou potencialmente perigosas. Desde a sinalizacao da apoptose
até a sua execugao, canais i6nicos estao diretamente envolvidos [13].

Da mesma forma, canais i6nicos também sao essenciais para a proliferacao celular e ha
fortes evidéncias de que desempenham um papel no desenvolvimento de cancer, proliferacao
de tumores malignos e metastase [14, 17]. De fato, sabe-se que células de cancer de prostata
podem ter sua habilidade para metastase classificada com base em seus canais i6nicos [16],
sendo que as mais propensas apresentam canais que as tornam resistentes & apoptose e
fornecem maior capacidade de manter o volume celular adequado.

Além disso, o grande ntimero de processos controlados por sinais relacionados a canais
ionicos implicam que controle farmacolégico sobre os canais pode ser utilizado para con-
trolar os processos relacionados. Wu et al. (2009) propoem controle de canais de potéssio
para tratamento clinico de casos avancados de cancer gastrico, no qual o controle dos canais
pode ser utilizado para impedir o crescimento dos tumores [15]. Intimeros tipos de canais
ja foram associados com o crescimento, migracao e invasao de diversos tipos de tumores,
0 que, além de atrair o interesse para desenvolvimento de medicamentos que atuem dire-

tamente nesses canais, proporciona novos meios de diagnostico e avaliacao de tratamentos
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adequados [18].

As relacoes entre canais i6nicos, doencas e potenciais terapias sao tao vastas que pode-
riamos nos extender quase indefinidamente mencionando exemplos relevantes. Entre eles,
estariam medicamentos anestésicos que atuam diretamente nos canais e as implicancias
disso para anestesia clinica [19, 22|, o papel de canais idnicos de células ndo excitaveis no
sistema vascular [20, 21|, no desenvolvimento de medicamentos para tosse [23], e muitos
outros mais.

Apesar do grande potencial para o desenvolvimento de fArmacos que atuam sobre canais
ionicos, uma parcela mintscula dos canais de seres humanos sao alvo de medicamentos
comerciais atualmente [24]. Dada a recente historia do campo de canais i6nicos, todas
as drogas comerciais que atuam sobre canais foram desenvolvidas relativamente ao acaso
e seu principio microscopico de funcionamento foi elucidado somente a posteriori. De
fato, a histéria do desenvolvimento de medicamentos raramente apresentou triunfos de
desenvolvimento racional [25].

Na era genomica, o foco passou a ser identificar alvos moleculares especificos que sao
relevantes para a doenca de interesse, como forma de direcionar o desenvolvimento. No
caso de canais i06nicos, além do enorme potencial para desenvolvimento, existem grandes
desafios associados. O principal deles é relacionado ao grande ntimero de isoformas dos
canais com diferentes expressoes celulares e subcelulares. Os desafios sao identificar quais as
isoformas relevantes a doenga em questao e desenvolver farmacos suficientemente seletivos
aos alvos escolhidos [25]. A ambigao maior de modelos computacionais de canais i6nicos é
atingir o ponto no qual eles possam ser utilizados para tornar tais desenvolvimentos mais
eficientes. O estagio atual dos modelos computacionais existentes e suas perspectivas de

evolucao sao discutidos no proximo capitulo.



Capitulo 2

Modelos de Permeacao

2.1 Introducao

O estudo teorico de canais idnicos possui como objetivo estabelecer modelos que elucidem
os principios microscopicos de funcionamento dos canais e que reproduzam quantitativa-
mente o comportamento dos mesmos. Em razao de se tratar de um sistema altamente
inomogéneo, com milhares de atomos e envolvendo interacoes de longo alcance, é possivel
conceber intimeras abordagens para a modelagem. Neste capitulo, discutimos as diversas
opgoes computacionais utilizadas para estudar canais i6nicos, suas vantagens, desvantagens

e as perspectivas de cada uma.

2.2 Teoria de Taxa de Reagao

Historicamente, o primeiro modelo que se estabeleceu para a interpretacao de dados
experimentais de canais i6nicos foi a teoria de taxa de reagao (do inglés, reaction rate
theory). Trata-se de um modelo cinético que consiste em postular a existéncia de sitios de
ligacao dos fons permeantes com o canal. Considera-se que entre os sitios haja barreiras de
potencial e que a probabilidade de um fon ultrapassar a barreira e saltar ao sitio vizinho
seja inversamente proporcional & exponencial da altura da barreira.

Embora a teoria de taxa de reagao seja ainda hoje utilizada para analisar dados ex-
perimentais e tenha proporcionado avancos conceituais importantes na compreensao de
canais i6nicos, as propriedades fisicas dos canais nao possuem relagao com os parametros

do modelo, o que limita sua utilidade [91].
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2.3 Poisson-Nernst-Planck

A alternativa mais simples & teoria de taxa de reacao é a teoria de Poisson-Nernst-Planck
(PNP), que consiste na combinagao das equagoes da continuidade e de Poisson com as leis
de Ohm e de Fick. Visto que esta é a forma mais simples de estudar o problema que
permite a incorporacao direta de informagcoes estruturais do canal, sua aplicagao foi muito
popular a partir da segunda metade da década de 1980, encorajada por seu sucesso na
descrigao de outros sistemas biologicos [1]. Sua validade em canais iénicos ¢ limitada, no
entanto, conforme seré discutido mais adiante.

Em PNP, o fluxo de cada espécie i6nica do sistema é descrito pela equagao de Nernst-
Planck, que associa a cada ponto do espago um fluxo devido ao gradiente de concentracao

e ao campo elétrico ali presentes:

Z,en,
— D ity 21
7, ) (vny+ e w), (2.1)

onde D,, n, e z,e sdo, respectivamente, o coeficiente de difusao, a densidade (em numero
de fons por unidade de volume) e a carga dos fons da espécie v. Para escrever o termo
devido ao potencial elétrico em termos do coeficiente de difusao, foi utilizada a relacao
de Einstein. Claramente, para uma abordagem autoconsistente, o potencial elétrico na

equagao para o fluxo deve obedecer a equacao de Poisson:

eV - [e(r)Vo(r)] = =) zen, — pes, (2.2)

onde €(r) é a constante dielétrica. No lado direito da equagao temos o negativo da densidade
de cargas, que consiste nos fons méveis no eletrolito, representada pela soma sobre v, e nas
demais cargas do sistema, representada por p.;.

O método PNP, portanto, consiste na resolucao simultanea das equacoes 2.1 e 2.2,
resultando no potencial elétrico, na concentragao e no fluxo de fons para cada ponto do
espago. As equagoes de PNP sao extremamente dificeis de tratar analiticamente, sendo que
somente sao conhecidas solugoes para casos muito especiais, como a equagao de Goldman-
Hodgkin-Katz (que ndo é autoconsistente) [5, 1| e limites para grande campo elétrico
[35, 36]. Para aplicagoes praticas, incluindo estudos de permeacao, sao utilizados métodos

numéricos de diferencas finitas.
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E importante notar que, nesta abordagem, todos os fons do eletrélito sdo descritos
pela sua concentracao, que é pensada como uma funcao continua e diferenciavel do espago.
Notamos também que a hipdtese basica para tal tratamento macroscopico é de que cada
“ponto” do espaco fisico é pensado como uma regiao muito pequena quando comparada com
as dimensoes do sistema, mas ainda assim grande o bastante para conter um grande niimero
de particulas. No caso de canais i0nicos, a propria existéncia de tal limite é questionavel.

Por exemplo, se considerarmos um poro cilindrico de raio de 3 A em uma membrana
de espessura de 30 A para concentracoes fisiologicas, esperamos que o volume do poro
(~103A3) esteja ocupado por algum fon, cation ou anion, em 10% do tempo. No tratamento
desse sistema via PNP, o sistema seria dividido em pequenas células com volume de, por
exemplo, 1A® cada. Portanto, cada célula teria uma concentracio da ordem de 10~*
cations e 10~* anions durante todo o tempo. Tal cenario claramente é muito diferente da
realidade fisica, na qual o nimero de ions é inteiro em cada momento e cada um possui
uma localizacao especifica.

Nestas condigoes, espera-se que a teoria apresente falhas nos dois seguintes quesitos
quando aplicada a canais idonicos. Primeiramente, ela deve superestimar amplamente o
efeito de blindagem elétrica por parte dos fons. Isso ocorre pois ela trata a densidade
de carga como uma fungao continua no espago que pode assumir valores infinitamente
pequenos e se distribuir ao longo da totalidade do volume do canal, dando a ela uma
flexibilidade que ions nao possuem na realidade.

Em segundo lugar, além da falha na interacao entre os fons, a teoria também nao
leva em conta corretamente as interagoes dos fons com o canal. Sendo o canal um poro
preenchido por dgua (¢ ~ 80) em uma bicamada fosfolipidica (e ~ 2), a entrada de uma
carga localizada induz cargas de polarizagao (que possuem o mesmo sinal que a carga
que as induz) na interface entre os dielétricos. No entanto, como cada célula do sistema
possui uma densidade de cargas positiva e uma negativa, a tendéncia é que em PNP sejam
induzidas muito menos cargas de polarizacao na interface do que na realidade. Isso ocorre
pois o cenario real de cargas localizadas em um ponto do espago é substituido por fungoes
densidade de carga definidas em cada ponto do espaco, de modo que cada ponto comporte
cargas positivas e negativas ao mesmo tempo. Isso resulta em um cancelamento parcial da

carga elétrica que ¢ artificial e impede o modelo de contabilizar adequadamente a carga de
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polarizacao, que é induzida pela presenca de cargas localizadas somente em alguns pontos.

De fato, os trabalhos |2, 3| realizam uma comparacao detalhada entre PNP e dindmica
browniana, demonstrando que a aplicagao de PNP em poros estreitos leva a resultados
errbneos pelos motivos citados acima. Mesmo assim, a teoria de PNP converge para os
resultados obtidos por dinamica browniana quando o raio do poro é a partir de duas e trés
vezes o comprimento de Debye do sistema. Assim, também fica clara a razao da aplicagao
bem sucedida de PNP em diversos sistemas biologicos maiores que canais idnicos.

Para levar em conta corretamente a interacao dos fons com o canal e entre os proprios
fons, foram propostas formas de levar em consideragao o tamanho finito dos fons, por
exemplo, incluindo explicitamente um termo no potencial para representar a interagao com
as cargas induzidas [37, 38, 39, 40, 68|. Tais abordagens apresentam melhoras em relacao a
PNP tradicional, mas perdem a simplicidade e eficiéncia computacional da mesma, o que
sugere que uma abordagem por dindmica browniana seja mais interessante.

Por fim, a utilizacao de PNP para o estudo de canais i6nicos supoe que o canal seja
uma estrutura rigida e o sistema possa ser descrito pela eletrostatica continua. Como a
técnica de dinamica browniana também utiliza tais aproximacoes, elas serao discutidas na
proxima secao.

Notamos também que a teoria de Poisson-Boltzman, muito utilizada na década de 1980
para calcular a energia potencial em canais idnicos em situagoes de equilibrio, também é

intrinsecamente de campo médio e falha nas mesmas situagoes que a teoria PNP.

2.4 Dinamica Browniana

Tendo em vista que PNP falha em virtude do tratamento dos fons como uma funcao
concentracao continua no espaco e da aproximacgao de campo médio, o passo natural a ser
dado em busca de um modelo mais realista é tratar os fons como cargas pontuais, mantendo
o tratamento da agua, da proteina e da membrana celular como meios dielétricos continuos.

A modelagem de sistemas de muitas particulas frequentemente é realizada com alguns
graus de liberdade do sistema sendo tratados explicitamente, enquanto os demais graus de
liberdade sao representados exclusivamente por seu efeito estocastico nos primeiros. A esse

conjunto de abordagens, da-se o nome de Dinamica Estocéstica. A forma mais simples de
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Dinamica Estocastica ocorre quando a forga estocastica nao apresenta correlacoes espaciais
ou temporais e ¢ chamada de Dindmica Browniana (DB).

Originalmente proposta por Einstein, em 1905, no contexto do estudo do movimento
browniano, DB corresponde a abordagem com melhor custo-beneficio para o estudo de
permeacao em canais idnicos. Nela, os fons sao tratados explicitamente, com o i-ésimo ion
possuindo massa m; e coeficiente de friccao com a agua ;. A trajetéria do i-ésimo fon é

calculada através da equacao de Langevin:

dv;
midi; = —m;v;v; + R; + Fj, (2.3)

onde v; é a velocidade do i-ésimo fon. A forga total sentida pelo fon, que compreende o
lado direito da igualdade, é separada em trés termos. O termo F; corresponde a todas as
forcas sistematicas sentidas pelo fon, que sao a forca devida ao potencial elétrico aplicado
na membrana e as for¢as de interagao do fon com o canal e demais fons presentes no mesmo.
Os dois primeiros termos do lado direito da equagao 2.3 sao, respectivamente, de origem
friccional e estocastica. Ambos decorrem diretamente da abordagem de DB, modelando o
efeito da 4gua sobre os fons. Como ambos os termos possuem a mesma origem fisica, eles
nao sao independentes, sendo que a relagao entre eles é dada pelo teorema da flutuagao-

dissipacao [41]:

i — %LT | (R0) Ruft)) . (2.4)

O integrando é a funcao de autocorrelagao da forca estocéstica e os parenteses angula-
res indicam a meédia sobre um ensemble de equilibrio. Além disso, em DB, se assume
que a for¢a R;(t) ¢ um processo estocéstico estacionario, markoviano ((R;(t).R;(t')) =
2m;y;kpT0;;6(t — t')), gaussiano de média zero, e sem apresentar correlagoes com velo-
cidades anteriores ou com a forca sistematica. Isso pode ser resumido com as seguintes

propriedades:

(Ri) = 0

)
) = ey tew (5 )
) = 0,Vi,j;t>0
)

= 0,V t>0
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Estritamente falando, a hipotese markoviana somente é valida quando a particula brow-
niana é muito mais pesada que as moléculas do solvente. Caso contrério, utiliza-se a equa-
cao generalizada de Langevin, que é obtida a partir de 2.3 substituindo-se a constante de

friccao por um kernel dependente do tempo, ou seja:

t

dv,

m’di; - _mi/dtlfz‘(t,)’vi(t/) + R + Fi, (2.9)
0

onde a funcao & é chamada de fungao memoria. Quando a particula browniana é muito
mais pesada que as moléculas do solvente, v;(t') é aproximadamente constante na integral
da forga de fric¢ao, resultando na equagao de Langevin tradicional, com 7; = [ &;(¢)dt. Isso
é equivalente a utilizar a fungao memoria como sendo uma delta de Dirac.

Como fons claramente nao estao inclusos no limite sugerido por esta aproximacao, cabe
a pergunta de quao adequado é utilizar a equacao de Langevin para estudar canais idni-
cos. De fato, a discrepancia entre o comportamento esperado pela equagao de Langevin
e simulagoes de dinamica molecular para as fungoes de autocorrelagao de velocidade em
eletrolitos ¢ um resultado bem conhecido [42]. Rey et al. (1992) mostraram que o com-
portamento observado nas simulagoes de dinamica molecular pode ser reproduzido com
a utilizagao da equagao generalizada de Langevin e uma func¢ao memoria adequada, que
contabiliza adequadamente as correlagoes do ruido com a velocidade [43].

Isso motivou Bastug e Kuyucak (2005) a estudarem explicitamente como a adi¢ao
de uma fun¢do memoria alteraria a descri¢ao de canais idnicos [42]. O trabalho constata
diferenca nos resultados gerados por ambas equacoes quando o fenémeno de ultrapassagem
de barreiras de potencial é estudado, especialmente para barreiras de pequena largura (1
A). Como as barreiras de potencial presentes nos estudos deste trabalho sao todas de
largura muito maior que 1 A, nao ha razdo para esperar grandes efeitos decorrentes da
hipétese markoviana. Portanto, a imensa maioria das aplicagoes a canais idnicos utiliza a
equacao de Langevin tradicional, e é o que fazemos neste trabalho.

Outro topico relevante abordado por Bastug e Kuyucak [42] que é raramente mencio-
nado é o fato de que, a priori, nao hé justificativa para utilizar a equagao de Langevin com
passos de tempo menores que o tempo de relaxacdo 7! dos fons. Como pode ser visto na
tabela 2.1, o tempo de relaxacao de fons fisiologicos varia entre 12 e 31 fs, mas algoritmos

de DB na literatura frequentemente usam passos de tempo tao curtos quanto 2 fs. Bastug
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e Kuyucak (2006) utilizaram passos de até 2 fs e constataram resultados adequados em

bulk, evidéncia de que valores de passo pequenos podem ser utilizados.

fon | m (1072%kg) | r (A) | D (107%m?s™Y) | v~1 (fs)
Na*t | 3,8 0,95 | 1,33 12
K* 6,5 1,33 | 1,96 31
Ca** | 6,6 0,99 | 0,79 13
Cl= 159 1,81 | 2,03 29

Tab. 2.1: Pardmetros dos ions fisiologicamente importantes em solucao eletrolitica. [5]

Com relacao a implementacao pratica de DB para o estudo de canais, ha alguns obsta-
culos. A promessa de DB para o estudo de canais i6nicos foi primeiramente elucidada por
Cooper et al. [54, 55, 56] na década de 1980. No entanto, sua aplicagdo em canais de forma
realista requer o conhecimento das forcas de interacao dos fons do sistema entre si e com
o canal. No nivel de DB, com o canal e a 4gua sendo modelados como meios dielétricos
continuos, as forgas sao obtidas através do potencial eletrostatico. Como a obtencao do
potencial eletrostatico requer a solucao da equacao de Poisson, que precisa ser resolvida
novamente a cada nova posicao dos fons do sistema, a implementacao da técnica pode ser
uma tarefa formidavel.

De fato, os poucos estudos utilizando a técnica até o final da década de 1990 restringiram-
se a modelos de canais unidimensionais ocupados por somente um ion [58; 59| ou que
desconsideravam a interagao ion-canal [60]. Mesmo no inicio dos anos 2000, o custo com-
putacional associado com a solu¢ao numérica da equagao de Poisson a cada passo de tempo
de uma simulacao de DB aplicada a canais i6nicos ainda estava além da capacidade dos
supercomputadores entao disponiveis.

Apesar disso, era um fato ha muito conhecido da literatura em biofisica que um poro
preenchido por agua (e, ~ 80) confinado em uma regidao muito pequena por uma membrana
fosfolipidica (e, ~ 2) leva a grandes barreiras de energia potencial para a permeagao ionica.
Ja em 1969, Parsegian mostrou que a barreira eletrostatica em um canal cilindrico infinito
de raio de 3 A & superior a 16kgT [31], grande o bastante para suprimir qualquer fluxo

16nico.



Capitulo 2. Modelos de Permeacgao 19

Eventualmente, trabalhos numeéricos por Levitt (1978) [61], Jordan (1982) [62] e outros
mostraram que, para poros finitos, a barreira eletrostatica era dramaticamente reduzida.
Por exemplo, a barreira de um canal de raio de 3 A e comprimento de 25 A ¢ da ordem
de 6kgT, o que é suficientemente baixo para permitir alguma condutividade [30]. Dessa
forma, a dificuldade de incluir as interacoes eletrostéticas corretas na técnica de DB e o
sucesso de modelos de PNP para reproduzir curvas experimentais de corrente contra tensao
fez com que a técnica de DB levasse mais tempo para se tornar popular.

Claramente, uma forma de reduzir o custo computacional associado com a solucao
numérica da equacao de Poisson a cada passo de tempo da simulacao é trabalhar com
modelos geométricos analiticamente soltveis. Embora a equagao de Poisson seja separavel
em mais de uma duzia de sistemas de coordenadas, somente dois deles sao convenientes
para descrever geometrias similares a de canais i6nicos: coordenadas cilindricas e coorde-
nadas toroidais. Para coordenadas toroidais, Kuyucak et al. (1998) apresentaram solugoes
potencialmente titeis para o estudo de canais. No entanto, elas sao tao incrivelmente com-
plexas que estudos da época com supercomputadores nao puderam calcular fluxo i6nico
no modelo [53]. Para coordenadas cilindricas, a tnica solugao analitica conhecida até 2006
era de um poro cilindrico infinito, quando Levin [30] apresentou uma solugao para um poro
cilindrico finito. Como neste trabalho utilizamos a solugao de Levin, a sua obtengao e o
assunto de eletrostatica em nanoporos sao discutidos em detalhe na secao 2.7.

Na falta de solugoes analiticas praticas para a equacao de Poisson, o campo de DB
prosperou através do desenvolvimento de técnicas computacionais que tornaram a utili-
zacao de solugoes numéricas muito mais eficiente. Dentre eles, o principal, publicado em
1998, ¢ uma técnica que consiste em gravar valores pré-calculados em tabelas, realizando
interpolacao entre os valores tabelados para obter o potencial para cada nova configuragao
dentro do canal [63, 3]. Esta técnica permitiu o acesso de modelos de DB a escalas de
tempo fisiologicamente relevantes, mas ainda requer o uso de um supercomputador [1].

Com esse desenvolvimento e com o nimero crescente de estruturas cristalinas de canais
sendo publicadas, houve um grande crescimento da utilizacao de modelos de DB, a tnica
técnica eficiente o bastante para calcular fluxos e modelar as interagoes fisicas de forma
razoavelmente adequada simultaneamente. Modelos de DB para canais como o receptor

de acetilcolina [64], KscA de potéssio |65, 66], canal de célcio do tipo L [67] e gramicidina
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A [29] seguiram imediatamente.

Além da interagao eletrostética, a modelagem por DB requer a adi¢gao de um potencial
de curto alcance para modelar a repulsdao entre as nuvens eletronicas dos fons [1|. Tal
problema é abordado de algumas formas diferentes na literatura. Uma delas ¢ modelar a
alteracao da interagao coulombiana decorrente da sobreposicao das nuvens eletronicas com

a adicao de um potencial repulsivo de curto alcance que vai com r~:

F 10
Uca(r) = EO (rl _'7:9T2) s (210)

onde r ¢ a distancia entre os fons, 1 e 9 sao os raios de Pauling dos fons e Fjy ¢ a magnitude
da forga de repulsao em contato. Moy et al. (2000) estimam Fy = 2 x 107N, a partir
do modelo ST2 para a agua [2|. Este trabalho mostra que, normalmente, a equagdo 2.10
¢ adequada para o potencial de curto alcance. No entanto, para fons de cargas opostas, o
potencial total apresenta um minimo para a situacao de contato, o que gerou anomalias
em canais muito estreitos [2].

Como proposta para corrigir isto, Moy et al. utilizaram potenciais obtidos pelas simu-
lagoes de dindmica molecular de Guardia et al., que mostram que, em bulk, as forcas de
hidratacao adicionam estrutura ao potencial entre os fons, na forma de oscilagoes amor-

tecidas. Para fons de Na* e Cl~, o potencial pode ser aproximadamente representado

Uea(r) = Uy ((i)g — exp <Ra_€ r) cos (%(1;}—@)) . (2.11)

Nesta equacio, o comprimento de oscilacdo a, = 2,76A é dado pelo diametro da agua

por:

e os demais parametros sao obtidos via ajuste numérico da equacao 2.11 aos resultados
das simulagbes de dindmica molecular de Guardia et al. |76, 77, 78, 79]. Corry et al.
defende o uso da equacao 2.11 para o potencial de curto alcance, mostrando que a sua
utilizagdo em bulk reproduz bem os resultados de dindmica molecular [67]. Além disso,
estudos anteriores que utilizaram a equacao 2.10 constataram que o seu uso permitia que
fons ocasionalmente ultrapassassem uns aos outros em regioes demasiado estreitas [64, 65].

No entanto, tal comportamento anémalo, observado naqueles trabalhos com a utilizacao
de um passo de tempo grande, de 100 fs, provavelmente seria corrigido com a utilizagao de

um passo de tempo mais adequado. Apesar disso, mesmo quando algoritmos multi-passo
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e passos menores comecaram a ser universalmente utilizados, a equacao 2.11 seguiu muito
popular na literatura.
Em trabalhos mais recentes, uma abordagem mais simples é adotada, modelando a inte-

racao de curto alcance com um potencial truncado Weeks-Chandler-Andersen de Lennard-
Jones (WCA-LJ):

Ups(r)—Urj(r.) ser <r,
UZ-?/CA(T) _ LJ( ) LJ( ) (212)
0 ser > re,

onde Up,(r) é o potencial de Lennard-Jones usual, definido por:

Ups(r) = 4e [(‘;)12 - <‘:)G] . (2.13)

Esta abordagem apresenta a vantagem de ser muito mais simples e eficiente computa-
cionalmente. Além disso, no ambiente do canal, nao hé razao para acreditar que a equagao
2.11 constitua um modelo realista da interacao de curto alcance, dado que a mesma foi
concebida para ajustar dados de simulagoes de dindmica molecular em bulk. Neste tra-
balho, conforme discutido no capitulo 3, optamos pela simplicidade da equacao 2.12 para
modelar as interagoes de curto alcance.

As limitagoes da técnica de DB estao diretamente relacionadas as aproximacgoes fun-
damentais da técnica. A primeira delas diz respeito ao fato de que a dgua é tratada como
um meio dielétrico continuo. Seu efeito no sistema é sentido somente em virtude de sua
constante dielétrica €, de suas colisoes com os fons, modeladas pela forca estocéstica, e
de sua viscosidade, relacionada com a constante de difusao de cada espécie i6nica através
da relacao de Einstein:

kT

mi7i

D; (2.14)

Naturalmente, espera-se que a constante dielétrica da dgua e que o coeficiente de difusao
dos fons seja reduzido no ambiente confinado dos canais, em relacao a seu valor em bulk.
Apesar disso, ndo existe um consenso a respeito de quais valores utilizar [1, 29, 3, 4]. De
fato, para poros estreitos, como o de gA, é questionavel se a eletrostatica continua é valida
em primeiro lugar.

Edwards et al. (2002) utiliza uma estrutura de alta resolugao para canais de gA obtida

por ressonancia magnética nuclear através dos conjuntos de cargas parciais resultantes dos
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modelos CHARMM e AMBER [29]. Neste trabalho, mostra-se que enquanto o perfil de
energia potencial para cations obtido parece razoavel a primeira vista, possuindo dois po¢os
de potencial nas extremidades e uma barreira central, os pog¢os sao muito pouco profundos
para explicar as observacoes experimentais. Tentando reduzir o valor de €, ou aumentar
o valor de ¢,, os perfis de energia potencial obtidos foram claramente inaceitaveis.

Com o potencial aparentemente razoavel obtido com €, = 80 e ¢, = 2, Edwards et al.
mostram que é possivel reproduzir a curva experimental de corrente contra tensao através
de um ajuste do coeficiente de difusao dos cations dentro do canal, reduzindo seu valor a
80% do de bulk. No entanto, é um fato bem conhecido que praticamente qualquer modelo
de canal pode reproduzir curvas lineares de corrente contra tensao caso o coeficiente de
difusao possa ser ajustado arbitrariamente. De fato, Edwards et al. confirmam a futilidade
da reducao do coeficiente de difusao interno quando constatam que esse modelo falha em
apresentar saturagao nas curvas de corrente contra concentragao [29].

Seguindo com uma exploracao do espago de parametros, Edwards et al. constroem
uma funcao para o perfil de energia potencial com as caracteristicas esperadas: pocos
perto dos extremos e uma barreira central. Ajustando a profundidade dos pocos e a altura
da barreira, mostram que é possivel reproduzir os dados experimentais de corrente contra
tensao e contra concentracao utilizando o valor de bulk para a constante de difusao dentro
e fora do canal, obtendo um perfil de concentracao ao longo do canal que é compativel
com os sitios de ocupagao conhecidos [29]. No entanto, o perfil de energia potencial de
um Tunico fon foi construido e ajustado buscando os resultados fisioldgicos corretos, sem
resultar diretamente da solugao da equacao de Poisson para a estrutura conhecida.

Tal trabalho sintetiza bem as dificuldades de DB. Por um lado, ha a questao de como
tratar o coeficiente de difusao dos fons dentro do canal. Por outro, hé a questao de como
tratar a constante dielétrica da d4gua em um ambiente confinado (eventualmente, cogitando
se a mesma deveria ser modelada por um tensor, ao invés de um escalar). Em ambos os
casos, ainda nao existem experimentos ou simulagoes de dindmica molecular para darem
apoio a novas ideias de como modelar sistemas de DB |88, 69].

Além disso, a proteina é modelada como uma estrutura fixa, o que também é uma apro-
ximagao cujas consequéncias e artefatos nao sao bem conhecidos. Sabe-se que proteinas

nao sao entidades estaticas, apresentando flutuacoes térmicas na escala de ps, reorientacoes
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e isomerizacoes de cadeias laterais na escala de centenas de ns, e alteracoes de conforma-
¢ao na escala de ms a s. Em [94], Allen et al. mostraram que os efeitos decorrentes da
estrutura dindmica da proteina podem apresentar efeitos importantes sobre a permeacao,
questionando quao arbitriria é a construcao de modelos de PNP e DB utilizando esta
aproximacao. Posteriormente, estudos de DB que incluem explicitamente a mobilidade da
proteina demonstraram pouca sensibilidade das grandezas fisiologicas aos parametros de
mobilidade no caso do filtro de seletividade do canal KcsA [72].

Estas dificuldades levaram a uma reducao dos estudos de canais iénicos por DB, com
a maioria dos desenvolvimentos mais recentes constituindo de algoritmos adaptativos para
a obtencao de potenciais de forca média para canais diretamente através do fluxo previsto
por DB [69, 70, 71] ou algoritmos que mesclam DB e dindmica molecular classica (DMC)
[73, 74].

Apesar de todas as criticas, DB ainda é a tinica técnica eficiente o bastante para modelar
as interagoes eletrostaticas de forma razoavelmente boa e ainda assim alcancar escalas de
tempo fisiologicas. As dificuldades relacionadas as constantes dielétricas e coeficientes
de difusao sao as mais sérias, mas, como veremos na secao 2.5, as simulacoes de dindmica
molecular também sofrem de diversos males relacionados a falta de campos de forga capazes
de modelar a polarizagao adequadamente, para nao mencionar a falta de calibracao dos
mesmos para ambientes confinados, que também sera discutida adiante. Dessa forma,
embora haja dificuldades na utilizacao de DB para canais, isso se aplica a todas as técnicas

computacionais e decorre da complexidade e peculiaridade de canais i6nicos.

2.5 Dinamica Molecular Classica

Enquanto a teoria de DB trata a agua somente através de seu efeito estocéstico nos fons
e a membrana celular e a proteina que forma o poro somente como dielétricos rigidos, a téc-
nica de dindmica molecular classica (DMC) consiste na abordagem mais simples que trata
todos os atomos do sistema individualmente. Por ser uma técnica amplamente utilizada
em simulagoes fisicas, existem intimeros livros com os detalhes da técnica, como Frenkel e
Smit (1996) e Allen e Tildesley (1987) [86, 87|. Para uma revisao recente especifica de sua

aplicagao a canais i6nicos, citamos Khalili-Araghi (2009) [96].
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Brevemente, em simulagoes de DMC, a trajetoria de cada atomo do sistema é simulada
explicitamente através da segunda lei de Newton, levando em conta sua interagao com
todos os demais dtomos do sistema. A forca de interagao entre os atomos é derivada
diretamente de potenciais de interagao empiricamente determinados. Portanto:

d2’l"i

migy = ~ViU(r,omw) i=100 N (2.15)

Em relacao a DB, notamos que nao ha a presenca dos termos estocastico e de friccao,
dado que aqui todos os dtomos sao simulados individualmente. No entanto, a equagao 2.15
precisa ser integrada para um sistema que possui centenas de milhares de atomos.

Enquanto a necessidade de integrar sobre um ntmero tao grande de particulas corres-
ponde a um grande gargalo, a técnica apresenta grandes vantagens em termos de precisao.
Por exemplo, o carater dinamico da proteina e da membrana celulares sao simulados ex-
plicitamente. Atualmente, simulagoes de canais i6nicos via DMC jé ultrapassam 100 ns
[88].

Enquanto essa escala é insuficiente para estudar a conduténcia dos canais em condi-
¢oes fisiologicas, que requerem tempos de simulagao de dezenas de us, a técnica de DMC
foi utilizada frequentemente para estudar outros fendémenos relevantes. Como exemplos,
mencionamos desde estudos da alteragao das propriedades da égua e de fons quando em
ambiente confinado [95, 97| até estudos de potencial de for¢a média, seletividade e interagao
com moléculas pequenas e toxinas [92, 93, 94, 88, 100, 98].

A grande popularidade de aplicacoes de DMC a canais idnicos decorre, em parte, da
disponibilidade de varios pacotes prontos, de facil utilizacao, feitos especificamente para
a simulagao de sistemas biomoleculares, como CHARMM [85], AMBER [83] ¢ GROMOS
[84]. A utilizacdo destes pacotes em estudos de canais idnicos apresenta um grande pro-
blema, no entanto. Se, por um lado, a modelagem do sistema dtomo a d&tomo deve trazer
maior precisao, por outro lado, isso somente é verdade caso os campos de forcas sejam
modelados adequadamente em primeiro lugar. As intera¢oes nao ligantes dos campos de
forca existentes foram todas desenvolvidas e calibradas para situagoes de bulk, o que as
torna imediatamente suspeitas para aplicacao em sistemas mesoscopicos e confinados, como
canais i6nicos.

Além disso, as fung¢oes empiricas para a energia potencial nao sao explicitamente polari-



Capitulo 2. Modelos de Permeacgao 25

zaveis [82, 1|, com a polariza¢ao sendo incluida implicitamente, na forma de campo médio.
Desde a década de 1970 ja havia manifestagoes na literatura sobre os potenciais problemas
de nao se incluir a polarizacao explicitamente. Atualmente, o desenvolvimento de campos
de forga explicitamente polarizaveis tem recebido muito esforgo [103], mas a falta de dados
i situ como guia é uma séria barreira. Nesse sentido, simulagoes de dindmica molecular
ab initio podem ser de grande utilidade, como sera discutido na segao 2.6.

Por enquanto, no entanto, resultados tebricos e experimentais sustentam que o compor-
tamento da dgua é dramaticamente alterado em ambientes fortemente confinados. Estudos
opticos de agua em nanoporos demonstram uma grande alteracao das propriedades dina-
micas a nivel molecular em relagdo ao que ocorre em bulk [46], ao passo que estudos de
solvatacao na proximidade de interfaces mostraram que modelos dielétricos adequadamente
construidos apresentam melhor comparacao com experimentos e simulagoes ab initio do
que os modelos cléssicos para a agua [47, 49, 48|.

Portanto, se a grande vantagem da abordagem atomistica é a inclusao rigorosa de flu-
tuagoes atdmicas, considerando o cardter dinamico da proteina e do solvente, os modelos
atuais de campos de forga disponiveis ainda nao sao capazes de fazer isto de forma ade-
quada para todos os casos. Frequentemente, os estudos de DM em canais nao apresentam
precisao quantitativa. Por exemplo, estudos com campos de forca cuidadosamente cons-
tuidos para o canal de gramicidina A que apresentam acordo semi-quantitativo possuem
grande sensibilidade ao campo de forcas usado e & membrana na qual o canal é colocado
[104, 105, 98].

Dessa forma, a grande dificuldade existente em realizar simulagoes longas o bastante
para comparacao direta com experimentos, associada ao grande niimero de fatores capa-
zes de produzir artefatos torna dificil uma avaliagao totalmente critica de seus resultados
[88, 82]. Com o aumento do desempenho dos computadores disponiveis e com o desenvol-
vimento de melhores campos de forca, as perspectivas para DMC para o estudo de canais

ibnicos sao boas.
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2.6 Dinamica Molecular ab Initio

Din&dmica molecular ab initio (DMAI) ¢ a alternativa mais fundamental de tratamento
de canais idnicos, correspondendo a um tratamento quantico de todas as entidades do
sistema, inclusive nuvens eletréonicas. Uma forma de abordagem é resolver a equacao de
Schrodinger utilizando a teoria de Hartree-Fock e seus varios refinamentos [106]. Como a
base para a funcao de onda eletronica cresce exponencialmente com o niimero de atomos,
no entanto, essa abordagem nao é pratica para estudar sistemas com mais de dezenas de
atomos.

Para trabalhar com sistemas maiores, ainda dentro de uma abordagem quéantica, a teo-
ria do funcional de densidade (TFD) é normalmente utilizada [82]. Até o inicio da década
de 1990, a TFD era considerada muito imprecisa para calculos de quimica quéantica, mas, a
partir de entao, as aproximacoes envolvidas foram refinadas para modelar adequadamente
interagoes de troca e correlagao [107]. Como a TED trabalha diretamente com a distribui-
¢ao de densidade eletronica, ao invés da funcao de onda eletronica, o crescimento do custo
computacional com o tamanho do sistema passa a ser uma lei de poténcia, ao invés de
uma exponencial. Com isso, TFD é atualmente a técnica quantica que apresenta o melhor
custo-beneficio entre tempo computacional e precisao, sendo o método mais aplicado para
célculos quanticos em sistemas biologicos [82].

Para aplicar estes métodos a biomoléculas, usualmente se modela o sistema de forma
mista: uma parte de interesse do sistema é modelada utilizando DMAI, fornecendo a es-
trutura eletronica dessa regiao, enquanto o restante do sistema ¢é tratado a nivel de DMC.
Embora esta divisao traga imensos ganhos computacionais, a duracao das simulacoes é o
grande gargalo dessa abordagem. Atualmente, sistemas que tratam 500 atomos quantica-
mente e 100.000 d&tomos classicamente podem ser simulados por periodos de até 100 ps.
Dessa forma, mesmo o calculo do perfil de energia potencial idnico nos canais, que requer
tempo de simulacao da ordem de ns, é impraticavel com essa técnica, atualmente.

Embora nao haja expectativas de utilizagao da técnica de DMAI para estudos completos
de canais i6nicos na proxima década, ha muito o que a mesma pode fazer pelo campo de
canais i6nicos de uma maneira geral. Conforme foi discutido na secao 2.5, a precisao dos

modelos de canais i6nicos baseados em DMC depende criticamente da disponibilidade de
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campos de forca adequados para a situacao de nanoporos e a falta de dados experimentais
diretos dificulta o desenvolvimento dos mesmos. Nesse sentido, estudos de DMAI podem
atuar como uma ferramenta de auxilio no desenvolvimento de novos campos de forcas para
DMC [82], em particular para a inclusdo da polarizagao [108, 102].

De fato, tudo indica que a resolucao de um dos problemas mais estudados em canais
idnicos, a capacidade dos canais de KcsA de discriminar entre fons de K+ e Na't, passe
por estudos de DMAI, dado que a natureza das interagoes que causam a seletividade ainda
sao debatidas. Inicialmente, o filtro de selecao do canal de KcsA tinha sua funcionalidade
explicada pelo arranjo geométrico dos ligandos nele [115]. No entanto, simulagoes de
DMC posteriores mostraram um filtro flexivel, capaz de interagir favoravelmente também
com fons de Na™. As hipoteses refinadas resultantes dessa situacao passam pelo estudo
dos niimeros de coordenagao idnicos, que nao necessariamente sao bem descritos por DMC,
dado que esta foi calibrada para descrever valores médios de propriedades termodinamicas.

Além disso, é razoavel esperar que a grande proximidade de um ion positivamente
carregado polarize significativamente os ligandos da regiao, algo descrito de forma pobre
pela DMC. Bucher et al. (2010) realizaram um estudo do assunto utilizando DMAI,
trazendo mais indicios de que o balango correto entre interagoes agua-ions e dgua-agua
sdo cruciais para discriminar entre as hipoteses refinadas alternativas [125].

Outro estudo de DMAI de grande implicacao para o futuro da simulacao de canais i6-
nicos ¢ o de Bucher e Kuyucak (2009) [102], no qual o impacto da polariza¢do na condugao
ionica do canal gA foi estudado, motivado pelos resultados inconsistentes de estudos de
DMC [105, 126]. De fato, foi constatado que a polarizacdo da agua depende fortemente
do ambiente local, especialmente da presenga de receptores e doadores de hidrogénio. En-
quanto isso, Patel et al. (2009) [101] obtiveram bom acordo com experimentos para o
perfil de energia livre do canal de gA utilizando a versao polarizéavel do campo de forgas
CHARMM.

Outros exemplos de estudos de DMAI aplicada diretamente a canais idnicos sao Jen-
sen et al. (2005), que estudaram a migragao protonica em canais de aquaporina [123] e
Bucher et al. (2007), que estudaram o acoplamento entre condugao i6nica e os estados de
protonacao de residuos no canal KcsA [124].

Com isso, vemos que DMALI aplicada a canais idnicos trata-se de um campo muito
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recente e com indmeras limitagoes. Mesmo assim, estudos de DMAI podem contribuir

significativamente para que os estudos de DMC atinjam todo o seu potencial.

2.7 Eletrostatica em canais

Na técnica computacional de DB, as interagoes dos fons com o canal e entre os pro-
prios fons sao tradicionalmente modeladas utilizando eletrostatica continua, considerando
a adgua e a proteina como dielétricos de constantes dielétricas €, e €,, respectivamente.
Em virtude do confinamento da dgua em uma pequena regiao do espago, pode-se imaginar
que a constante dielétrica da agua seja melhor descrita por um tensor cujas componentes
sao funcoes das coordenadas espaciais, mas nao ha evidéncias de que a inclusao de tal
complexidade traga melhores resultados [1].

A abordagem continua da eletrostatica fornece uma descri¢ao macroscopica adequada
de meios dielétricos, mas impoe-se a questao de quao valida ela é para sistemas mesoscopi-
cos. Trabalhos como [44, 45|, que descrevem com sucesso propriedades de macromoléculas
biolégicas servem como prova que eletrostatica continua pode ser uma ferramenta impor-
tante para o estudo de sistemas mesoscopicos, desde que as interfaces sejam modeladas
adequadamente. Canais i6nicos encontram-se na fronteira entre sistemas mesoscopicos e
microscopicos, no entanto, e sabe-se que as propriedades dinamicas da agua se alteram
significativamente em ambientes confinados [46].

Além disso, os modelos computacionais tradicionais para a 4gua nao sao confiaveis
para ambientes fortemente confinados, conforme sugerido por estudos de solvatacao idnica
proxima a interfaces [47], nos quais a comparac¢ao com simulagoes ab initio completas
demonstrou falhas nos modelos classicos para a dgua. De fato, foi demonstrado que modelos
dielétricos continuos, quando a interface é modelada corretamente, apresentam melhor
acordo com as simulacoes ab initio do que os modelos cléssicos de tratamento da agua
[47, 48, 49]. Dessa forma, nao existe no momento uma forma estabelecida de como tratar
a agua em simulacoes de nanoporos. Neste trabalho, adotamos uma postura pragmatica e
consideramos ¢,, = 80, tanto dentro do canal, como nos meios intra e extracelulares.

As simulac¢Ges computacionais através da técnica de DB, embora muito mais rapidas do

que as de DM, apresentam um grande gargalo em relacao a desempenho computacional.
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Este gargalo é a necessidade de resolver a equacao de Poisson a cada passo de tempo, para
levar em conta corretamente a interagao eletrostatica entre os fons e o canal. Tal problema
pode ser amenizado utilizando tabelas de referéncia e técnicas de interpolagao [63, 3] ou
métodos variacionais [93], mas ainda requerem o uso de um supercomputador.

Uma possibilidade de se contornar essa dificuldade é através de solugoes analiticas da
equagao de Poisson, que é separavel em dois de sistemas de coordenadas que favorecem
a descricao de geometrias similares a dos poros biologicos: sistemas de coordenadas ci-
lindricas e toroidais. Conforme ja mencionado na secao 2.4, as solugoes para o potencial
eletrostatico para um modelo de poro de geometria toroidal sao de tamanha complexidade
que, mesmo em um supercomputador, nao foi possivel determinar a condutancia do canal
utilizando dindmica browniana [53, 52].

Ja para geometria cilindrica, até recentemente, somente uma solucao da equacao de
Poisson era conhecida: para um cilindro infinitamente longo [51, 31, 32]. A obtengao por
Levin [30] de uma nova solucao analitica para a equagao de Poisson em cilindros finitos
abriu novas portas para o estudo de canais idnicos com DB e o simulador desenvolvido
neste trabalho é baseado nela. A seguir, revisamos a obtencao da solucao.

Modelamos a membrana celular como uma placa dielétrica uniforme de espessura L
localizada entre z = 0 e z = L, e o canal i6nico como sendo um poro cilindrico de raio a,
também de comprimento L, e preenchido por agua. Modelamos o eletrélito presente em
ambos os lados da membrana por ifons pontuais caracterizados pelo comprimento inverso
de Debye k. As constantes dielétricas da dgua e da membrana sao €, = 80 e ¢, = 2,
respectivamente. Conforme o usual, nao é feita distingao entre a constante dielétrica da
agua dentro e fora do poro [29]. A geometria do problema esté esquematizada na figura
2.1.

Por conveniéncia, escolhemos a origem do nosso sistema de coordenadas cilindricas
no eixo de simetria do poro, em um de seus extremos. Para calcular a funcao de Green
do problema, consideramos a existéncia de um fon pontual localizado em uma posicao
arbitraria ' dentro do canal. O potencial eletrostatico p(z,p, ¢; x’), entdo, obedece a
equacao:

Vip = _4mg (x—x'), (2.16)

€w

na regiao interna ao canal. Nas regides z < 0 e z > L, ¢(x; x’) satisfaz a equagao de
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€,=2

i a
Eletrélito €,=80 | ) Eletrolito

2 _ 2 A | 2 _ 2
\/ p=K9 Comprimento L \/ p=K9

Fig. 2.1: Geometria do modelo de canal ionico proposto neste trabalho. O canal € um poro ci-
lindrico de rato a, comprimento L e constante dielétrica €, = 80 enwvolto por uma
membrana de constante dielétrica €, = 2. Os eletrolitos em cada reservatorio sao pen-
sados como constituidos por fons pontuais, com o potencial sendo dado pela equacao de

Debye-Hiickel.

Poisson-Boltzmann linearizada, também conhecida como equagao de Debye-Hiickel [34]:
Vi = Kk%p (2.17)

Notamos que o comprimento inverso de Debye esté relacionado com a forca ionica do
eletrolito através de x = /8wAgl, onde A\g = ¢*/eckgT ¢ o comprimento de Bjerrum e
I = (a®cy + acy +2¢) /2. Por ¢, referimo-nos a concentragao de eletrolito de valéncia o : 1
e, por ¢, a concentracao de eletrélito 1 : 1.

As condig¢oes de contorno do problema sao as tradicionais: o potencial vai a zero no
infinito e é continuo ao longo de todas as interfaces; a componente tangencial do campo
elétrico e a componente normal do deslocamento elétrico sao continuas ao longo de todas
as interfaces. Nestas condigoes, temos garantidas a existéncia e a unicidade da solucao
do problema. No entanto, nao é possivel resolver o problema exatamente, mesmo nessa
geometria simples. A estratégia de Levin [30] para obter uma solu¢do analitica foi a de
resolver uma versao mais simples do problema e, depois, estender a solugao.

O primeiro passo é perceber que, no limite no qual x — oo, é possivel obter uma
solugao exata. Notamos que esse limite corresponde ao comprimento de Debye ser nulo,
o que significa que o eletrélito blinda perfeitamente qualquer campo elétrico. Como uma

condicao de contorno exige que o potencial seja zero no infinito, nesse limite o potencial
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tem de ser zero em todo eletrélito, inclusive nas extremidades do canal. Ou seja, temos
que:

©(0,p,9;2") = (L, p,¢; @), (2.18)
para qualquer posicao x’ do ion dentro do poro. Com isso, o problema é imensamente
simplificado, pois nao é mais necessario resolver a equacao de Debye-Hiickel, mas somente
a equacao de Poisson com as condigoes de contorno de um condutor perfeito em z = 0
e z = L. Nesse caso, a equacao de Poisson é separdvel e podemos utilizar os métodos
tradicionais para atacar o problema [50], utilizando coordenadas cilindricas (p, ¢, z).

Primeiramente, analisamos a equacao para a coordenada z:

d?i,
dz?

+ kb, = 0, (2.19)

sujeita as condigoes de contorno. As autofungoes normalizadas sao:

Yn(2) = \/Esen(k‘nz), (2.20)

onde k,, = nm/L. Como o lado esquerdo da equagao 2.19 é um operador de Sturm-Liouville,

sabemos que:

z > sen(ky,z)sen(k,2') (2.21)

Do operador de Sturm-Liouville resultante da equacao em ¢, temos que:

6z —2)

n=1

(e}

Sp—¢)=- > eme9, (2.22)
2m m=-—00
Portanto, podemos escrever:
o(z; ") Z Z m=sen (ky 2)sen(knz') gum (p, 0), (2.23)
7T€w n=1m=—oo

onde gnm(p,p') ¢ a funcdo de Green do problema. Substituindo a tltima equagdo na
equagao 2.16, vemos que g, (p, p') obedece a equagao de Bessel modificada:

1d dgnm m2> 4
-4 R g = =500 — ), 2.24
pdp<p dp) ( )9 ; (p—1r) (2.24)

as solugoes da qual sdo bem conhecidas [50]. Sejam 1,,,, K, I e K/ as fun¢des modificadas

de Bessel da primeira e da segunda espécie, respectivamente. Sejam também:

_ K (kna) Ky, (kna) (€p — €w)
T = T (o @) Koy (knt) — €L (k@) K (Kt)”

(2.25)
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e p- e p< o0 maior e o menor do conjunto (p, p'). Temos, entdo, para p-. < a:

G (P, 0") = AT Ly (k<) [Kon (Knps) + Yo Lin (knps)], (2.26)

enquanto para p > a temos que:

47ey, Ko (knp) L (knp')
 kpa el (kna) — eyl (kna) K (kpa)

(2.27)

Com isso, temos a solucao para o problema simplificado no qual o comprimento de
Debye é nulo. As equagoes 2.23, 2.26 e 2.27 sao exatas para um fon dentro do poro. Como
nosso interesse é em canais idnicos, onde frequentemente a geometria do problema impede
que os fons se afastem muito do centro do poro, notamos que ha uma grande simplificacao
caso o ion esteja sobre o eixo de simetria do canal, ou seja, p’ = 0. Nesse caso, somente
o termo m = 0 da equagao 2.23 sobrevive e podemos escrever o potencial eletrostatico na
regiao interna ao poro como ;,(z, p; z0) = v1(z, P; 20) + w2z, p; 20), onde:

4qg &
01(z, p;20) = oL nE_:l sen(ky,z)sen(ky,zo) Ko(knp), (2.28)

Aq(ew — €) X Ko(kna) Ky (kna)lo(kyp)sen(k,z)sen(k,zo)
EwL ewfl(k;na)Ko(kna) + eplg(kna)Kl(kna) ’

e 2y é a posicao do fon no canal.

wa(z, p;20) = (2.29)

n=1

De posse das equacoes 2.28 e 2.29, vamos agora extendé-las para valores nao nulos do
comprimento de Debye. Para tal, consideremos o significado fisico de cada uma delas.

Reconhecemos que a equagao 2.28 contém a contribui¢ao do fon localizado em z; e das
cargas induzidas nas interfaces agua-eletrolito e membrana-eletrélito. De fato, notamos que
ela é exatamente igual ao potencial produzido por uma carga ¢ em uma placa dielétrica
infinita de espessura L, limitada por dois planos de condutores perfeitos [50]. Isso nos
permite somar explicitamente a série. No entanto, é possivel ir além e construir o potencial
©1(z, p; 20) que satisfaz exatamente a condigao de contorno original, no caso, satisfazer a
equacao de Debye-Hiickel 2.17 para z < 0 e para z > L. Utilizando o método de Levin e
Flores-Mena [80] e observando as condigbes de simetria necessérias entre pontos de fonte e

observagao [50], representamos a delta de Dirac através da fungao de Bessel J e obtemos:

00 2 k|z—zo|—2kL —k(z+20) k(z+20)—2kL 2 —k|z—2z0|
or(z ) = L g Jotkp){a”(k)e + a(k)B(k)[e Te |+ B2(k)e }’
€w ¥ B2 (k) — a?(k)e—2kE

(2.30)
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onde:

a(k) = ko vE T e ;;W (2.31)

k k? 2
Bk) = K VAR V2k+’f7

e Jo(x) é a fun¢ao de Bessel da primeira espécie de ordem zero. A equagao 2.30 é uma

(2.32)

continuagao analitica da equacao 2.28 para valores finitos de x, sendo exatamente igual a
esta no limite no qual Kk — co.

A equagao para ¢s(z, p; z9) 2.29, por sua vez, contém principalmente contribui¢oes das
cargas induzidas na interface 4gua-membrana, interna ao canal. Portanto, o valor exato do
comprimento de Debye dos eletrolitos externos nao deve alterar significativamente o valor
de a(z, p; 20). De fato, Levin [30] compara os resultados das equagoes 2.30 e 2.29 com
solugdes numéricas reportadas na literatura e constata 6étimo acordo entre elas. Por fim,

na regiao p > a o potencial é:

4g &1 Ko(knp)sen(k,z)sen(k,zo)
out\ %5 P; = 7 , 2.33
Poul2: 0 %0) = T n; kna el (k@) Ko(kna) + €10 (kna) K1 (kna) (2.33)

que também ¢é exata somente no limite de comprimento de Debye nulo. Para canais idénicos,
no entanto, o grande salto de constante dielétrica do interior da membrana para o eletrolito
implica que Yo (2, p; 20) serd pouco diferente para valores finitos de k.

As interacoes entre fons e canal nas simulagoes realizadas neste trabalho tem como base
a solugao analitica acima apresentada. Para sua implementacao pratica, notamos que a
forga sentida pelo fon ¢ devida & sua interagao com os demais fons é igual ao negativo do

gradiente da energia de interacao, que ¢ dada por:
1& ,
V=352 4 (2.34)
1,

com ¢ = ¢} + ¢ sendo o potencial eletrostatico produzido pelo fon j na posicao do fon
ou residuo 7. Para calcular a forca sentida pelo fon 7, notamos que somente dois termos
da equacao 2.34 sao funcao das coordenadas ¢, em relacao as quais tomamos o gradiente,
e que eles s@o iguais, cancelando assim o fator de 1/2. Notamos também que para o nosso
modelo unidimensional, sempre temos que p = 0 e que Iy(0) = Jy(0) = 1. Tomando o

gradiente, temos que a forga sentida pelo fon 7 em virtude de sua interacao com o fon j é:

F™ = Ff* + FP, (2.35)
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com:
N G\ ook \E:ZI (a2€k|zi—zj|—2kL _ 62€—k\zi—2j|) +af (ek(z,-+zj)—2kL _ e_k(zi+zj)> o
B = 2 _ 2. 2kL
|QZQJ| 0 B a“e
(2.36)
e:
Fe = 49 pew — €) X knKo(kna) Ky (kna) cos(kyz;)sen(kyz;) (2.37)

el L S ewhi(ka)Ko(kua) + 610 (kna) Ky (kna)’
lembrando que « e § sao fungoes de k, definidas nas equacoes 2.31 e 2.32. Com as equacgoes

2.36 e 2.37 podemos calcular a forca sentida por um ifon decorrente de sua interacao com os
demais fons presentes no canal. Um fon sozinho no canal, no entanto, também esté sujeito a
forcas eletrostaticas de outras duas origens: a sua interagao com residuos de carga presentes
na membrana celular e a sua interagao com as cargas de polarizagao induzidas por ele na
interface agua-membrana.

Para calcular a forga sentida pelo ifon por sua interagao com um residuo, podemos
utilizar a equacao 2.33, que da o potencial eletrostatico na regiao interna da membrana.
Com ela, podemos calcular a for¢a que o residuo sente pela interacao com o fon e, utilizando

a terceira lei de Newton, obter a forga sentida pelo fon. Chegamos a expressao:

res __ dr de,yAp i Ko(knpr)sen(k,z,) cos(ky,z)
i lg,| aL €wli (kna)Ko(kna) + €,10(kna) K (kna)’

onde ¢,, 2, € p, sao a carga e as coordenadas do residuo, respectivamente.

(2.38)

n=1

Para calcular a forca sentida pelo fon decorrente das cargas de polarizacao induzidas
por ele conforme ele se move pelo canal, percebemos que a energia potencial eletrostatica

do fon pode ser escrita como [34]:
2

U(z) = Ly <go(z,p; z) — 1 ) + M, (2.39)

2 p—0 cwp) 26w

que basicamente consiste em calcular o potencial na posicao onde o ifon se encontra, sub-
traindo a divergéncia decorrente da presenga do mesmo nesse ponto. O tltimo termo na
equagao 2.39 é a energia de “solvatacao” eletrostatica que um fon pontual perde ao passar
do eletrolito para o interior de um poro. Essa energia pode ser calculada pela teoria de
Debye-Hiickel e corresponde ao excesso de potencial quimico resultante da blindagem do
campo elétrico id6nico pelo eletrolito [34]. Para resolver o limite na equagao 2.39, notamos

que:

[1) _ 0/ Jo(kp)dk (2.40)
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e substituimos 2.40 na equacao 2.39. Chegamos entao na seguinte expressao para a auto-

barreira:

2 % 202(k)e2FL 1+ au(k B(k —2kz 4 o2k(2—L)
U(z) = L/dk o (ke ﬁ2(k();(_)a§(]3;§2—2kL - )
2% (€0 — €p) sen?(k,2)Ko(kna) K1 (k,a) P’k
T Tl 2 ahiUna) Kolna) + e ot Ka (i) T 26y 24V

A forca sentida pelo ion devida a ela, entao, é:

autob  __ q° T ka(k),é’(k)(e%(z%) — e~ 2k2)
F; = O/dk 32(k) — a2(k)e2kL
4% (€w — €p) i kn Ko(kna) Ky (kpa)sen(k,z) cos(k,z)

+ ewl (k) Ko (k@) + €5 Io(kna) K1 (Fnat)

(2.42)

n=1

No proximo capitulo, serao apresentados e discutidos os resultados de um modelo uni-
dimensional de canal i6nico desenvolvido utilizando a técnica de DB e com as interagoes
calculadas segundo a teoria apresentada nesta secao. Embora as equacoes eletrostaticas
utilizadas sejam exatas somente no limite de grandes concentragoes ionicas, Levin [30]
mostra que elas sao validas mesmo para concentracoes intermediérias e baixas.

Apesar de sua aparente complexidade, as equacoes sao imensamente mais simples do
que as solugoes analiticas disponiveis para geometrias toroidais [33, 52| e certamente trazem
ganho computacional frente a resolver numericamente a equagao de Poisson a cada passo

do programa.



Capitulo 3
Simulacoes

3.1 Introducao

Neste capitulo, sao apresentados e discutidos o modelo de canal a ser estudado e os
resultados obtidos. Resumidamente, o canal i6nico é modelado através da técnica de
dindmica browniana, sendo pensado como um poro transmembranar cilindrico. A agua e a
membrana celular sao tratados como meios dielétricos lineares, isotropicos e homogéneos,
de constantes dielétricas €,, = 80 e €, = 2, respectivamente. Para esta situagao, o potencial
elétrico foi obtido analiticamente no capitulo anterior e serd utilizado nas simulagoes.
Os ifons sao tratados como particulas pontuais, caracterizados por sua carga, massa e
coeficiente de fricgao na agua.

O movimento dos fons no poro é considerado unidimensional, restrito ao eixo do cilindro
e a equagao de Langevin é resolvida computacionalmente através do algoritmo de terceira
ordem de van Gunsteren e Berendsen [6]. Na segao 3.2, deduzimos um mecanismo de
entrada para os fons no poro que nao requer a simulagao de reservatorios eletroliticos. Na
sequéncia, testamos o simulador e, entao, discutimos os resultados de alguns estudos de

caso sob diferentes condigoes, comparando os resultados com a literatura.

3.2 Tempo de Injecao

A escolha de trabalhar com um modelo unidimensional de canal implica que a entrada dos
fons no mesmo nao pode ser simulada explicitamente; é preciso estabelecer um critério para

o acesso dos fons ao poro. Nossa abordagem para tal problema é estabelecer um “tempo
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de injecao” dos fons em solucao no canal, o qual utilizaremos para estipular a frequéncia
com a qual fons entram dos reservatorios para o canal. Com essa simplificacao, evitamos
a necessidade de simular explicitamente a dinadmica do reservatorio, o que representa um
grande ganho computacional.

A fim de obter o tempo de injecao, tomaremos como base estudos sobre o tempo de
efusao, que é, basicamente, o tempo de esvaziamento de uma vesicula a partir do momento
que um poro ¢é aberto em sua parede. Uma vez analisado o tempo de efusao de uma
vesicula cilindrica com um poro circular em uma das tampas, podemos tomar o limite de
um cilindro infinito e chegar ao tempo de injecao. Vamos considerar a aproximagao de
particulas nao interagentes dentro da vesicula, caso para o qual o problema ja foi muito
bem estudado na literatura [26, 27|. Sabe-se que, com a abertura da vesicula, o ntimero

de particulas dentro dela decai exponencialmente:
N(t) = Noe /7, (3.1)

onde Ny é o namero total de particulas na vesicula quando o poro na parede da mesma é
aberto. Caso o raio do poro seja muito pequeno em relagao as dimensoes da vesicula, o

tempo caracteristico do decaimento ¢é [26]:

=2 \'v
_ v 2
! (32AP> D’ (3:2)

onde A e P sao a area e o perimetro do poro, respectivamente, V' é o volume da vesicula

e D é o coeficiente de difusao das particulas. Para o modelo de entrada dos ions no canal
ionico, imaginamos uma vesicula muito grande com um poro circular e gostariamos de
calcular o tempo de injecao das particulas da vesicula no poro. Por defini¢ao, o tempo de
injecao ¢ o tempo para o qual uma particula deixa a vesicula pelo poro. Utilizando essa

condigao e a funcao N(t), temos que N(0) — N(7,) = 1. Portanto:
No(1 —e™/7) =1, (3.3)
de modo que:
7 = —7In(l — Ny~ 1). (3.4)

Tomamos agora o limite termodinamico, no qual a vesicula passa a ser um reservatorio

e expandimos o logaritmo natural da equacao anterior em série de Taylor:

ln(l—x):—x———g—...,—1§x<1. (3.5)



Capitulo 3. Simulagoes 38

No nosso caso, x = 1/Nj e, portanto, esta sempre dentro do limite de convergéncia da
série. Como estamos no limite termodinamico, Ny > 1, de modo que podemos desprezar

todos os termos de ordem maior que um na série de Taylor. Ficamos entao, com:
T = T/N(). (36)

Finalmente, utilizamos a expressao para 7 na geometria cilindrica com um poro circular

de raio a, de forma que A = wa® ¢ P = 2ma, obtendo:

_ v __1
7-1_4Da]\f0_4Dac’

(3.7)

onde ¢ = Ny/V ¢é a concentracao das particulas no reservatorio. Ressaltamos que nao
estamos levando em conta aqui a dependéncia da constante de difusdao dos ifons com a
concentracao, sendo D o valor de bulk para cada fon.

Para a simulacao da dinamica dos ions, a expressao acima foi utilizada da seguinte
forma. Sempre que um tempo equivalente a 7; se passa na simulagdao, um novo ion é
colocado na extremidade correspondente do canal. A velocidade inicial dos mesmos sempre
aponta para dentro do canal, sendo tomada como o moédulo de um ntmero sorteado de
uma distribui¢do gaussiana de média zero e largura /kgT/m. Para cada cenério simulado,
h& no minimo dois tempos de inje¢ao, em principio distintos, correspondendo aos ifons de
cada espécie nos reservatorios a esquerda e a direita do canal. O simulador inicia com
um fon sendo colocado no canal no primeiro passo, enquanto os ions das demais espécies

comegam a ser colocados no canal a partir de uma fracao do seu tempo de injecao.

3.3 Testes da simulacao

Sabe-se que o processo de ultrapassagem de barreiras de energia é caracterizado pelo
tempo de passagem crescendo exponencialmente com a altura da barreira a ser superada,
fato conhecido como lei de Arrhenius. A fim de testar a validade do algoritmo de dindmica
browniana implementado, foi estudada a seguinte variagao do simulador.

Ao invés de simular um canal com reservatérios em ambos os lados, modelando a
entrada com um tempo de injegao, foi considerado um canal de comprimento 20A com

uma extremidade refletora fechada e com a outra permitindo somente a saida de fons. No
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inicio da simulagao, um fon em repouso é colocado na extremidade fechada, sem quaisquer
outras cargas no sistema. Com isso, o potencial sentido por este fon ao longo do canal
¢ uma barreira, decorrente das cargas de polarizacao induzidas na interface entre a agua
e a proteina. Como o movimento do fon é restrito ao eixo do canal, podemos utilizar o
artificio de alterar o raio do canal, obtendo como tinica diferenca no simulador a variacao
da altura da barreira de potencial.

Assim, foi simulada a dindmica do ion para barreiras de diferentes alturas, calculando,
para cada uma, o tempo médio de saida do fon pela extremidade oposta. Os resultados
obtidos sao apresentados na figura 3.1, que contém o tempo médio de primeira passagem
para varias alturas de barreira e um ajuste exponencial do tipo y = yo + Aef**. A concor-
dancia entre a exponencial ajustada e os dados do simulador indicam que o algoritmo de

dindmica browniana foi corretamente implementado.

14 4

®  Tempo médio de primeira passagem
Ajuste exponencial

124

10

Tempo médio de primeira passagem (ns)

Barreira (k,T)

Fig. 3.1: Tempo médio de primeira passagem em um canal de comprimento 20 A com a extremi-
dade na qual o fon inicia o seu movimento fechada. A barreira de potencial € variada
através da alteracdo do raio do canal, o que ndo altera a dindmica de outras formas
pois o movimento € restrito ao eixo do canal. O dtimo ajuste de uma exponencial aos

dados obtidos comprova a obediéncia a lei de Arrhenius.

3.4 Canal permeavel a ions de K™

O primeiro estudo que apresentamos é para um canal permeavel somente a cations, ba-

seado no poro formado pelo antibiotico gramicidina A (gA) em membranas celulares. O
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canal gA, conforme ja mencionado na secao 1.1, possui um papel importante na historia
da pesquisa de canais ionicos, sendo o poro modelo melhor estudado. Logo apoés o desen-
volvimento de formas praticas de fabricar membranas lipidicas planares em laboratoério,
se descobriu que varias substancias antibidticas e outras moléculas tornavam as membra-
nas permeaveis a fons [5]. Gradualmente, se mostrou que algumas dessas substéncias se
comportavam como carreadoras e, outras, como poros (gA, por exemplo), eventualmente
confirmando a hipétese da existéncia de poros moleculares em membranas biologicas. Desse
processo, resultou que o canal gA foi o melhor caracterizado e estudado.

O canal de gA é um pentadecapeptideo com uma sequéncia alternada de aminoacidos
L e D que forma um poro aquoso aproximadamente cilindrico, com os detalhes da sua
estrutura sendo bem conhecidos. Os poros de gA conduzem cations monovalentes, ligam
cations bivalentes e rejeitam todos os anions. Em virtude de seu formato aproximadamente
cilindrico e da grande disponibilidade de dados experimentais e de simulagoes, trata-se de
um poro adequado para testarmos o modelo simples que apresentamos aqui.

Na nossa simulagao, consideramos um poro de comprimento L = 35 A eraioa=3A.
A entrada de fons no poro é governada pela equacao 3.7, de acordo com a concentragao
dos ions em cada lado do poro. As forcas de interacao dos ions com o canal e entre si
sao calculadas pelas equagoes 2.36, 2.37, 2.38 e 2.42. Além disso, um potencial truncado
Weeks-Chandler-Andersen de Lennard-Jones (WCA-LJ) foi utilizado para interagoes de

curto alcance entre os ions:

Ups(r)—Ups(r.) ser <r,
UZ'?/CAO,,) _ LJ( ) LJ( ) (38)

0 ser > re,

onde Uy ,(r) é o potencial de Lennard-Jones usual, definido por:

Ups(r) = 4e [(‘;)12 _ (‘;ﬂ | (3.9)

Utilizamos os valores ¢ = 1kgT, 0 = 2 Aer, = 21/65. também utilizados no trabalho
[4], com o qual compararemos os resultados do modelo. Naquele trabalho, é estudado um
modelo de canal cilindrico tridimensional utilizando dinamica molecular grande canonica
com dois volumes de controle e somas de Ewald. Quando dentro do canal, a dinamica dos

fons é simulada resolvendo a equacao de Langevin através do algoritmo wvelocity Verlet,
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ao passo que o modelo aqui apresentado restringe o movimento i6nico ao eixo do poro e
utiliza um algoritmo de terceira ordem [6] para resolver a equagao de Langevin.

Assim como em [4], utilizamos valores diferentes para o coeficiente de fricgdo dos fons
dentro e fora do canal, sendo eles, respectivamente, 7]701“1 = bH3fs e ’yI;}“O = 53/3fs, que
correspondem a constantes de difusdao de 3,37 x 1079m?/s e 1,12 x 1079m?/s. Com isso,
os valores de fora do canal foram utilizados para calcular o tempo de injecao, enquanto o

valor interno ao canal foi utilizado na simulagao do movimento.

Energia Potencial (k,T)

-10

T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
z (Angstroms)

Fig. 3.2: Perfil de energia potencial de um cdtion monovalente cruzando o canal modelado nesta

secao, considerando concentracao externa simétrica de 500 mM.

Para modelar o potencial correspondente ao poro gA utilizando esse modelo [29], é pre-
ciso acrescentar dois anéis negativamente carregados na interface agua-membrana interna,
posicionados em z = 7TA e z = 28A cada um com carga elementar [4, 29]. O perfil de ener-
gia potencial de um cation nesse canal é mostrado na figura 3.2. A presenca de residuos
de carga negativa proximos aos extremos do canal justifica a simplificacdo de simularmos
0 mesmo como somente acessivel a cations.

Como primeiro estudo, apresentamos a curva de corrente contra tensao aplicada re-
sultante do nosso modelo para dois valores do passo de tempo da simulacao. Na figura
3.3, pode-se ver indicios de que, para valores mais altos da tensao aplicada, o passo de
tempo maior (50 fs) tende a desviar do resultado obtido pelo trabalho [4], que utiliza passo
de tempo de 8 fs. O resultado para passo de tempo de 5 fs, no entanto, apresenta boa
concordancia com [4].

O resultado obtido da referéncia [4], por sua vez, apresenta boa concordancia com re-



Capitulo 3. Simulagoes 42

Corrente (pA)
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Fig. 3.3: Corrente contra temnsao aplicada. Em vermelho, o passo de tempo utilizado foi de 50
fs; em preto, o passo de tempo utilizado foi de 5 fs; o grdfico azul foi extraido da
referéncia [4], que utiliza um passo de 8 fs. Em todos os casos, a concentrag¢io de
ambos os reservatdrios € de 500mM. Cada ponto corresponde a média de 10 simulagoes
independentes, exceto pelas 4 menores tensdes com passo de 5 fs, que correspondem a

média de 3 simulagoes independentes.

sultados experimentais e de simulagao da referéncia [29]. No entanto, a propria referéncia
[29] alerta para o fato de que intimeros modelos de poros sao capazes de reproduzir cur-
vas [-V caso o coeficiente de difusao dos fons no canal seja tratado como um parametro
livre e ajustado adequadamente, mesmo que os modelos tratem as interagoes fon-canal de
forma completamente errada. Na verdade, o sucesso de modelos baseados em PNP para
reproduzir curvas [-V experimentais foi utilizado por anos como argumento da validade dos
mesmos [1] e somente no inicio dos anos 2000 foram estabelecidas claramente as limitagoes
e méritos dessa abordagem |2, 3.

O valor do coeficiente de difusdo utilizado por [4] nao é justificado a priori, de modo
que para apoiar o seu uso temos somente a constatacao de que ele reproduz resultados
experimentais. Apesar disso, é muito razoavel esperar que a mobilidade dos ions em um
ambiente confinado seja significativamente reduzida, e nao ha um consenso sobre quais
valores devam ser utilizados para os diferentes ions. Mesmo assim, nao fica claro porque a
referéncia [4] optou pela utilizagdo de uma constante de difusao de 3,37 x 107?m?/s para
o potassio em bulk, quando o valor conhecido [5] é de 1,96 x 1079m?/s, 42% menor.

Ao contrario das curvas I-V, ha um consenso de que as curvas de corrente contra concen-
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tragao nao podem ser trivialmente reproduzidas somente através do ajuste do coeficiente
de difusao [1]. Nas figuras 3.4 e 3.5, comparamos os resultados obtidos com o nosso modelo
com os resultados apresentados pela referéncia [4]. Ressaltamos que ambos os reservato-
rios sao mantidos com a concentracao listada, de modo que a corrente decorre somente do

potencial elétrico aplicado.

2,54
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»
@
1

Corrente (pA)

g
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L

0,54

0,0 T T T T T
0,0 0,2 04 0,6 08 10
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Fig. 3.4: Corrente contra concentra¢ao para uma tensao aplicada de 100 mV. Em preto, os resul-
tados obtidos com o nosso modelo, utilizando passo de tempo de 50 fs e, em vermelho,
o grdfico da referéncia [4], que utiliza um passo de 8fs. Embora haja boa concordancia
na corrente de satura¢do, mosso modelo falha em prever o decaimento esperado para

concentracoes menores.

Cada ponto de ambas as figuras foi obtido como a média de 10 simulagoes independen-
tes, cada uma com duragao de 3,6us. Com essa duracao, 30 a 50 fons cruzam o canal em
cada simulacao com tensao de 100 mV, tipicamente.

Para tensao aplicada de 100 mV, as relacoes obtidas com um passo de tempo de 50
fs apresentam a saturacao esperada, demonstrando acordo inclusive quantitativo para al-
tas concentragoes. No entanto, a relacao nao decresce conforme o esperado para valores
pequenos da concentragao.

J& para a tensao aplicada de 200 mV, também observamos o comportamento de satu-
ragao, mas nossos resultados nao estdo em acordo quantitativo com os da referéncia [4],
ficando sistematicamente maiores do que o esperado. Esse desacordo pode ser resultado do
uso de um passo de tempo maior, que, conforme veremos na se¢ao 3.6, tende a favorecer

maiores correntes no nosso modelo.
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Fig. 3.5: Corrente contra concentra¢io para uma tensao aplicada de 200 mV. Em preto, os resul-
tados obtidos com o nosso modelo, utilizando passo de tempo de 50 fs e, em vermelho,
o grdfico da referéncia [4], que utiliza um passo de 8fs. Notamos que a nossa corrente
€ sistematicamente maior, apresentando valor de saturacdo com excesso de aproxima-

damente 25%.

Ressaltamos que a esséncia da dindmica diferente para diferentes concentracoes decorre
essencialmente do maior numero de ions tendo acesso ao poro. Como pode ser visto nas
figuras 3.6, 3.7 e 3.8, a variagao no potencial sentido por um fon no canal para diferentes
concentracoes € pequena. A principal diferenca esta no fato de que, para concentragoes
menores, a diferenca de energia entre as extremidades do canal e o fundo dos pocos de

potencial é 0,5kgT maior.

3.5 Canal neutro permeéavel a ions de Na® e CI~

Nesta se¢ao estudaremos um modelo de canal sem residuos de carga, o qual pode ser
acessado tanto por cations como por anions, ao contrario da secao 3.4, na qual foi assumido
a priori que o canal era inacessivel a anions, em decorréncia de seus residuos de carga
negativa. Na auséncia de residuos, o potencial de um tnico fon no canal independe do
sinal de sua carga, visto que é resultado somente da autobarreira gerada pelas cargas de
polarizacao na interface agua-membrana. Isso pode ser visto na figura 3.10.

Nosso interesse nesse modelo decorre de sua semelhanca com o modelo estudado na

referéncia [3], na qual a condugao através de um poro quase cilindrico é estudada através
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Potencial (ka)

z (Angstroms)

Fig. 3.6: Potencial observado por um ion no modelo de poro da se¢ao 3.4 para diferentes valores

da concentra¢io externa ao canal.
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Fig. 3.7: Altura da barreira de potencial do centro do canal em relagdo ao pogo de potencial em

7,5/i para diferentes concentracoes. Nota-se que a variagdo € muito pequena.

de dindmica browniana e PNP. Como nao dispunham de uma solugao analitica para o
potencial elétrico dentro do canal, os autores de [3] calculavam as interagoes através da
solugao numérica da equacgao de Poisson, que os levou a arredondar as bordas do cilindro
por questoes de convergéncia da solu¢ao numérica. A geometria usada por eles é a de um
canal de comprimento de 35 A, cilindrico nos 25 A centrais, e arredondado nos 5 A de cada
extremidade. A geometria, ilustrada na figura 3.9, mostra que o raio no inicio do canal
possui 5 A a mais que o valor na parte cilindrica, sendo reduzido gradualmente.

Outra diferenga importante é o fato de que, em [3], a simulaco ¢é tridimensional, com
reservatorios cilindricos cujo raio da base é de 30 A e cuja altura é variada para manter a

concentracio do sistema a 300 mM (possuindo o valor de 25 A para um canal de raio 3 A).



Capitulo 3. Simulagoes 46

10,34

10,24

10,14

10,04

9,9 4

9,84

Barreira para sair (k,T)

9,7

9,6

T T T T T
0 200 400 600 800 1000
C (mM)

Fig. 3.8: Altura da barreira de potencial para saida do canal em relacdo ao pogo de potencial em
7,5A para diferentes concentragoes. Nota-se que os fons tem de superar uma barreira

levemente maior ao sair do poro para concentracées externas menores.
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Fig. 3.9: Geometria do poro estudado nas referéncias [2] e [3], a partir de [3].

Para modelar a interagao de curto alcance dos fons com a membrana foi utilizado o critério
de espalhar elasticamente os fons a partir de uma proximidade de 1 A com a membrana.
Decorre disso que, quando nos referirmos ao volume acessivel aos fons no canal, devemos
lembrar de descontar a regiao de espalhamento. No entanto, normalmente nos referiremos
ao raio do canal incluindo essa regiao, dado que este é o valor que determinara o potencial
eletrostatico, que independe de um outro potencial adicionado espalhar os fons quando
proximos da interface.

Por fim, a tensao externa é aplicada ao longo de todo o sistema, ou seja, canal mais
reservatorios, ao passo que em nosso modelo unidimensional, temos como aplicar a tensao

somente ao longo do canal. Enquanto isso favorece a entrada de fons de cargas diferentes
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Fig. 3.10: Potencial de um 7on ao longo de um canal cilindrico para raios de 3 A a 14 A
O potencial € exatamente igual & autobarreira causada pelas cargas de polariza¢ao

mnduzidas na interface dgua-membrana, sendo independente do sinal da carga do ion.
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Fig. 3.11: Altura da autobarreira em relagcdo ao extremo do poro cilindrico em func¢do do raio.

em lados diferentes do canal, o fato da solugao ser um eletroélito faz com que os reservatorios
se comportem aproximadamente como equipotenciais, fazendo com que a maior parte da
queda de potencial ocorra ao longo do canal também no caso dos trabalhos [2] e [3].

O sistema utiliza condi¢oes de contorno periddicas, no sentido de que quando um fon
atravessa o canal e chega no reservatorio ao lado, o ion posicionado mais préximo ao
extremo deste reservatorio ¢ colocado na extremidade do outro reservatorio. O artigo [3]
nao utiliza somas de Ewald para considerar o aspecto infinito dos reservatorios. No entanto,
conforme demonstrado em Bastug et al. (2006) [127], isso nao deveria causar problemas
nesse tipo de simulagao.

Os fons colocados no sistema sao de sédio e cloreto, sempre a concentragao de 300 mM
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cada, salvo quando explicitamente mencionado em contrario. Para os parametros dos fons,
os valores tradicionais de bulk foram utilizados (ver tabela 2.1), considerando a mesma
constante de difusao tanto dentro como fora do canal.

Como primeiro estudo, realizamos a simulacao da corrente em fun¢ao do raio do canal,
permitindo que tanto fons de sédio como de cloreto tenham acesso. Quando sozinhos no
canal, os fons encontram as barreiras de potencial da figura 3.10. Como estamos traba-
lhando com um modelo unidimensional, h& dois mecanismos que alteram a condutancia
ao variarmos o raio. Um deles é a reducao da altura da barreira de potencial para raios
maiores, ilustrada na figura 3.11. O outro mecanismo é a redugao do tempo de injecao
com o aumento do raio, conforme pode ser visto na figura 3.12. Em decorréncia do modelo
ser unidimensional, no entanto, perdemos o aumento da condutancia decorrente da maior

area da secao transversal para raios maiores.

3,04 Na

—Cl
254 [ Na (raio+5)
— Cl (raio+5)

2,04

154

1,0

Frequéncia de entrada (ns”)

054 _—

0,0 T T T T T T

Raio (Angstroms)

Fig. 3.12: Frequéncia de injecdo dos tons sodio e cloreto em func¢do do raio do canal, para tem-
peratura de 298 K e concentracao de 300 mM. As linhas preta e vermelha consideram
o rato nominal, ao passo que as linhas verde e azul consideram o raio da abertura na

extremidade.

Como os raios de Pauling dos fons de sodio e cloreto sdo, respectivamente, 0,95 A e 1,81
A esperamos que nossos resultados sejam comparaveis com os de [3| para raios do canal
menores que 5A (lembrando que a area acessivel aos fons naquele trabalho é determinada
pelo raio menos 1 A). De fato, conforme pode ser observado nas figuras 3.14 e 3.13, o0 nosso
modelo gerou resultados similares aos de [3] para poros estreitos. A discrepancia para raios

grandes cresce mais rapidamente para fons de s6dio do que de cloreto, o que era esperado,
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dado que o raio deste é praticamente o dobro do daquele.

Corrente Na (pA)

Raio (Angstroms)

Fig. 3.13: Corrente dos ions de sédio em funcao do raio do canal. Em preto, o grdfico obtido
com o tempo de injecao calculado normalmente; em vermelho, com o tempo de injecao
calculado somando 5 A ao valor nominal do raio; e, azul, resultados extraidos da
figura 7 de [3]. Para raios maiores que 5 A notamos que o resultado de [3] diverge
rapidamente dos nossos. Todas as simulacdes utilizaram passo de tempo de 100 fs e

cada ponto € a média de 15 simulagoes independentes.

Além desses fatores, intimeras outras diferengas entre as simulagoes contribuem para
que o modelo de [3] apresente maiores correntes do que o nosso. Um deles é o fato da
diferenga de potencial externa ser aplicada ao longo de todo o sistema, nao somente ao
longo do canal. Isso faz com que o acesso dos fons ao poro seja facilitado em um dos lados
e dificultado no outro, favorecendo maiores correntes.

Os outros fatores relevantes decorrem das bordas arredondadas. Um deles é a redugao
da barreira de potencial encontrada pelos fons. Isso ocorre pois o aumento do raio do poro
nas extremidades reduz o confinamento do meio de alta constante dielétrica (no caso, a
agua) pelo meio de baixa constante dielétrica (a membrana), fato responsével pela barreira
[30]. Além disso, os autores de [3| constataram que, com as bordas arredondadas, os fons
tendem a passar mais tempo que o esperado nos 5 A iniciais do canal a favor da corrente
e menos tempo que o esperado nos tltimos 5 A do canal. Essa acessibilidade preferencial
no sentido da corrente para ambos os tipos de fons ajuda a explicar as maiores correntes
reportadas por [3].

Aproveitamos esta configuragao de canal sem cargas para testar a convergéncia dos
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Corrente Cl (pA)
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Fig. 3.14: Corrente dos ions de cloreto em func¢do do raio do canal. Em preto, o grdfico obtido
com o tempo de injecao calculado normalmente; em vermelho, com o tempo de injecao
calculado somando 5 A ao valor nominal do raio; e, azul, resultados extraidos da
figura 7 de [3]. Para raios maiores que 5 A notamos que o resultado de [3] diverge
rapidamente dos nossos. Todas as simulacoes utilizaram passo de tempo de 100 fs e

cada ponto € a média de 15 simulagoes independentes.

resultados para diferentes passos de tempo do simulador. As figuras 3.15, 3.16 e 3.17
resumem os resultados obtidos. Como estamos trabalhando com a concentragao relativa-
mente pequena de 300 mM e o potencial elétrico para um fon tem a forma de uma barreira
(ver figura 3.10), espera-se que o canal encontre-se normalmente vazio e que os eventos de
condugao ocorram quando um fon consegue atravessar a barreira de potencial.

Portanto, embora os longos tempos de simulacao, de 3, 6us repetidos em 20 simulacoes
independentes, ainda é esperado um ruido estatistico alto. As correntes para o sédio sao
menores que para o cloreto, dada a constante de difusao aproximadamente 50% maior
deste. De acordo com esse fato, encontramos correntes maiores para o cloreto.

Investigamos também a ocupacgao do poro em fungao do raio, para os diferentes valores
do passo de tempo. Por ocupacao, referimo-nos a soma do ntimero de fons no canal em
cada passo, efetuada sobre todos os passos de tempo, dividida pelo niimero total de passos.
Isso significa que se em cada passo da simulagao houver dois fons dentro do poro, entao
a ocupacao serd 2; e se em metade dos passos o canal estiver vazio e, na outra metade,
estiver ocupado por um fon, a ocupagao sera 0,5.

Com isso, obtivemos a figura 3.17. O comportamento semelhante dela para diferentes



Capitulo 3. Simulagoes 51

10

—m—dt=15fs
09 —e—dt=3fs
—A—dt = 6fs
—v—dt=12fs
0,7 4| —<— dt = 25fs
—»—dt = 50fs
——dt = 100fs

0,8

0,6

05
04

0,3

Corrente Cl (pA)

0,2
0,1

0,0

-0.1 T T T T T T
3,0 35 4,0 45 5,0 55 6,0

Raio (Angstroms)

Fig. 3.15: Corrente dos ions de cloreto em fungao do raio para diferentes valores do passo de
tempo. Cada ponto corresponde a média de 20 simulagoes independentes, a barra de
erro possui comprimento de um desvio padrdao para cima, e um para baixo. Notamos

que hd boa convergéncia desde os passos maiores.

raios era esperado, visto que somente a altura da barreira de potencial e o nimero de fons
com acesso ao canal mudam com o raio. Da mesma forma, também era esperado que para
os diferentes passos de tempo, a ocupacao fosse similar, indicando que a dindmica nao é

alterada com a variagao do passo.

3.6 Canal carregado permeavel a ions de Na* e CI~

Nesta secao, realizamos mais estudos para um canal a priori permeavel a dois tipos de
ifons, sodio e cloreto. O poro aqui modelado é idéntico ao da secao 3.5, exceto por possuir
dois residuos de carga negativa de modulo 0, 72e localizados na interface entre a agua e a
membrana, em z =5 A eem z =30 A. Assim como ocorreu na secao 3.4, a existéncia de
dois residuos de carga negativa posicionados proximos as extremidades do poro fez com
que o perfil de energia potencial para cations deixasse de ser uma barreira, passando a ser
formado por dois pocgos separados por uma barreira, como pode ser visto na figura 3.18.
Por outro lado, para anions monovalentes, a colocagao de mais cargas negativas dentro
do canal tem como efeito ampliar a barreira de potencial, tornando o poro ainda menos
permeével a anions, conforme mostra a figura 3.19.

O primeiro estudo que realizamos é relativo a corrente elétrica das espécies idnicas em
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Fig. 3.16: Corrente dos ions de sodio em fungao do raio para diferentes valores do passo de
tempo. Cada ponto corresponde a média de 20 simulagoes independentes. Como 0s
tons de sddio possuem menor constante de difusdo em relagdo aos de cloreto, os even-
tos de condugdo através de uma barreira sao mais raros, gerando maior ruido estatis-
tico. Percebe-se uma tendéncia de menores correntes para menores passos de tempo,
especialmente quando as barreiras de potencial sGo menores (ou seja, 0s Tai0S $GO

maiores).

funcao do raio do canal, para uma tensao externa aplicada de 105 mV. Os perfis de energia
potencial das figuras 3.18 e 3.19 indicam que, para valores pequenos do raio, somente
cations apresentem condutancia significativa. No entanto, conforme o raio do canal cresce,
devemos observar conduc¢ao de anions também.

De fato, a figura 3.20 mostra o cenario esperado. O fato de que a corrente de cloreto
eventualmente supera a de sédio decorre da sua maior constante de difusao. Com isso,
ions de cloreto nao s6 tem maior acesso ao canal, em virtude de sua maior frequéncia de
injecao, como também tem maior facilidade de cruza-lo.

Na figura 3.21, vemos que a ocupacao do canal segue uma logica similar. Para raio de
3 A, os dois pogos de potencial para cations possuem profundidade de, aproximadamente,
4kpT, ao passo que a barreira de potencial para anions ¢ da ordem de 15kgT. Portanto,
o canal deve ser ocupado basicamente por cations. Para raio de 4 A, a profundidade dos
pocos de potencial ja cai para 2,5kgT, enquanto a altura da barreira de potencial para
anions cai para 10kgT. A barreira é ainda proibitivamente grande para que anions ocupem

o canal, e 0s po¢os mais rasos favorecem uma menor ocupacao por cations, fazendo com
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Fig. 3.17: Fracao do tempo total na qual o canal esteve ocupado por um ou mais ions, para os
diferentes passos de tempo e quatro valores do raio do canal. Cada ponto é a média
de 20 simulacdes independentes. A ocupacdo ndao apresenta grande varia¢do com o

passo de tempo, conforme o esperado.

que a ocupagao total caia.

Conforme o raio é aumentado, as barreiras e pogos de potencial vao tornando-se cada
vez menores, enquanto a frequéncia de injecao dos fons de ambas as espécies no canal cresce
linearmente. O resultado disso é que a ocupacao como um todo passa a crescer cada vez
mais. Como os valores de ocupacao encontram-se entre 5% e 21%, ainda estamos distantes
da regiao de saturagao.

Por fim, comparamos as correntes que obtivemos com os resultados de [3]. Assim como
ocorreu na se¢ao 3.5, encontramos bom acordo para os menores valores do raio, mas isso
é rapidamente perdido conforme o raio é aumentado, pelos mesmos motivos ja discutidos.
Ao contrario da secao 3.5, as simulacoes que realizamos para este caso utilizaram o valor
nominal do raio para calcular o tempo de injecao, sem somar os 5 A presentes na geometria
de [3], o que tende a amplificar as diferencas entre as correntes observadas por nos e [3].

Além disso, ressaltamos novamente que os fons de sddio apresentam maior discrepancia
em virtude de seu raio de Pauling significativamente menor. Isso implica que na simulagao
tridimensional de [3] os fons tenham acesso a muito mais espago para trafegar pelo canal
quando o raio é maior. De fato, a partir da figura 8 de [3], podemos estimar a ocupagao
por eles observada como sendo 0,537 para o canal com raio de 4 A, valor quase uma ordem

de grandeza maior do que a ocupagao de 0,063 observada por nés para o canal equivalente.
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Fig. 3.18: Potencial de um cdtion monovalente no poro modelado na se¢do 3.6, para diferentes
raios do canal. Assim como na secao 3.4, a existéncia de residuos negativos de carga

criou dois pocos de potencial.

Por fim, realizamos uma simula¢io para um poro de raio de 4 A e com os mesmos
residuos, mas adicionando um gradiente de concentracdo. No reservatorio de z = 0 A, a
concentracao é de 500 mM e, no outro reservatoério, é de 100 mM. O potencial de um tnico
cation ou anion no canal difere muito pouco da figuras 3.18 e 3.19, respectivamente. Como
a solucao da equacao de Poisson que estamos utilizando pressupoe concentracao igual em
ambos os lados do poro, utilizamos a concentragao média entre os reservatorios, 300 mM,
para realizar os célculos. Foram realizadas simulacoes desde tensao negativa de 150 mV
até tensao positiva de 150 mV, a cada 5 mV. Para cada tensao aplicada, foram realizadas
10 simulagoes independentes.

Conforme pode ser visto nas figuras 3.24 e 3.25, uma vez levadas em conta as diferencas
entre a nossa simulagao e a do artigo [3|, ha um bom acordo qualitativo entre os resultados.
Curiosamente, conforme reduzimos o passo de tempo da nossa simulagao, constatamos uma
reducao da magnitude da corrente, bem como uma variacao da tensao de corrente nula
para valores mais negativos.

A tenséo de corrente nula encontrada em [3| tanto para DB como para PNP é o potencial
de Nernst, que vale -41 mV nessas condi¢coes. No nosso caso, constatamos os valores
apresentados na tabela 3.1, sempre mais negativos que o correto, tanto mais quanto menor

o passo de tempo. Até o momento, nao sabemos a causa disso.
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——a=5
——a=6
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——a=14

Potencial (k T)

z (Angstroms)

Fig. 3.19: Potencial de um dnion monovalente no poro modelado na segio 3.6, em funcgdo do
raio do canal. Ao contrdrio da situacdo para cdtions, a existéncia de residuos ne-
gativos de carga ampliou a barreira de potencial, tornando os canais mais estreitos

completamente impermedveis a dnions, na prdtica.

Passo de tempo (fs) 100 | 50 |25 |5

Potencial de Nernst (mV) | -60 | -65 | -70 | -104

Tab. 3.1: Potencial de Nernst observado nas simulagoes para diferentes passos de tempo. O valor

esperado para as condi¢oes utilizadas era de -41 mV.

—=—Na
—e—CI

Corrente (pA)

T T T T T
6 8 10 12 14

Raio (Angstroms)

Fig. 3.20: Corrente em funcao do raio para ions de sodio e de cloreto. Conforme o esperado, o
canal € permedvel somente a cdtions para raios pequenos, com a corrente de dnions
aumentando gradualmente. Para raios muito grandes, a corrente de cloreto supera a
corrente de sddio em decorréncia da maior constante de difusao do cloreto. O passo

de tempo utilizado foi de 100 fs.
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0,20

0,15+

0,104

0,05 4 -~

Parcela do tempo ocupado

Raio (Angstroms)

Fig. 3.21: Em preto, a ocupacdo do canal. Em vermelho, a fracdo do tempo na qual o canal
esteve ocupado por somente um ion. Em azul, a fracdo do tempo na qual o canal
esteve ocupado por exatamente dois fons. Conforme pode ser visto, a fragao de tempo
na qual o canal esteve ocupado por trés ou mais ions € muito pequena para todos os
valores do raio - seu maior valor, que ocorre para raio de 14 A é de 0,00172. O passo

de tempo utilizado foi de 100 fs.

Corrente Cl (pA)

8 10 12 14
Raio (Angstroms)

Fig. 3.22: Corrente de cloreto contra o raio. Em vermelho, os resultados obtidos com o nosso
modelo. Em preto, resultados calculados a partir da figura 10 de [3]. Conforme
observamos na secao 3.5, hd acordo para os menores valores de raio, e ele € perdido
rapidamente em virtude das diversas diferencas entre as simulagoes, discutidas na
se¢ao 3.5, todas favorecendo menores correntes para o nosso modelo. O tempo de

injecao usado foi calculado utilizando o raio nominal.
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Corrente Na (pA)

1 T T
8 10 12 14

Raio (Angstroms)

Fig. 3.23: Corrente de sddio contra o raio. Em preto, os resultados obtidos com o nosso modelo.

Em vermelho, resultados calculados a partir da figura 10 de [3]. Conforme observamos
na seg¢do 3.5, hd acordo para o menor valor de raio, e ele € perdido rapidamente em

virtude das diversas diferencas entre as simulagoes, discutidas na secdo 3.5, todas
favorecendo menores correntes para o nosso modelo. O tempo de injecdo usado foi

calculado utilizando o raio nominal.

Corrente (pA)

Fig. 3.24: Corrente em funcio da tensio aplicada para um canal de raio 4 A com os residuos
de carga descritos na se¢io 3.6. O reservatorio de z = 0 possui concentragao de 500

mM, enquanto o outro reservatorio possui concentracio de 100 mM. Foram realizadas

10 simulagoes independentes a cada 5 mV de tensdo aplicada. As diferentes curvas
correspondem a corrente dos fons de sddio para diferentes passos de tempo utilizados.
Em preto, 100 fs; em vermelho, 50 fs; em azul, 25 fs; em verde, 5 fs. A curva rosa €

a corrente dos fons de cloreto para passo de 5 fs, que € igual a obtida para os demais

Passos.
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T T
100 150 mV

Fig. 3.25: Figura 11 A do artigo [3], nas mesmas condigoes da figura 3.24. Os circulos ligados
pela linha pontilhada sao resultados de DB (com passo de tempo de 100 fs), enquanto
0s diamantes ligados pela linha cheia sao resultados de PNP. Notamos que o resultado

de DB estd em dtimo acordo qualitativo com a figura 3.24.
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Conclusao

Neste trabalho, realizamos uma breve apresentacao do assunto de canais i6nicos, dis-
cutimos criticamente as técnicas computacionais utilizadas atualmente para estudar os
mesmos, bem como suas limitacoes e perspectivas e, por fim, apresentamos um simulador
que desenvolvemos utilizando um modelo simples de canal e a técnica de DB.

O simulador desenvolvido é baseado em eletrostatica continua e simula um poro ci-
lindrico finito banhado por eletrélito, modelado pela equacao de Debye-Hiickel 2.17, em
ambos os lados. Como é conhecida uma solugao analitica para o potencial elétrico dentro
do canal nessa configuracao, as simulagoes apresentam um grande ganho computacional
frente a necessidade de solucionar a equacao de Poisson a cada passo de DB. Apesar da
limitagao geométrica, informagoes estruturais do canal na forma de residuos de carga elé-
trica podem ser incluidas explicitamente de forma simples. Para aumentar ainda mais o
ganho computacional, foi desenvolvido também um modelo de “tempo de injecao” para
servir como critério para a entrada de fons no canal, o que evita a necessidade de simular
dois reservatorio com varios fons além do canal.

O simulador adota ainda a hipotese simplificadora de que o movimento i6nico é restrito
ao eixo do cilindro. Essa hipotese é razoavel para canais estreitos, mas nesse caso a hipotese
de eletrostatica continua para a agua dentro do canal deixa de ser valida. A comparacao
com resultados da literatura demonstrou bom acordo na sua regiao esperada de validade,
mas divergindo rapidamente caso o raio do canal seja aumentado. Portanto, para estudar
canais de raio maior, é necessario adaptar o simulador para o movimento tridimensional.
Para canais com raios menores, o simulador apresentou algumas anomalias na presenca de

gradientes de concentracao, sinal de que o modelo de tempo de injecao precisa ser refinado



Capitulo 4. Conclusao 60

para estes casos.

Dadas as dificuldades existentes em todas as técnicas computacionais atualmente exis-
tentes para o estudo de canais i6nicos, no entanto, a disponibilidade de um simulador
eficiente para um modelo simples é importante. Por exemplo, ele pode ser utilizado para
realizar simulagoes muito rapidas de dindmica molecular considerando a agua explicita-
mente, utilizando a constante dielétrica do vacuo na regiao interna do poro, uma vez que
se possua um modelo de agua explicitamente polarizavel e vilido para regioes espacialmente
confinadas.

Embora as ambicoes maiores da modelagem computacional de canais i6nicos, como o
desenvolvimento racional de medicamentos, possam ser atingidas somente através de mo-
delos sofisticados, o estagio atual de desenvolvimento de todas as técnicas computacionais
ainda é inadequado para isso, e a disponibilidade de modelos conceitualmente simples e efi-
cientes computacionalmente pode auxiliar o desenvolvimento e interpretagao dos métodos

mais sofisticados.



Apéndice A

Algoritmo de terceira ordem para a

equacao de Langevin

Durante a permeacao, as forcas atuando sobre os ions variam rapidamente, tanto no
espago como no tempo. Portanto, um simulador de canais idnicos deve ser preciso tanto
para calcular as forgas como para integrar numericamente a equacao de Langevin. O
modelo mais bem estabelecido na literatura para a integragao da equagao de Langevin [1]
é um algoritmo de terceira ordem, que nao é limitado pela condicao At < =1, publicado
por van Gunsteren e Berendsen em 1982 [6]. Este é o algoritmo utilizado no simulador que
desenvolvemos neste trabalho e seus detalhes sao apresentados a seguir.

Consideramos a componente z da equacgao de Langevin 2.3 para um dos fons do sistema
(as demais componentes sdo analogas): Z + vz = (R + F)/m, onde estamos omitindo os
indices das componentes z de R e F' por simplicidade. Usando que:

d
Z4yi= e"”&(,ée'yt), (A.1)

podemos integrar a componente z da equacao de Langevin de um tempo inicial ¢, a t,

resultando em:
t

()M — 2(t)e = ; 1R + F(e e dt. (A2)

A integral sobre a forga estocéstica decorre das propriedades estocasticas desta, e seré
discutida mais adiante. Para a integral sobre a forca sistemética, uma alternativa pos-
sivel seria considera-la constante ao longo do intervalo de tempo At de integracao. Isso
simplificaria a solugao, mas o algoritmo de segunda ordem resultante seria valido somente

para At < 1. Para levantar essa restricao, ¢ possivel construir um algoritmo de terceira



Apéndice A. Algoritmo de terceira ordem para a equacao de Langevin 62

ordem, considerando também o segundo termo da expansao em série de Taylor da forca
sistematica:

F(t) = F(t,) + F(t,)(t — ty). (A.3)
Utilizando essa equagao, podemos realizar a integracao em A.2, obtendo:

F(ty)
() = 2(t, —(t—tn) ") (] — e V(t=tn)
£(t) Z(tn)e + e ( e )
F(ty)
my?

_'Yt i ,
(Yt =ta) =1+ ) 4 S / R(t')e" dt'. (A4)
m
tn

Para obter a posicao apos um intervalo At de tempo, basta integrar a equacao A.4. Todas

as integrais sao diretas, exceto pela tltima, que pode ser feita por partes, com du = e~

e:
t
v:/Mﬂ&%u (A.5)
tn
resultando em:
1 tnt1 t 1 tny1
- —t / t oy . (t—tn+1) —
m/ewimmuwww R(t) (1 - @) dt = X, (A1), (A6)

onde X, (At) possui as mesmas propriedades estocasticas de R(t) [81] (no caso, é um
processo estocastico estacionario, markoviano e gaussiano de média zero). A posigao no

tempo t,41 entao, fica:

2(tny1) = 2(tn) — Z(i") (1 + e_T> + Fitn) (7’ —1+ e_T>

my>?

F tn 72
+ (3) (1—r+—eT>, (A7)
mey 2
onde introduzimos a notagao 7 = yAt. Para implementacao do algoritmo, convém somar

o termo e "z(t,_1) a ambos os lados da equagao A.7 e eliminar o termo das velocidades:

Bl - (1= e)

2(ths1) = z(tn) (1 + e—T) — 2(th—1)e T + me?

N F(tn)T (T(l ze_T) 14 6—7)  Xo(AY) + e X, (—AL).  (A.8)

Analogamente, subtraindo z(¢,_1) da equagao A.7 podemos obter uma expressao somente

para as velocidades:

Z(t,) = 27 (z(th) — 2(tph—1) +2 <F<tn) — F(tn)> (senh(7) — 7) — X, (At) + Xn(—At)>(A.9)

senh(7) my? my3
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Para implementar as equacoes A.8 e A.9 corretamente, é importante notar que os pro-
cessos estocésticos X, (—At) e X,,_1(At) sao correlacionados, pois sao integrais diferentes
de R(t) sobre o mesmo intervalo (¢,_1,t,):

ln

Xoa(At) = — [ (1=t t80) R(1)dt (A.10)
m’}/tnil
1

Xo(—At) = o / (e7t=70 — 1) R(t)dt. (A.11)

Portanto, eles obedecem uma distribui¢do gaussiana bivariante [81]:

W (X1 (A1), X (—A0) = \/47r202012(1 ey

- (— (03X2 1 (A1) = 200097 X, 1 (A1) X, (—At) + 02X 2(~At))

20205(1 —12)

) . (A12)

Os parametros oy, 5 e r podem ser obtidos calculando as quantidades (X?_; (At)), (X2(—At))
e (X,—1(At) X, (—At)) utilizando as equagdes A.10, A.11 e o teorema da flutuagao-dissipa¢ao

2.4. Com isso, obtém-se:

kT

ot = (X =) (A13)
o5 = (X2(—At)) = —%C(—T) (A.14)
rovoy = (Xt (D)X, (— A1) = fjfj;c;(f) (A.15)
200 _ 2y — ksT E(T)

o5 (1 ) m? O(r) (A.16)

o _ Gl
7’01 = o) (A.17)

onde usamos a notagao:

C(r) = 21 —3+4de ™ —e (A.18)
G(r) = 2senh(r)—27 (A.19)
E(r) = 32cosh(r) — 8cosh(r) — 24 — 8rsenh(7) + 47senh(27) (A.20)

O procedimento usual para sortear ntimeros aleatorios com uma distribuicao como a A.12

é sortear primeiramente uma das varidveis a partir de sua distribuicao, para entao sortear
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a segunda variavel a partir de sua distribuicao condicional, dado o valor sorteado para
a primeira variavel [81]. A distribuicdo de X,_1(At), independentemente do valor de

X, (—At) é:

W (X0 1 (AL) = _Xz—l(M) (A.21)

1
exp
\/ 2703 ( 207

e a distribuigao condicional para X,(—At), dado um valor especifico de X,,_;(At) é [81]:

Xo(—At) — 22X, 1 (At))?
W(Xn(—A)| X,—1(AL)) = 11 ) exp (—( ( ;fl%(lai 2 ) > .(A.22)

2mo3(

Finalmente, os passos do algoritmo sao:
1 - Assume-se que os valores de z(t,), z(t,—1), Xn_1(At) e F(t,_1) s@o conhecidos;
2 - Calcula-se F'(t,);

3 - Calcula-se a derivada temporal da forga sistematica no instante t,:

Bt = F(t,) —Af(tn—l); (A.23)

4 - Sorteia-se um numero Y de uma gaussiana de média zero e largura A.16;

5 - Calcula-se X, (—At) através de:

G(7)
C(7)

Xp(—At) = X1 (A = 4+ Y (A.24)

6- Sorteia-se X,,(At) de uma gaussiana de média zero e largura A.13;

7 - Obtém-se as novas posic¢oes a partir da equacao A.8;

8 - Obtém-se as novas velocidades a partir da equagao A.9.

No primeiro passo, z(t_1), X_1(At) e F(t_;) sdo desconhecidos. Nesse caso, sorteia-se

Xo(At) de uma gaussiana de média zero e largura A.13 e calcula-se as novas posigoes com:

. vlte) (o Fll0) s
2(t1) = 2(to) + S (1 )+ va( (1 ) + Xo(At), (A.25)

onde v(ty) é sorteado de uma distribui¢ao gaussiana de largura:

o= ("), (4.26)

m
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