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Resumo

Este trabalho desenvolve uma investigacdo teddbeeso gradiente dgoH em uma

regido delimitada por duas membranas que se ionerarequilibrio com uma solucgéo
eletrolitica. O objetivo foi de aplicar esta teopgara o espaco intermembranar da
mitocOndria, investigando uma possivel relacdoeeationizacdo dos fosfolipideos que
constituem estas membranas e o controlgpde O modelo utiliza a aproximacgao de
campo meédio, resolvendo-se a equacdo de Poisstznioin para um sistema
composto por dois planos infinitos, fixos e sepasguor uma distancia . A densidade
superficial de carga em cada plano € funcéo dadoao dos grupos que o compdem e,
portanto, dependente do equilibrio quimico comlacéo circundante. Dois sistemas
foram considerados, o primeiro com a solucdo contendoagpeos contraions
provenientes da ionizacdo e o segundo contendo, saigdo eletrolitica, além dos
contraions. Foram analisados o potencial eletiostémédio e opH em funcéo da
distancia, variando-se a concentracao de sal esadisponivel por molécula ionizavel.
O comportamento resultante mostra que a ionizaQatrilbui para manter o valor do
pH estavel nas vizinhancas da membrana. Assim, oegtadde pH no espaco
intermembranar da mitocondria pode estar asso@adoizacdo das moléculas que a

compodem.

Palavras-chave:Equacao de Poisson-Boltzmann, Equilibrio 16nicapla membrana.



Abstract

This work develops a theoretical model to invesdgthe pH gradient in a region
bounded by two phospholipid bilayers that ionizeeguilibrium with an electrolytic
solution. The objective was to apply this theowdticnodel to the mitochondrial
intermembrane space by investigating a possib&ioalship between the ionization of
the phospholipids of the membrane and the pH cbniiwe theoretical model was
based on a mean field approximation. The PoisdBalizmann equation was solved for
a system composed by two infinite planes sepalateddistance L. The surface charge
density in each plane is a function of the ionmatiof their ionizing groups and
therefore dependent on the chemical equilibriumhwite surrounding solution. Two
systems were considered, the first takes into adcounly the counterions from the
ionization. The second takes into account alsgtheence of an electrolyte besides the
counterions. For these two systems the mean es&tatio potential and the pH were
analyzed as a function of the distance from thegduhplanes for different values of
both the added salt concentration and the crogsoseof the ionizable groups. The
results obtained evidence that the ionization douties to maintain the pH value stable
near the membranes. These results suggest thaiHhgradient in the mitochondrial
intermembrane space is likely to be associatechéoidnization of the phospholipid

molecules.

Keywords: Poisson-Boltzmann equation, lonic Equilibrium, DtlLayer.
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Capitulo 1

Introducao

Este capitulo trata de uma visdo geral dos objgtosstudo deste trabalho: as
membranas bioldgicas e suas propriedades, a memintamna da mitocondria, além de
uma sucinta explanacao sobre a aproximacéo de camgm e uma breve revisdo de
alguns trabalhos nesta area. Na Ultima secdo séesempados 0s objetivos e a
motivagéo do trabalho.

1.1. Membranas biolégicas

O modelo de mosaico fluido para as membranas ha@égugerido por Singer
e Nicholson em 1972 [1] propbe uma bicamada lipidftuida, formada por
fosfolipidios que envolvem proteinas periféricastegrais, estando também presentes
fracOes de oligossacarideos (acucares). Os fogfmgpsdo moléculas que possuem a
propriedade de serem anfifilicos (possuem uma paite e outra apolar).

Devido a essa caracteristica anfifilica, os fopfdibs tendem naturalmente a
formar bicamadas na presenca de um solvente polap @ 4gua e isolar o meio
intramembrana do meio exterior, criando uma espdeimicroespaco isolado. A parte
hidrofobica fica organizada na regido interna deafnada e as cabecas polares
permanecem na parte externa, expostas ao solvemigura 1.1 € uma representagéo
da bicamada lipidica:

AR

Figura 1.1: Representacéo simplificada da bicambpllica.
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A bicamada lipidica das membranas biologicas pats@i a 10 nm de espessura
e 0 seu comportamento € o de um fluido bidimensiofs fosfolipidios se
movimentam em torno de seu eixo, livremente em umegsma monocamada e
raramente (por acdo de enzimas) de uma monocanaagaputra. O grau de fluidez
depende da composicao dos fosfolipidios, do tamdahcauda apolar e do niumero de
insaturacdes. Em células animais, a fluidez é naaldupela presenca do colesterol, que
enrijece a membrana, tornando-a menos fluida e sngaaneavel. [2]

A funcdo primaria das biomembranas € delimitar paes celular. Nas
organelas, elas sdo responsaveis por delimitapacesnterno, proporcionando que se
tornem compartimentos com func¢des especificas. Alérdar a forma, as membranas
possuem permeabilidade seletiva, isto €, contradapassagem de ions e pequenas
moléculas impedindo a troca indiscriminada dos aomeptes das organelas entre si e
dos componentes extracelulares com aqueles initaced. Enzimas e proteinas
transmembréanicas sdo as principais responsaveissgarfuncdo. O transporte através
da membrana pode ser feito de duas maneiras: passiNe (sem gasto de energia da
célula) por difusdo e osmose; ou ativamente (costogde energia) geralmente contra o
gradiente de concentracao. [3]

As membranas também possibilitam o deslocamentosudestancias pelo
citoplasma, através de vesiculas de secrecaotieipamn dos processos de endocitose e
exocitose. Provéem suporte fisico para as ativilamtdenadas das enzimas nelas
contidas. S&o responsaveis também pela comunicagércelular, possuem
especificacdes que possibilitam a recepc¢éo de @stine informacdes, um exemplo séo
as microvilosidades, especializacbes da membraeaagmentam a sua superficie de
contato.

Dos componentes da membrana, os fosfolipidios sadicglarmente
interessantes devido a sua propriedade anfifilgdo divididos em dois principais
grupos: os fosfoglicerideos e os esfingolipidios. f@sfoglicerideos possuem em sua
composicdo uma cabeca polar e duas caudas apbtmeas entre si por um grupo
fosfato. S&o constituidos por dois grupos acidaaxag, um saturado e o outro
insaturado, esterificados ao primeiro e segundpahidroxila do glicerol. O terceiro
grupo do glicerol liga-se ao acido fosforico, eeqadr sua vez liga-se a um grupo alcool

que forma a cabeca polar. Esse grupo pode ionezdegendendo d@pH da solucéo,

liberando um proéton para a solucao [3].
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Figura 1.2: Representacgdo geral de um fosfoglaeoi O grupo X é a cabega polar e os grupos R séo a

caudas apolares.

Alguns exemplos de fosfoglicerideos séo a foslatmiolamina, a
fosfatidilcolina, a fosfatidilserina, que é encawdi@ na monocamada interna das
membranas, e a cardiolipina, presente na membndg@a da mitocondria. O segundo
grupo de fosfolipidios sé@o os esfingolipidios, gliferem dos fosfoglicerideos por néo
possuirem o grupo glicerol. O exemplo mais simgles esfingomielina presente na
maioria das membranas de animais. Uma revisao smbigpideos componentes das
membranas de mamiferos é feita por Meer e Kroan [4]

A membrana celular esta em contato com o elairélih cuja composicao ha
ions positivos e negativos principalmente monovalbntes. A carga efetiva superficial,
resultado do equilibrio entre os fosfolipidios gse ionizam e o eletrdlito, pode

desempenhar um papel no controle gt e do potencial eletrostatico médio

intercelular. Portanto, funcdo adicional pode $ebaida & membrana quando age em
conjunto com o eletrdlito circundante: a de esizdnilas suas vizinhancas elétrica e
quimicamente. Esta estabilizacdo entende-se aqsenbdo de que as variagbes nos

valores depH e do potencial eletrostatico entre dois pontosdiacdo sejam minimas

nas proximidades da membrana, ou seja, quanto p&i® da membrana essas
variacdes tendam a um valor minimo, mais estavaté&s sistema.

Estudos recentes em microbiologia propdem a impodadessas paredes de
membrana nos periodos pré-bidticos para o inicidodaacdo das primeiras proto-
células levando em conta as propriedades dos ce@aimaitivos de altas concentracfes

ibnicas [5] e [6].
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1.2. O meio intracelular

O meio intracelular, ou citoplasma, € dividido eitosol e compartimentos
intracelulares (organelas). O citosol é formado sicamente agua, ions dissolvidos,
macromoléculas, aminoacidos livres e acidos numdéidlele ocorre grande parte do
metabolismo celular; como processos de degradas#uese, transporte de moléculas e
transferéncia de informacéo.

A estabilidade quimica e elétrica deste meio éabéstcontrolada. OpH
intracelular é estavel em torno de 7,0-7,2 sendenhente mais acido que o meio
extracelular. Em algumas organelas, como os lisegspo pH € mantido mais acido
em torno de 5,0 para o correto funcionamento daisnas lisossomais. Diversos fatores
estéo relacionados com a estabilidadepttb nas vizinhancas da membrana plasmatica,
o exemplo mais importante € o mecanismo das pestéiansportadoras [2].

A presenca de ions dissolvidos também modula estkemte depH devido a
forga idnica, que controla o alcance das interag@eamoleculares. O citosol possui em
média a mesma quantidade de cargas negativas #vgmsio que torna a célula
eletricamente neutra. As concentracfes médiaseti®léb no citosol sdo mostradas na
Tabela 1:

Tabela 1
Espécie iGnica Concentracao (mM)
K* 140
Na” 5-15
Mg ** 0.5
ca® 10*
Cl- 5-15

Tabela 1: Concentrac6es ibnicas presentes no ditdstaptado de Alberts et al.[2]
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Outros anions também estdo presentes, como bichenfosfato. A maior
parte da carga negativa estd contida nas proteinasidos nucléicos presentes no
citoplasma. A presenca de ions bivalentes positbewgribui de maneira significativa

no comportamento do grau de ionizagcdo da membigna [

1.3. A mitocbndria

As mitocondrias sdo compartimentos celulares esgsmgara a manutengéo da
vida complexa nas células. Sao responsaveis pelersiio da energia estocada nas
moléculas alimentares em uma molécula de mais faeilabolismo, a adenosina
trifosfato (ATP); utilizando o processo bioguim@enominado respiracédo aerdbica.

A eficiéncia do processo de producdo de energiait@ondria é da ordem de
15 vezes maior que a obtida exclusivamente pet@ligle [2]. Tal fato se deve a
maneira de como acontecem as etapas da respirag@hamada cadeia respiratoria,
gue ocorre na membrana especializada da mitocOn@iapiruvato, obtido do

metabolismo da glicose, € completamente oxidaddaCéy, H,O e energia na forma

de ATP que é distribuida para a célula.

A estrutura da mitocondria é altamente especiaizaéuncional. Experimentos
de caracterizagdo dos componentes mitocondriarsgxemplo, sédo apresentados em
De Robertis e Raffo [8], Pappas e Brant [9] e Elws et al. [10]. A respeito dos
fosfolipidios que as compdem, uma recente revisdle ger encontrada em Osman et
al. [11]. A Tabela 2 sumariza de forma simplificadporcentagem desses fosfolipidios
na composi¢cao mitocondrial.

A mitocondria € envolvida por duas membranas, urtarea e outra interna,
que delimitam dois compartimentos internos: a rmatriitocondrial e 0 espaco
intermembranas. A Figura 1.2 mostra uma microgedé&dnica de uma mitocondria.

A membrana externa fica em contato com o citogmssui em sua composi¢cao
varias unidades de uma proteina transmembranicaadegporina, que forma canais na

bicamada lipidica, permitindo a passagem de maéalg até 5 kDa.
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Tabela 2

Fosfolipidios Porcentagem total

Cardiolipina ~ 18
Fosfatidiletanolamina ~ 35
Fosfatidilcolina ~ 40
Fosfatidilinositol ~5
Fosfatidilserina ~1

Tabela 2: Composicao percentual de fosfolipidiosni@condria. Adaptado de Robert B. Gennis. [12]

A membrana interna é seletivamente permeavel ®ipna sua composi¢cao uma
proporcdo de aproximadamente 18% de cardiolipimafasfolipidio duplo que possui
quatro cadeias aciclicas ligadas a dois grupostimsfilue possuem um grupo OH que
podem ionizar-se.

OH

| H
HC—D—ﬁ—O—Cz H,C—OOCR®
RCOO—CH O CHOHOQ HC 0OCR’
R'COO— c:H E o— P o— CH
2

OH

Figura 1.3: Representacdo da cardiolipina, com astgo cadeias apolares R ligadas aos dois fosfatos

unidos pelo glicerol.

Possui também varias proteinas transportadoraseguéam a entrada e a saida
de moléculas na matriz, sendo especialmente imgeehea ions. Essa membrana é
retorcida formando estruturas que se estendem palerior da mitocondria
denominadas cristas. Isso aumenta a sua area ddisigp 0 que é muito importante
para a cadeia respiratéria. A membrana internangtalia matriz mitocondrial, formada

por enzimas necessarias para a sintese de ATRas oubléculas, possuindo também o
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DNA mitocondrial, tRNA e ribossomos mitocondriafs.matriz e a membrana interna
séo as partes mais funcionais da mitocéndria. [2]

O espaco intermembranas possui uma composi¢cado agusemelhante aquela
do citosol. As cristas da mitocondria possuem uistamnkcia de separacao da ordem de

200A [8]. Existe um gradiente deH no espaco intermembranas que é responsavel por

fazer com que os iond * atravessem a membrana em direcdo a matriz [3]1& 4

7

movimento dos prétons é essencial para o funcionmmda enzima ATP-sintase,

localizada na membrana interna por onde passawnedHi® e que é responsavel pela

formacéo do ATP na etapa de fosforilacdo oxidat{\&.

 I—
100 nm

Figura 1.4: Micrografia de uma mitocondria. Adaptade Alberts et al. [2]

1.4. A aproximacgao de campo medio

O problema fisico de uma superficie carregada eaepca de uma solucéo
eletrolitica € de grande aplicabilidade nos sistebialdgicos. Para tratar esse tipo de
problema neste trabalho, existe um conjunto dexapexdes conhecidas como teoria
de campo médio.

A teoria de campo médio esta fundamentada na apag&o que a interacao
eletrostatica € dependente apenas do valor médaampo elétrico devido a todos os
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componentes do sistema. Em outras palavras, o caemi@o por uma das particulas
da solucéo é o valor médio do campo produzidoguad as outras.

O solvente que compde a solucdo eletrolitica éidersslo um meio dielétrico
continuo. As espécies idnicas diferem apenas pegacassim sendo, ndo se leva em
consideracao o tamanho das particulas idnicasstéildiicdo idbnica segue o minimo da
energia livre de Gibbs e é modulada por um fatorBidbdtzmann, sendo assim
considerada como uma distribuicdo continua de sarda equacdo que rege o
comportamento do potencial eletrostatico médio eégaacdo de Poisson-Boltzmann,
obtida e analisada nas proximas secoes.

Varios trabalhos j& foram feitos na area de cam@dion apresentando solugdes
para a equacdo de Poisson-Boltzmann para difergqgemetrias e concentragdes
ibnicas, como Agostinho Neto e Drigo Filho [15] ;mn &€hou e Zhang [16]; para
problemas de geometria plana em geral, como em |fade[17]; para um plano
carregado na presenca de até quatro espéciesspritaA. Teso et al. [18]; para o
problema de dupla camada elétrica uma abordagesh ayalitica é feita em Agostinho
Neto e Drigo Filho [19]. Solu¢cdes numéricas paemja@acdo de Poisson-Boltzmann séo

apresentadas, por exemplo, em James e Williams[Z@hng et al. [21].

1.5. Motivacéao e objetivos

Este trabalho tem como principal objetivo elabotan modelo tedrico
simplificado para determinar e descrever o gradidetpH em uma regiao limitada por
duas membranas ionizaveis que encerram uma solalgimlitica, levando em
consideracdo o equilibrio quimico entre as molécglae compdem a membrana e os
ions da solugdo. A metodologia utilizada para etb@ modelo estd baseada na
aproximacdo de campo médio, com a solucdo da egul®oisson-Boltzmann nao-
linear com geometria plana para dois tipos dermgse 0 primeiro no qual a solucao
entre as membranas sé possui 0s contraions protesiga ionizacdo e o segundo cuja
solucdo é composta por contraions e um eletrdlisie modelo pode ser aplicado, por
exemplo, ao espaco intermembranas nas cristas tzomdria, onde existe um

gradiente depH essencial para a funcionalidade da organela. Siége testada nesse
trabalho é a de que existe uma relacdo entre hileltde do pH nesta regido e a

ilonizagao que pode ocorrer nas vizinhangas da naralnterna da mitocondria.
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Capitulo 2

Modelo tedrico

O modelo estudado pode ser aplicado ao espaconigrt@rranas nas cristas da
mitocondria. Assim sendo, consiste de duas memsrorapostas por fosfolipidios que
podem se ionizar, representadas por planos pasalefmitos e separados por uma
distanciaL . Entre as membranas ha uma solucéo eletrolitidan&acéo depende do
equilibrio quimico com a solucdo e confere a memdbrama densidade efetiva de

cargas negativa. A Figura 2.1 ilustra este modelmdneira simplificada:

L/2 .
ag=0 W Ions Positivos

B fons Negatives

Figura 2.1: Imagem ilustrativa do modelo adotadsteerabalho. Os planos representam as membranas

ionizaveis, separadas por uma distancia L.

A interacdo mais importante para esse tipo densisie a eletrostatica, entre os
ions da solucdo e a densidade de cargas na sigddfiis sistemas sdo considerados
nesse trabalho: o primeiro € tratado no Capitule 8onsidera a solucdo entre as
membranas composta somente pelos contraions peovesida ionizacdo. No segundo

sistema, tratado no Capitulo 4, a solugcdo € corappstos contraions e por um
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eletrolito formado por até trés espécies ibnicasaber, ions bivalentes positivos,
monovalentes positivos e monovalentes negativos, eqailibrio quimico com as
moléculas que compdem a membrana. No Capituldétaéuma aplicacdo do modelo

as condicdes aproximadas do espaco intermembrasasigtas da mitocondria.
2.1. A Equacéo de Poisson-Boltzmann com geometriéapa.

O modelo para a andlise da distribuicdo ibnica au gfe ionizacdo de uma
membrana usado no presente trabalho esta ancoradbipdtese do equilibrio
termodinamico.

A hipotese de equilibrio termodinamico (energiareivde Gibbs tem valor
minimo) implica que para qualquer espécie ibnigatencial quimico € o0 mesmo em
qualquer ponto da solucéo.

Ha contribuicbes ao potencial quimico devido aesigide liberdade internos de

uma molécula ionizada ou de um fon hidratado, eral gepresentada pog’ (T); a
contribuicdo entropica é representada [bdrln[q], KT produto da constante de
Boltzmannk com o valor da temperatura em kelTy In[c] designa a fungéo
logaritmo natural do niumerq, valor da concentragdo milimolar da espécie idnica

seja,c =n/n,, n representa o nimero de ions por unidade de vofothge n, é o

namero de Avogadro.

A contribuicdo da energia de interacdo com ion®kculas em solucdo é dada
por KTIn[y;], y; € o coeficiente de atividade do iiorkTIn[);| representa o trabalho
reversivel realizado isotermicamente (contra agafointermoleculares), para adicionar

um ion a solucdo. O termo representa a contribudaianteracdo do ion com as

moléculas do solvente na sua vizinhanca e estaag@e depende da contribuicdo

devido a interacdo com 0s outros ions na solugi®pqde ser representada e/,

admitindo geometria esférica para o ion hidratado.

Portanto, o potencial eletrostatico médio tem cepdp potencial da forgca média
para os ions hidratados e € tomado cap@y, z € a valéncia ionicae o modulo da
carga de um elétron @ representa o potencial eletrostatico médio. Igoifica dizer

que a aproximacdo de campo meédio ndo leva em @agéb as diferentes
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configuracdes dos ions na solucdo como influenigane valor médio do potencial
eletrostatico, desprezando as contribui¢cdes déajipoadripolo e assim por diante.

Em termos matematicos, o potencial quimico € @scao:
- ,,0
U= U +kTIn[q]+ 7@

Levando em conta a igualdade do potencial quimicdaelo o espago, obtém-
se:

p= 2 +KTIn[ ] = 4+ KTIn[ ]+ z@

sendo que a concentracdo milimolar da espéciedd®gicada por:

c(T) =cy CEA

C, € a concentracdo na regido onde o potencial sfético médio € nulo. Essa regido é

denominaddulk da solucéo.
Para se obter a equacdo de Poisson-Boltzmann, ggogertir da equacéo de

Poisson, que relaciona o potencial eletrostdficaom a densidade de cargase a

permissividade elétrica do me&:
Py(i)=-~2 ®
£
A distribuicdo ibnica, para as espécies idnicas apmpdem a solucdo, € dada
pelo fator de Boltzmann:
- -ze
p(i)=n.Y zeq ¢ )

Combinando as duas expressoes, obtém-se:

DZ :—n_;ZZie(ai e_Zie%T (3)
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As seguintes substituicbes foram utilizadas: e/ kT é o potencial reduzido,

que corresponde a razao entre a energia eletoastd uma carg&a com a energia

térmicakT; £ =r/A é a distancia reduzida sendo= (<skT/2e2NA)1/2 uma unidade de

comprimento. Na forma adimensional a equacao ds&woBoltzmann é dada por:
» 1 2
Dlp=-32.2G¢" (4)

Esta é uma equacéao diferencial parcial ndo-linBptica. O operador laplaciano

em coordenadas cartesianas possui a seguinte@e{aeso:

0> o9° @’
Pr 4+
05" 0&, 0&;

,comé, =x/A, &, =y/A eé&; =2/

Considerando a geometria plana do problema estudaoide-se admitir o
potencial eletrostatico médio como funcédo da camda x perpendicular aos planos
das duas membranas, portanto o laplaciano sé deplendma coordenada e a equacgao

de Poisson-Boltzmann pode ser escrita como:

d? 1 s
d—;=-;queW (5)

Esta € uma equacéo diferencial ordinéaria lineasedginda ordem, necessitando,
portanto de duas condi¢cfes de contorno para serdeénida e resolvida. De maneira
geral, se os planos possuem densidades de caitjara®, as condicbes de contorno
podem ser obtidas a partir da Lei de Gauss. Estguesafirma que o fluxo do campo

elétrico sobre uma superficie gaussiana fech8da& igual a cargaQ interna na

superficie S dividida por £, que é a permissividade elétrica do meio. Em termo

matematicos:

<j>|§ [S= (6)

™[O
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& é o elemento de superficie orientado na direcdnotmal a superficie gaussiana.
Como o campo tem a mesma direcéo e sentido destenegmal &S e lembrando que
E = -0y , o resultado pode ser escrito como:

EAG=BS | Lo _ W _o
£ £ dx ¢

Aplicando este resultado em cada um dos planosemda as substituicoes para

L . . . -
Y ex,emé=0e emfzj, devido ao caréter vetorial do campo, as condiciges

contorno ficam expressas por:

de_ elo;

— = em =0 7
dé EKT ¢ @
de _elo, L

— = em =— 8
dé kT ¢ A (®)

O significado destas expressodes esta apoiado deloy@ue admite a existéncia
de campo elétrico apenas na regido interna as measoranas. O sinal do campo é
devido a sua caracteristica vetorial. Isso ocoeredd ao rearranjo dos ions da solugéo,
que se distribuem de maneira continua em funcabstiancia.

Como o modelo apresentado neste trabalho consigleraas membranas sejam

idénticas, a densidade de cargas tera 0 mesmo pala ambas. Pode-se assim

. : : 4 L
considerar, por simetria, que no ponto médio easreduas membranas',=§, o]

d .
campo se anula, ou Sejg?IO. Para a analise do problema proposto nesse tmabalh

devido as condi¢des de simetria do problema e tandzcondi¢céo de neutralidade da

solucdo no ponto médio entre as membranas, po@sasher o ponto em que o
Ly . L . - , ~
potencial é zerop=0, também em{zﬁ. Tal condicdo facilita os calculos e nao

prejudica a analise do problema para esse sist&mscolha do ponto onde o potencial
se anula é arbitraria. Devido ao interesse de apksse modelo para o sistema

intermembranas da mitocOndria, onde se tem umaeatracdo idnica definida na
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solucéo, é interessante assumir essa condicacs@ajarantir que as concentracdes na
regido do meio das membranas sejam as fisioldgicas.
Portanto, as condi¢cdes de contorno que sédo utilizgmhra a analise dos

problemas sao a equacao (7) e:

e =0 para &=

L
dz By %)

O equilibrio entre as moléculas que compdem a memabre a solucdo

eletrolitica pode ser representado por:
A-H—=—A +H" (10)

A partir do equilibrio, pela “lei de acdo das ma$spode-se definir a constante

de ionizacao, que é funcdo da temperatura:

(A ] .

= TA-H]

A quantidade total de moléculas ionizadas e nazdolas deve ser constante,
logo se pode concluir que:

(A ]+ [A-H=[ Ao (12)

assim, dividindo ambos os lados pelo niumero t@ajrdpos ionizaveis,

[ Eij;)}AL ' ||:: 2]:'Oljl'lﬁ:\IL - (13)

pode-se definir o chamado grau de ionizacdo, coendcs a razdo de moléculas que

estdo ionizadas na membrana:
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_[~] 14)

Substituindo a equacao (14) na equacao (13) edaza¢so da relacdo (12) pode-
se escrever uma relacdo para a constante de ianisapara 0 grau de ionizagdo em

funcéo da concentracdo de protons livres:

GLUI w5
l1-a
1
a= " (16)
1+ [H ]
K

A distribuicdo de Boltzmann permite escrever a eotracdo de prétons livres

na solugéo como
[H ] =10 e

e a constante de ioniza¢do pode ser escrita endduthg pK do grupo ionizavel das

moléculas que compdem as membranas como:
K =10"

Substituindo essas duas expressfes na equacao (16)

O = 1P ouam 17)
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Desta maneira, 0 grau de ionizacao fica estabeemdo funcdo dopK do
grupo ionizavel, dopH da solucéo e do potencial reduzido.
A densidade de cargas nas membranas depende tibramyportanto, pode ser

escrita em funcéo do grau de ionizaghiee da area disponivel por grupo ionizagl:

o= (18)

&
Ay

Com esses parametros estabelecidos, o modeloresté para ser aplicado para

o0s sistemas com diferentes concentracdes idnicas.
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Capitulo 3

Sistema s6 com contraions.

No presente capitulo € apresentado e discutidinepo sistema para o qual o
modelo é aplicado, consistindo de duas membranasejuonizam em equilibrio com
uma solucdo na qual s6 had os contraions provesied#e ionizacdo, que Sao
considerados prétons livres, ou seja, ions monotede positivos. Os resultados
obtidos, analisados e discutidos sdo o potencaitostatico em todo o espaco, o grau
de ionizacdo, opH em funcdo da distancia, a distribuicdo dos camsaiivres e a
pressao entre as membranas, em funcdo da distneeparacadd . A segao 3.1 trata
da andlise matematica do problema e os result@dospesentados na sec¢ao 3.2.

3.1. Analise do sistema s6 com contraions.

Partindo da equacdo de Poisson-Boltzmann, commiea lespécie idnica
presente na solucdo sdo 0s contraions provenidatemizacdo, s6 aparece um termo

na somatoéria da equacdo (5) e a forma resultargscseve como:
—=——c,e’ (19)

onde ¢, é o valor da concentragcdo milimolar de contraiomes nobulk da solugéo.

Esse valor depende da ionizacéo e, portanto, tardémparametro a ser calculado.

Para uma primeira integracdo, € conveniente mugkiplos dois lados da
~ d . : L :
equagao poaa—? e, utilizando as propriedades da derivagdo, nejamas termos para se

obter:
d(1(dp) | 1. d
dg{Z(d{j] 2% g ® (20)
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Integrando a expressdo (20) dos dois lados, ob¢ém+grimeira constante de

integragao.

2
1fde ——1c0e"” = cons (21)
2( d& 2

Para o céalculo desta constante de integracdo,-g®odaler da condicdo de

: : L .
simetria que emf=§ 0 campo se anula e escolher o valor zero pardem@al neste

ponto. Logo o valor da constante de integragéo é:
const= —% (22)

Substituindo esse valor na equacgéo (21) e extramd@ quadrada:

1de) Lo g &
Z(dfj %% 7T @3)
do ’ _ _p
(d_fj —co(e —1) (24)
d¢_ _¢2 }/2
d—f-iﬁe/(l— ¢) (25)

Como os contraions sdo considerados positivosp entiensidade de cargas na
membrana é negativar <0, portanto, o sinal da equacéo (25) é o positvam@€ as
fungBes envolvidas sdo todas bem comportadas, espsacdo diferencial € do tipo
separavel e para resolvé-la deve-se rearranjaro®s$ para que os integrandos figuem

da forma:

(GA—";’; = Jo,d¢ (26)
1-¢€’)?
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Para facilitar a solucdo desta integral € interdsstazer uma substituicdo de
variaveis que permita a simplificagdo dos termo® qu compdem. Como no

denominador h4 uma raiz quadrada de uma subtragii®-se fazer bom uso das

identidades trigonométricas escolhendo a subsiude variaveie’? = se#, o que
resulta em:

Zcosedey \/— de 27)
(1 seﬁ@) 2

Integrando ambos os lados da equacgéo, obtém-dac@e@ara a variaved. A
constante de integracdo € aqui denomindda

:g(qu)

(28)

Voltando a expressao para a variagela solugcdo para o potencial eletrostéatico

médio se escreve:

&2 = se{\/c_o (e+ q} (29)

E 2In{seri:@({+ d)} (30)

Para se obter a constante de integrag;d®o valor dec,, € necessario fazer uso

das condi¢cbes de contorno e de simetria para ocaepostatico médio. Para obté-lo,
basta derivar a expressao (30):

:ﬁcotw— E+d} (31)
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Em uma primeira andlise, para obter uma expresséa @ faz-se uso da

. L
condicéo que eng :a, 0 campo se anula:

Jo cot{@(i + dﬂ =0 (32)

Ou Seja, se e somente se:

NI

(33)

£

O valor dec, é obtido a partir de uma equagéo transcendentaurgéo de

4

— Essa equacédo é obtida rearranjando-se os tern{88)de

%:E—ﬂ (34)
2 2 4

_2An_41| dyG
Ve = L L( 2 J (35)

o =Y {n— 2[0'—%}] (36)
L 2

Em £ =0, a condicdo de contorno para o campo é dada pakcéo (7). Para

este sistema composto apenas de contraions n@sptuconcentracao de protons livres

na solugcédo é dada por:

[H*]=qe"

e a densidade de cargas também depende do eguiEbdo grau de ionizacgéo.

Combinando as expressoées (18) e (16) se obtém:

J=——=——— (37)
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Assim, substitui-se a equacdo (37) na expressan @aampo da condicdo de

contorno (7), para se obter:

d_w‘ ___ €A 1 38)
dél,,  ekTA 1, & oa
K(T)

O campo também é dado ef 0 pela expresséao (31):

Utilizando a equacéo (30) para o potencial, apicawch { =0 e igualando (39)

com (38) o campo fica:

de :Jgocot[d‘égJ:— €4 1 (40)

d<l ., EKTA, 14 G

Elevando essa expressédo ao quadrado e substitgjnde (36), com um pouco

de algebra obtém-se uma expressédo plaem funcdo des,, obtendo-se uma equagéo

transcendental como fungao gézg ;

dyg _m_ &L 1 41)
o) (]
i K (T)sert (O'Jf]
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Para resolver essa equacao, desenvolveu-se unapra@m linguagem Fortran,

a dgéq) . .
apresentado no Apéndice A, que calcula o valor i a partir de um método

NUMerico.

A equacao (41) possui a forma geral:
X = AX (42)

na qualA, dado um espaco métrid®, € uma aplicacao contratante Beem R e x é
chamado ponto fixo poA, solucdo da equacdo. Para resolver este tipo uac@q
pode-se utilizar um método numérico de solucaoxamada baseado no principio das
aplicacdes contratantes: qualquer contracdo, definum espaco métrico compldp
admite um e um so ponto fixo [22].

O método consiste no seguinte principio, sejauma funcédo definida sobre o
intervalo [a, b], possuindo valores neste mesmo intervalo e qusfazata seguinte
condicao:

()= f(x)|=Cl%- X c<1 (43)

Desta maneira,f é uma aplicagdo contratante e a sequémgiax, 5 f(x,),
x, = f(x,)...; converge para uma Gnica solugéo da equagad (x).
No programa, essa operacao € repetida dentro degonaté que a diferenca

seja menor qud 0, suficiente para a convergéncia da solu¢do. Comalar obtido

4

paraT, 0 programa calcula os valores dee dec,, e assim, o potencial fica

definido em todo o espaco. Para calcularpbl , basta calcular o logaritmo da

concentracdo hidrogenidnica e somar 3, lembran@&oaguoncentracdo de contraions

esta expressa em milimolar, eppd € calculado em molar:
pH=—Iog[H+}=—Iogc0e‘¢’+3 (44)

A pressdo osmotica é calculada a partir da forgaagorimeira membrana faz na
segunda. Existem duas contribuicdes para a pressédtica entre as membranas, de
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maneira que a primeira, que € repulsiva, estaioglada com o transporte de momento
devido a presenca das particulas na solugdo, egand® atrativa, € de origem
eletrostatica, devido as cargas das membranas ecautsaions [7]. Em termos

matematicos:

0.2

p= ka_E (45)

Substituindo p pela equacao (2) e utilizando a condicdo de coatdr), a

expressao para a pressao osmotica pode ser escrita

d 2
p=n,KkT| ¢é® —(—wj (46)

dé

$=0

ondeg € o valor do potencial na membrana.

3.2. Resultados e discussao

Os dados de entrada do programa, que estabelecawndgdes iniciais do

sistema sdo os seguintes:

* Temperatura igual a 37 °C;

+ Area por molécula ionizavelq, ) igual a 50K;

e pK do grupo ionizavel igual a 2.8, que € o valor pargrupo acido da
cardiolipina [24];

e O numero maximo de pontos, para o célculo dasagbes.

« O valor da distancia de separacéo entre as mensbfajia em angstrons (A).

Foram utilizados no programa quatro diferentes realgpara a distancia de
separacaol ; sendo elas 50A, 200A, 500A e 1000A. A Tabela 3tmaoos valores

calculados dec, e d para cada caso. O grau de ionizagdo € calculagwagrama a

partir da expressao (16). Os resultados estdo adostrem funcdo da distancia de
separacao na Tabela 4.
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Tabela 3

L Co d
50 A 1,313 2,479
200 A 0,445 3,662
500 A 0,187 4,647
1000 A 0,087 5,388

Tabela 3: Valores calculados pa@ e d, em fungéo da distancia de separag&o entre as maaTas.

Tabela 4
Distancia de separacaa Grau de ionizagaoo.
50 A 0,54
200 A 0,76
500 A 0,85
1000 A 0,90

Tabela 4: Grau de ionizacdo em funcao da distadei@deparacdo entre as membranas.

Observa-se um aumento no valor do grau de ionizggaado as membranas
estdo mais afastadas. Pode-se explicar esse cameotb com um argumento
entropico, ou seja, como as membranas estdo nastadfAs ha mais espaco para os
contraions livres e consequentemente um ganho padrologo a possibilidade de
interagirem novamente com a membrana € menorctssibui de forma significativa
para o potencial nas vizinhancas da membrana, @sdomostrado nas Figuras 3.1 e
3.2.
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Figura 3.1: Potencial reduzido em fungéo da distanem Angstroms. As membranas constituintes do

sistema estéo separadas em/60
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Figura 3.2: Potencial reduzido em funcao da distarem Angstroms. As distancias de separacao entre

as membranas estdo mostradas na legenda.
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Na Figura 3.1, o valor do potencial tende a zerorewido de 25A, que é
exatamente a metade da distancia de separacaoetalsramas, devido a condi¢cdo de
contorno considerada. Como as duas membranas s@mante constituidas, o
problema torna-se simétrico em relacdo ao pontaaverdre elas. Na Figura 3.2, nota-
se que os valores de potencial na vizinhanca dabmaga se tornam maiores em
moédulo & medida que a distancia de separacdo aament

Como a carga efetiva na membrana depende da idoizapianto maior a
ionizacdo maior sera a densidade de carga e, pseguinte, maior serad 0 campo € 0

potencial médio nas vizinhancas da membrana.

35— 05—

@ ®

0,50

'
-
T
1
(mM)
>
ey
=

0,48

¢io idnica

0,47

Concentracio iénica (mM)
—
W
@
T
1

0,46

Concentra

1,32 -

0,45

1’31 1 1 1 1 0’44 L 1 M 1 " 1 1
0 5 0 15 20 25 0 20 40 60 80 100
x(A) x(A)
02%——V——F——¥+—+—— 08—
© @ |— L=1000A
0,16
% 0,24} s
E E
ki S04
S €
s 0,22} >
18" .s“
£ Eo12
g g
o =
g g
S 0,20} @
0,10
0,18 1 1 1 " 1 0,08 " 1 1 1 " 1 1 "
0 50 100 150 200 250 0 100 200 300 400 500
x (A) x (A)

Figura 3.3: Concentracdo de contraions livres em ,nddmo funcéo da distancia em Angstroms. As

distancias de separacdo L estdo explicitadas gada caso.

A concentragdo dos contraions livres em funcdo idéarttia também foi
calculada no programa e os resultados estdo apadesmos graficos da Figura 3.3.
Os contraions tendem a se distribuir de maneiraogénea com relacdo ao

plano da membrana, para uma dada distancia fixeidDe interacdo eletrostatica, a
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maior parte dos ions se distribui nas proximidatlesnembrana; conforme a distancia
aumenta e o potencial médio diminui a densidadeod&raions também vai diminuindo

até chegar ao valor da concentracdo no meio dg&mla,, ou seja, na regido onde o

campo é zero, chamadalk da solucdo. Os graficos mostram o mesmo compontame

porém os valores para a distribuicdo sdo menoresedida em que se aumenta a
distancia de separacao. Isto parece contraditddsty que com o aumento da distancia
de separacdo o potencial e a interacdo dos camgraiom a membrana aumentam.
Desta maneira, seria de se esperar que mais agrastivessem livres, pois o grau de
ionizagdo também é maior. Observa-se que a coacdotrde contraions livres na
solucéo tende a diminuir em cada ponto conformetengial aumenta, porém se for
observada a diferenca entre os valores nas imexiag® membrana e os valores no
ponto médio, notar-se-4 que ela € maior quandstartdiia L € maior. Isso mostra que a
quantidade efetiva de contraions livres na solugaoaior (d), como esperado. Este

comportamento resultante da distribuicdo tambérobftdo e apresentado em [19].

2,890 . . . . . T . T . 3,36 . . - T - T v T
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3,32
2,8751- 331
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z T 39
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Figura 3.4: pH em funcéo da distancia em Angstroftssdistancias de separacdo L estdo explicitadas

para cada caso.
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Para analisar o comportamento duH, o programa utiliza a solucdo do
potencial obtida para calcular a concentragéo gehidnica em funcéo da distancia. Os
resultados estdo mostrados na Figura 3.4.

Observa-se em (a) que para uma distancia de sé@pade 50A entre as
membranas opH varia muito pouco, praticamente na terceira casanthl, com
valores tendendo a uma estabilizacdo na regidarpada meia distancia entre as duas
membranas. Os graficos (b) e (c) mostram o mesmpadamento, porém os valores
Sao0 maiores e a variacao, apesar de ainda pegqueaagegunda casa decimal. Para uma
distancia de 1000A, a variacdo é na primeira casarl.

O campo médio tende a estabilizar gH com a distancia até um valor
praticamente constante. Este comportamento estdolig distribuicdo dos contraions
livres. Conforme o potencial aumenta com a distam® separacdo, os valores do

pH também s&o mais elevados, visto que 0s contraitd® €m menor nidmero na

regido mais afastada da membrana. O mais importamtieservar quao préoximo da

membrana ocorre esta estabilizacéo, ou seja, cersorsporta opH nas vizinhancgas

e 0 quanto ele varia nas vizinhancas da membrama.eBte sistema contendo apenas 0s

contraions, apesar de ndo haver uma grande vadasaealores numeéricos, pH nao

esta estabilizado nas proximidades da membrana,ap@sas na regido proximo ao
ponto médio.

Para calcular a pressdo osmaotica entre as membrapasgrama foi executado
variando-se a distancia de separat¢idale 50A até 2000A, em intervalos de 50. A
Figura 3.5 mostra um grafico com o resultado dagde® em funcdo da distancia de
separacdo. Para pequenas distancias de separgg@&ssdo € alta, com valores da
ordem de 3000 Pa. Porém com o aument& de comportamento vai tendendo a zero,
ou seja, uma membrana ndo sente mais a presengatrda Este comportamento é
mostrado em [7] e obtido também em [19], mas sensiderar o equilibrio quimico

entre a solugéo e as membranas.
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Figura 3.5: Pressdo osmética entre as membrana&fa) como funcdo da distancia de separacdo L em

Angstroms.
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Capitulo 4

Sistema com contraions e eletrdlito adicionado.

Neste capitulo, € apresentada a analise matendicam sistema de duas
membranas ionizaveis em equilibrio com uma solugde contém os contraions
monovalentes devidos a ionizacdo e uma concentdgdons adicional. Para aplicar o
modelo a este problema, dois sistemas sdo condateram com o eletrdlito adicional
composto por apenas ions monovalentes positivegainos, discutido na secéo 4.2, e
0 outro composto também por ions bivalentes pasitima secéo 4.3, com o objetivo de
se observar o efeito da presenca de cétions btealea solucao.

Os resultados obtidos e analisados sao o poterietabstatico médio em todo o

espaco e opH em funcdo da distancia. Sdo variaveis a concé&drae eletrolito

adicionado e a area disponivel por molécula iomizashara que haja diferentes
densidades de carga na membrana. A distancia @eagép entre as membranas foi
mantida constante e igual a 200A.

Uma consideracgéo feita neste trabalho para estarsis® que na regido talk
a solucéo seja neutra, em outras palavras, asrtoagg&es de sal sdo adicionadas de tal
forma que exista uma condicdo de neutralidade he&m Essa consideracao € feita
com o objetivo de comparar o modelo teérico comadonntracelular, que como um

todo é neutro.

4.1. Analise do sistema com contraions e eletrélismlicionado.

Para a andlise deste sistema, utilizou-se um métedntegracdo numérico para
se obter uma solugcédo da equacédo de Poisson-Bolizpma o potencial eletrostético.

Portanto, a partir da expressao geral para geangéamna:

dp_ 1 .
dff?aZacaie“’ (47)
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As condi¢cbes de contorno sdo as mesmas gque pasoosé com contraions,

para o campo elétrico médio e o potencial médio:

dg elo
— = em ¢=0 48
dé KT (48)

de L
——=0 e =0 ara =— 49
ds @ p $ 2 (49)

Primeiramente, realiza-se uma integracao sob ovaltede zero &, de ambos

os lados da equacéo, obtendo-se assim

dg_dg
dé dé

:—%K{Z;q] e’"”} o (50)

$=0

e substituindo o valor do campo &fi+=0, dado pela condi¢cdo de contorno, o resultado

€ 0 campo eletrostatico médio, que se escreve como:

dp__elo 1 20
7=z 2b [cho.e }f (51)

Para se obter o potencial propriamente dito, éssac® integrar todos os termos

novamente sob o intervalo de zerd a

ol6)-0)=- 217 e-3 [{ae | Taa e | @ 52)

Como passo intermediario e para deixar todas egrais em funcédo dd¢', o

que facilita a integracdo numeérica, pode-se integoa partes o segundo membro do
lado direito da equacéo:

ol Sag e | dr=ef]| X 25 o | @-[[] % 20¥ | @
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a substituicdo desta expresséo na equacéao (5&presu
_elo, 1 ¢ 2 T _, .
#(¢)-9(0)=~— =¢-2¢]; {iz;coﬁeﬂqw_zjof{iz 7¢ eﬂ d  (53)

Admitindo quefzi 0 potencial se anula, pode-se calcular o valow(ﬂé

substituindog e & na equacéo (53).

A= L[S ane ) e N e ) & 69

Substituindo essa expressao na equacdo (53) enmpendo 0s termos e 0s

intervalos de integracdo, obtém-se a solucédo ppademcial médio:

A9=Gallzi)
e )ejdlzeele

15 _
‘gff”f'LZacm e"”}f'

A partir desta expressdo para o potencial, podeakrilar também o grau de
ionizacdo, a distribuicdo de ions livres na soluegdo comportamento d@H nas
vizinhancas das membranas. O célculo é feito emptrgrama por meio de uma
interpolacdo, com um critério de convergéncia d@fin Assim, a cada passo, o
potencial calculado € comparado com o anteriorga&o valor satisfaca o critério de
convergéncia.

As integrais na equacao (55) sao calculadas nagragutilizando a Regra de
Simpson. Essa férmula utiliza uma aproximacéo pio [23]:

[y =Y ay
0
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Para o caso especifico da Regra de Simpeer? e os coeficientes y s&o

dados por:

A
?X(yo +4y,+Y,) (56)

O programa desenvolvido em linguagem para calaufatencial em funcao da
distancia e assim calcular pH em todo o espaco € apresentado no Apéndice B. Os
dados de entrada do programa que sdo comuns semassanalisados neste capitulo

Sao:

* Temperatura igual a 37 °C;

+ Area por molécula ionizavelX, )

« O pK do grupo ionizavel igual a 2.8;

e O pH dobulkda solucao, igual a 7,0;

* O numero méaximo de pontos, para o calculo dasagbes.

« O valor da distancia de separacéo entre as mensbfafagual a 200A.

» A concentragcdo maxima de eletrélito, para cadacgspénica, de modo que a

solugdo como um todo seja neutra.

4.2. Eletrélito adicional uni-univalente.

Nesta se¢do sao apresentados os resultados obfdagplicagdo do modelo
tedrico para o sistema no qual o eletrdlito adigiegnuni-univalente (1:1) composto por
ions monovalentes positivos e negativos. Trés caraghes foram analisadas: 50mM,
100mM e 150mM.

A densidade de cargas na membrana € funcdo dagdioiz da area ocupada
pelo grupo ionizavel. Assim, quanto maior for aaarenenor a carga efetiva na
membrana. Para verificar essa influéncia, os oddcfdram realizados para trés valores

de A,: 50A% 500K e 1000&. Fixando um valor ded,,, o programa é executado

variando as concentracdes de eletrdlito. Os paré@metnalisados foram o potencial

eletrostatico médio e pH em funcéo da distancia.
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O grau de ionizacao para estes sistemas foi cdlz@agartir da expressao (17) e
esta na faixa de 0,95 a 0,99. De maneira gerah pgroblema de dupla camada, a
ionizacdo depende da distancia de separagdo, deerdcecdo de eletrdlito e do
potencial médio. Como neste caso o valorlLde® fixo, os fatores que influenciam o
grau de ionizacdo sdo o potencial e o eletrélimv@lores obtidos para este sistema se
devem ao fato de o eletrdlito facilitar muito aigatdo, porque atenua a interagdo do
contraion com o grupo ionizavel na membrana.

Desta maneira, considerando um valor médio panao de ionizacdo de 0,97

os valores das densidades de carga na membrardadas pela equacdo (18) e sao

iguais a 0,31; 0,031 e O,O%Z . respectivamente para 584004 e 1000&.

Para a analise do potencial, o comportamento eggaltestd mostrado nos
graficos das Figuras 4.1, 4.2 e 4.3; respectivagnenin valores dey, iguais a 504,
500A? e 1000&. Os valores representados nos gréaficos séo paiienaira membrana,

lembrando que o sistema é simétrico e o0 comportamkEnsegunda membrana deve ser
idéntico.

Potencial reduzido

0 10 20 30 40 50 60 70
X (A)

Figura 4.1: Potencial reduzido em funcédo da distanem Angstroms. As concentra¢des de eletrdlito

* ]
=]

estdo mostradas na legenda. O valor da &rea dopagipnizados é = 50A%
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Comparando-se os valores de potencial para aseuliésr concentracbes de

eletrolito, fixado um valor deA,, o comportamento resultante mostra que com o

aumento da concentracdo de eletrélito ha uma digéoulo valor efetivo do potencial
médio. Esse fenbmeno é conhecido como blindagetrogtiatica e é responsavel por
diminuir o alcance das interagfes intermoleculafepresenca do eletrolito faz com
que o valor do potencial caia mais rapidamente pama, estabilizando eletricamente a
solucéo. Além disso, os valores nas proximidademeabrana também diminuem em

modulo com o aumento da concentragao.

Potencial reduzido 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80
x (A)
Figura 4.2: Potencial reduzido em funcdo da distanem Angstroms. As concentra¢des de eletrdlito

estdo mostradas na legenda. O valor da &rea dopagipnizados é A= 5004.

Fixando um valor da concentragdo e comparandorésgtaficos os valores de
potencial, pode-se notar que com o aumento dad@®&rupos ionizaveis o potencial
diminui de forma sensivel. Isso ocorre exatameeatgdd ao fato de que a densidade de

carga na membrana € inversamente proporcionaba @oen o aumento dg,, a carga

efetiva na membrana diminui, portanto o potenaaitiém é menor. Para 1000/
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uma distancia de 10A e com 50mM, por exemplo, empmél cai pela metade do valor

na superficie; enquanto que para 50Avalor cai trés vezes.

Potencial reduzido 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80
x (A)
Figura 4.3: Potencial reduzido em funcédo da distanem Angstroms. As concentra¢des de eletrolito

estdo mostradas na legenda. O valor da &rea dopagionizados é A= 1000&.

Ao serem comparados os valores do potencial médtidos neste problema
com aqgueles para o sistema composto apenas porionmisi nota-se que o potencial
tende a zero bem antes do ponto medio entre as raeash para todas as densidades de
carga. Esse comportamento é devido a presencamo$ivires na solucdo, que blindam
a interagcdo eletrostatica. Com o aumento da coraggit de ions livres, diminui o
alcance significativo da interacao entre os comptaseda solucédo e consequentemente

o valor do potencial tende mais rapidamente a Z&aca 504 de A, , por exemplo, o

potencial nas vizinhancas da membrana é da ordesesenta vezes maior do que no
caso s6 com contraions.

Estes resultados podem ser comparados com outsodtadps tedricos da
literatura, como apresentados em Israelachvili p@la sistemas com ions negativos e

positivos monovalentes. Tais resultados possuemesma ordem de grandeza dos
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apresentados aqui. Outro resultado teérico podersemtrado em Aguilella et al. [25],
no qual se calcula o potencial na membrana em fudg&rea disponivel por molécula,
para um sistema de monocamada. Parg é70mM de sal, o potencial na superficie é
da ordem de 150mV. Neste trabalho, o resultadalolgara 50A e 100mM de sal se
aproxima de 152mV na superficie.

Para efeito de comparagdo com resultados expeamentim trabalho
interessante pode ser encontrado em [26], no guadesliu a mobilidade eletroforética
de vesiculas feitas de fosfatidilcolina (PC) e dosbsitol (Pl) para assim estimar o
potencial na superficie. Os resultados para o pi@tiema superficie com 100 mM de sal,
65A% de area dos grupos, para 100% de Pl mostram sattreordem de 100 mV.
Nestas condi¢cbes, o0 modelo aqui apresentado calaldees de 120 mV na superficie.
Uma diferenca entre este sistema analisado expa@ingente e o0 proposto neste
trabalho é a composicao dos lipideos, que em [8@loena forma de sal e aqui sé&o
considerados na forma &cida.

Tsui e Hubble [27] mediram o potencial na supezfte vesiculas formadas por
fosfatidilserina (PS) e fosfatidilcolina (PC). Asndlicbes utilizadas foram vesiculas de
14% de PS em uma solucédo cqui 4,1 nobulk; concentracdo de NaCl variando de
10-100mM e pK dos grupos ionizaveis igual a 3,6. O potencial npedicie das
vesiculas foi medido através de experimentos de (EBRectroscopia de ressonancia
paramagnética). O modelo teorico foi aplicado pestas mesmas condicbes e 0s

resultados estdo apresentados, em comparacao aasutiados experimentais de [27],
na Figura 4.4.

A curva (a) na Figura 4.4 mostra os valores dormidé na superficie calculados
a partir do modelo aqui apresentado. A curva (bktraoo resultado do modelo
considerando opK dependente da forca ibnica e a curva (c) mostranedidas
experimentais do potencial na superficie das viesiam [27]. A corregdo para pK
aparente é dada pela equacao (57), na qual F Estante de Faraday; € o potencial

na membrana; R € a constante dos gases e T a &urper

Fy

K= pK, +
PR = PP 2,303RT

(57)
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Figura 4.4: Potencial na superficie em funcdo dacantracdo de NaCl. (a) Resultado teérico com o
modelo apresentado neste trabalho. (b) Correcdonalelo para levar em conta o pK dependente do

eletrdlito. (c) Medidas experimentais de [27].

Na Figura 4.4, nota-se uma diferenca entre os esloalculados pelo modelo
tedrico e as medidas experimentais. ISso ocormuea aproximacao aqui utilizada nao

considera opK dependente da forca idnica. Ao fazer esta corregAonodelo, 0s

valores calculados se aproximam mais dos valomgsrerentais.

Experimentalmente é dificil medir o potencial nanmbeana. E possivel inferir o
seu valor a partir do potencial zeta;, que é catltulatravés de experimentos de
mobilidade eletroforética [28]. O potencial zeta galor do potencial numa regido da
solucdo chamada de plano de cisalhamento; é fudgdoarga na superficie e das
condicdes da solucdo. Em média, a distancia doglarcisalnamento varia de 2-5A da
superficie [26,29], mas pode variar dependendocdasicoes do meio. A Tabela 5
mostra os valores do potencial médio calculado d®2membrana, para associar esse

valor ao potencial zeta.
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Tabela 5

Tabela 5: Valores em modulo do potencial médid\ala primeira membrana, para cada valor dg é

da concentracéo de sal.

O pH é calculado a partir da equacgédo (44), em funcacotaentracdo dos
contraions provenientes da ionizacdo. Os resultabdtdos no calculo dogpH estéo
mostrados nas Figuras 4.5, 4.6 e 4.7.

Nota-se 0 mesmo tipo de comportamento das curvasHiepara o sistema sé
com contraions, porém a distancias menores da fapens valores depH
estabilizam-se em torno do valor doH do bulk 7,0. Para 50A por exemplo,

lembrando que as membranas estdo separadas de 2Q@ktir de 60A os valores
praticamente ndo mudam, ao passo que para o sidtegapitulo 3 este fato sé ocorre
bem proximo ao ponto médio 100A. Isso ocorre novaenalevido a blindagem
eletrostatica causada pela presenca do eletrdlicdoaado, que estabiliza eletricamente
a solucado. Esse argumento pode ser verificadodixamm valor para a area dos grupos

e observando o comportamento ¢éi em funcdo da concentracdo. Para 150mM a

curva tende mais rapido para o valorbidk do que para 100mM e 50mM. Os valores

do pH nas vizinhancas da membrana sao maiores conf@@ensenta a concentracao

de eletrdlito, o que pode ser explicado pelo faaude o potencial € mais atenuado e

isso faz com que existam menos contraions livpestanto maior valor deH .

Ao fixar um valor de concentracdo e variar a amsgrupos, pode-se observar

que o valor dopH aumenta com a diminuicdo da densidade de caigss €l natural,

pois, diminuir a carga efetiva na membrana sigaifiaver menos grupos ionizados e,

por conseguinte, menos contraions livres na solugdsim, o valor dopH aumenta

nas vizinhangas da membrana conforme a densidackrgies diminui. Ao afastar-se da

membrana opH é modulado pelo potencial médio e tende paraar dalbulk.
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Figura 4.5: pH em funcao da distancia em Angstrofissconcentracfes de eletrdlito estdo mostradas na

legenda. O valor da &rea dos grupos ionizadosé=A04.

7,2 T T T | T T T T T T T T T T T
7,0
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6,4 .
— 50 mM
— 100 mM |
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0 10 20 30 40 50 60 70 80

x(A)
Figura 4.6: pH em funcéo da distancia em Angstrofissconcentragées de eletrélito estdo mostradas na

legenda. O valor da &rea dos grupos ionizados,£=/A00&.
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Figura 4.7: pH em funcao da distancia em Angstrofissconcentracfes de eletrdlito estdo mostradas na

legenda. O valor da &rea dos grupos ionizados,g=A000X.

4.3. Eletrélito adicional de bi-univalentes.

Na presente sec¢dao, foi investigado um sistema asetetrélitos, um deles bi-
univalente (2:1) e o outro uni-univalente (1:1)mco propdésito de estudar o efeito de
uma quantidade constante de ions bivaleet®s comparagcdo com a concentracdo
variavel de monovalentes. O objetivo é observafeticeproduzido pela presenca de

cations bivalentes no potencial e i1 em funcdo da distancia, lembrando que no

meio celular ha pequenas concentracdes de iongitiea como calcio e magnésio.

A concentragao ionica foi escolhida como 50mM, 1PDe 150mM para os
ions monovalentes positivos e um valor constantentd de ions bivalentes positivos.
Para os monovalentes negativos, a concentracaala dkatal forma que a solucéo
permaneca neutra, por exemplo, para 50mM de posigvomM de bivalentes, 60mM
de monovalentes negativos sao necessarios. O mésfeto com as outras duas
situacdes. A area dos grupos € variada com os nseg@svalores da secao anterior,
50A%, 5004 e 1000K&.
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O valor do grau de ionizacdo para este sistemate&e@mente independente da
concentracdo, se mantendo em 0,99; variando neirgere quarta casa decimal. Isso
ocorre devido a presenca de cations bivalentesplipdam muito a interacéo entre os
grupos e os contraions, contribuindo para a iodzac

Os resultados obtidos estdo apresentados em grélasoFiguras 4.8, 4.9 e 4.10

para o potencial e 4.11, 4.12 e 4.13 panatb em funcéo da distancia. As linhas cheias

representam o sistema com eletrélito contendo 5reMé&lions bivalentes e as linhas
tracejadas sdo os mesmos graficos respectivosstlemsi com eletrolito de apenas
monovalentes. Dessa maneira, pode-se comparasudtacos de forma simples.

O potencial médio apresenta 0 mesmo comportamergoogsistema anterior,
tendendo a zero na regido do ponto médio entreeasbnanas, porém a curva é mais
acentuada e sobe mais rapidamente para zero dopawe o sistema s6 com
monovalentes. Tal fato se deve a presenca dodiealentes, que blindam o potencial
de maneira eficiente, fazendo com que os valoresigam mais rapidamente do que
no caso s6 com monovalentes. Na Figura 4.8 esseedda € nitida, pois como a
densidade de cargas € maior que nos outros casaeibos eletrostaticos, como a

blindagem, sdo mais acentuados.

=
[=]
=
IS
=
=
2
=
L]
=
a2
g ]
1] — 50 mM
4.8 I — 100 mM 7
I 150 mM| ]|
5,6 4
_6,4 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 L 1 1 1 L

0 10 20 30 40 50 60 70 80
x (A)
Figura 4.8: Potencial reduzido em funcéo da distarem Angstroms. As linhas pontilhadas representam

0 comportamento sem os bivalentes. O valor da desagrupos ionizados éuA 5042,
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Potencial reduzido 0
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' 150 mM| ]
21} i
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Figura 4.9: Potencial reduzido em funcdo da distarem Angstroms. As linhas pontilhadas representam

0 comportamento sem os bivalentes. O valor da dosagrupos ionizados éuA 5004

Potencial reduzido ¢

Lo 150 mM|
1’ .
_1,2 1 1 1 1 " | 1 1 1 1 " | 1 1 "
0 10 20 30 40 50 60 70 80
x (A)

Figura 4.10: Potencial reduzido em funcdo da distinem Angstroms. As linhas pontilhadas

representam o comportamento sem os bivalentesldDdaarea dos grupos ionizados , A 1000X.
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Os valores do potencial na membrana também s&o reseram modulo,
conforme se aumenta a concentragcédo de eletrélagd-iura 4.10, por exemplo, pode-
se notar que o potencial na membrana é menor dac@ueapenas monovalentes, e
conforme a concentracdo aumenta esse efeito vanulmdo, devido ao efeito da
blindagem eletrostatica ser cada vez maior. Naldabeestdo mostrados os valores do

potencial a 2A da membrana, inferindo o valor ajpnaxio do potencial zeta.

Tabela 6

Tabela 6: Valores em modulo do potencial médioAad2a membrana, para cada valor dg & da

concentracdo de sal.

Comparando-se as Tabelas 5 e 6, pode-se notaraaeima maior densidade
de cargas (502 o potencial zeta é mais afetado pela presenchidaentes, havendo
uma diferenca maior comparando-se o0s valores para concentragdo fixa de
eletrélito. Para 10007 essa diferenca é menor, mostrando a dependéngiatencial
nas vizinhangas da membrana com a carga na sugerfic

Para o pH da solugéo, os resultados obtidos para este gpsisiema mostra
que existe uma estabilidade maior na presenca dalebtes, do que s6 com
monovalentes. Independente da densidade de cargamarana, os valores tendem ao
valor dobulk aproximadamente entre 40-50A da membrana, primegyee para baixas

concentragdes de monovalentes, o que € mais PpAtDA, = 50A%, como mostra a

Figura 4.11.
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Figura 4.11: pH em funcdo da distancia em Angstrols linhas pontilhadas representam o

comportamento sem os bivalentes. O valor da areagdapos ionizados é yA&= 50A%

72 ——— 7] ——T]——T7——7—
7,0- -
6,8

= 66
6,4
6,2 H 150 mM|
60- PR ESEPURE  O R S -

0 10 20 30 40 50 60 70 80
x(A)

Figura 4.12: pH em fungdo da distdncia em AngstroAs linhas pontilhadas representam o

comportamento sem os bivalentes. O valor da areagdapos ionizados é A& 5004
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Figura 4.13: pH em fungdo da distdncia em AngstroAs linhas pontilhadas representam o

comportamento sem os bivalentes. O valor da arsagdapos ionizados é A= 1000X.

Ao aumentar a area dos grupos ionizaveis, ou dajanuir a carga efetiva na

membrana, @H comeca a ter valores mais altos ja desde as vizgalsada membrana.
Nas Figuras 4.12 e 4.13,pbl varia menos do que na Figura 4.11, com um valor de

quase 6,2 e 6,6 na proximidade da membrana. Codensidade de cargas € baixa,

novamente menos contraions estao disponiveis eatssoeta um valor dgH mais

elevado.

55



Capitulo 5

Aplicacdo do modelo a mitocondria.

Este capitulo apresenta uma aplicacdo do modelicdaed um sistema com
condicbes aproximadas ao espaco intermembranas cdsteis da mitocondria,
executando o mesmo programa utilizado no capitoleri@r para analisar o potencial

médio e gpH nas vizinhangas da membrana.

A concentracéo de eletrdlito foi considerada coemals a concentracdo do meio
intracelular, como foi dito no Capitulo 1 na Tabkld&ambém se utiliza a aproximacgao
de neutralidade da solugéo, apoiado na hipétegeele citosol como um todo é neutro.
Portanto, para ions monovalentes positivos, o \ddozoncentracdo é de 150 mM; para
cations bivalentes 0,5mM e para anions monovaldrgg&snM.

As membranas foram escolhidas como sendo formadasadiiolipina. A

distancia de separacéo foi mantida constante my@80A e K dos grupos ionizaveis
foi escolhido 2.8. @H da solucéo nbulk é de 7,0 e a temperatura igual a 37°C. A area

disponivel por molécula foi variada com os valos@h?, 5008 e 1000& para se
analisar o comportamento da densidade de cargardiolipina ocupa uma area de
aproximadamente 126A[24], mas como ela possui dois grupos ionizaveidepse
admitir que cada um deles ocupa uma &rea da ordeB0Af. Dessa maneira, mudar a
area significa considerar variavel a fracdo deiopiha componente da membrana. De
acordo com a Tabela 2, a porcentagem de cardialip@@ membrana interna da
mitocondria é da ordem de 18%. Assim, considerandaz&o entre 12GAa area de
uma cardiolipina, e a area total disponivel asdanmos céalculos pode-se calcular a
fracdo de cardiolipina na membrana modelo. Destweite com 50Aa membrana esta
composta por 100% de cardiolipina; com 56Gkiste 24% de cardiolipina e com
10004 a fracdo é de 12%. Ou seja, ao se pegaf B8Anembrana, certamente havera
uma cardiolipina ali; ao olhar para 500Wavera 24% dessa area é cardiolipina e assim
sucessivamente.

A cardiolipina possui uma importante funcdo na memé interna da
mitocondria, que é a de funcionar como uma “arrhadlipara protons, mantendo-os

nas vizinhancas da membrana e estabilizando eleteicte a solucdo mantendo o
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gradiente depH no espaco intermembranas, como sugerido por HaiDescher [30].

O grupo acido posspK de 2.8 e o outro esta na faixa de 7.5 — 9.5, safatado pela
ionizagao do primeiro [24]. Esse segundo grupo pofigenciar tanto quanto o grupo

acido, no controle dopH nas vizinhancas da membrana. Dessa maneira, nao so

presenca de cardiolipina na membrana da mitocondridundamental para o
metabolismo dessa organela, mas também é imporpamte manter o potencial e

o pH controlados naquela regi&o.

A concentracdo ibnica foi calculada em cada ponitbreeas membranas

utilizando a relacéo

G(&)=c e (58)

e 0s resultados estdo representados nos grafisoBigiaras 5.1, 5.2 e 5.3; para cada
espécie ibnica componente do eletrdlito, respetigrde anions monovalentes, cations
monovalentes e céations bivalentes.

Na Figura 5.1, o comportamento dos anions é caizatl® por uma baixa
concentracao nas vizinhancas da membrana, devielnuésao eletrostatica que ha entre
a carga negativa efetiva na membrana e os iongivieggaNa regido do ponto meédio
entre as membranas, o valor tende a 151mM, queatodobulk A Figura 5.2 mostra
um comportamento inverso, para 0s cétions monotkedemue se concentram nas
vizinhancas da membrana e tendem para 150mM no poédio; da mesma forma que
os bivalentes, na Figura 5.3, que se aproximam aor \0,5mM. Comparando 0s

resultados para anions variando os valoresAge as concentragdes na membrana

aumentam, na medida em que a densidade de cariea efeninui. Isso é natural,
devido a propria repulséo entre as cargas da mealralos anions, se a densidade é
menor, mais cargas conseguem se aproximar da ®ipefd inverso ocorre com 0s
cations, pois a concentracao diminui quando a dadsi de cargas diminui, visto que

ocorre atracado com a membrana.

57



(M)
e
S

¢do ionica

0,06

Concentra

0,03

0,00 : ! . I . I . 1 .
0 10 20 30 40 50

x (A)

Figura 5.1: Concentracdo dos ions monovalentes tiegglivres em funcédo da distancia da superficie

em Angstroms. Os valores da area dos grupos ioeig&daomostrados na legenda.
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Figura 5.2: Concentracéo dos ions monovalentestposi livres em fungdo da distancia da superficie

em Angstroms. Os valores dg A3050 &, 500 X e 1000 Arespectivamente preto, vermelho e verde.
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Angstroms. Os valores de,As8050 &, 500 & e 1000 A respectivamente preto, vermelho e verde.
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Figura 5.4: Potencial reduzido em funcéo da distarda superficie em Angstroms. Os valores da area

dos grupos ionizaveis estdo mostrados na legenda.
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O resultado para o potencial médio esta represemtad-igura 5.4, em funcéo
da distancia, variando-se a éarea dos grupos icgiRzAVObserva-se 0 mesmo
comportamento do capitulo precedente, com uma anitithinuicdo dos valores
proximo a membrana, conforme a area dos gruposraanigovamente isso se deve ao
fato da carga na superficie ser menor.

A Tabela 7 apresenta os valores de potencial ealosl a 2A da primeira
membrana, para estimar o valor do potencial zetagmcondigdes aqui assumidas para

a solucéo.

Tabela 7

80 mV 26 mV 14 mV

Tabela 7: Valores em modulo do potencial médioAad2 membrana para cada valor da area por

molécula..

Em [31], € apresentado uma medida experimentalotenpial zeta, feita para
vesiculas contendo 20% de cardiolipina, em umac&olde 100mM de NaCl, empH
4,0, com &rea disponivel por molécula de 64A. wabtido foi de 45mV para o
potencial zeta. Aqui, utilizando o modelo para ®staesmas condicdes o valor
calculado é de 42mV, para uma distancia de 200vk @stmembranas.

Na Figura 5.5 estdo representados os valorepidleem funcdo da distancia,

para os trés valores d&, . Novamente, a maior variagdo dos valorespltb acontece

para 50&, no qual o valor eleva-se de 4,8 até 7,0 e aagéiz dos grupos constituintes

da membrana contribui para que exista essa diferemgalor dopH .
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Figura 5.5: pH em funcdo da distancia da superfiem Angstroms. Os valores da area dos grupos

ionizaveis saanostrados na legenda.

Um resultado experimental para fins de comparagdim © modelo aqui

apresentado pode ser encontrado em [24], panaHo na interface para vesiculas

compostas de cardiolipina e fosfatidilcolina. Codd#de cardiolipina e 200mM de sal,

o valor do pH na superficie cai para 6,0 comparado ao valod@fulk. Aplicando o

modelo para as mesmas condi¢des, o valor obtidesuparficie € de 5,7. O autor

apresenta outra medida, considerando 5mM de sal,gqual o valor dpH medido

nas vizinhangas da membrana vale 4,3; ao passo qalkeulado aqui para 5mM de sal
e 40% de cardiolipina € 4,2 na superficie.
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Capitulo 6

Conclusoes

Este trabalho teve como objetivo investigar umesist fisico bioldgico que é
constituido por duas membranas, separadas por istdadla fixa e em equilibrio com
o eletrdlito circundante. Nesta investigacdo a ohatmia proposta foi de descrever as
interacdes eletrostaticas que sdo envolvidas nensds utilizando a equacgdo de
Poisson-Boltzmann. Duas situacfes foram abordauasprimeira considerou-se o
sistema sO6 com contraions monovalentes positiva® esegundo considerou-se a
presenca de um eletrélito adicional além dos c@risa Na primeira situacao a equacao
de Poisson Boltzmann foi resolvida analiticamentenae segunda por integracéo
numeérica. Este eletrdlito foi considerado comouwmivalente e como bi-univalente.

A investigacdo se deu particularmente sobre gaelaxistente entre pH e a
ionizacdo dos grupos que constituem as membramaa. dplicacdo para este modelo
tedrico simplificado é o espaco intermembranas dacdndria, que possui condi¢cdes
semelhantes ao problema estudado. O modelo mastreticiente em calcular valores
do potencial nas vizinhancas da membrana e apoesbof concordancia com valores
experimentais de medidas g1 e de potencial na superficie para sistemas moédelo.
abrangéncia do modelo também foi elevada, mesmeidemando as condi¢cdes de
simplificacdo do problema; desta maneira pode-seloy que o modelo funciona a
contento.

O comportamento resultante mostrou também que iaaigho contribui para
estabilizar eletricamente a solugdo entre as marabr@ também contribui para manter

um gradiente depH nas proximidades da membrana. A presenca de B®lncao
facilita a ionizacdo e também contribui para alektde dos valores dgpH nas

vizinhancas da membrana. Seguindo esse raciogode-se admitir que no sistema
biolégico do espago intermembranas da mitocondriaiosizacdo dos grupos
constituintes da membrana interna, como por exemalccardiolipina, deve ter

influéncia nopH da regiao.
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Apéndice A

Programa em linguagem Fortran, desenvolvido pagawgar os célculos para o

sistema composto apenas de contraions.

PROGRAM contraion
C programa para estudar o comportamento derdeagranas na
C presencga de contraions.

IMPLICIT REAL*8 (A-H,K-2)
DIMENSION A1(5),A2(5),ROO(500),P(500), CAMP @)
DIMENSION FI(500),EFI(500),KSI(500),CHION(5PO

DATA KB,QE,EPSLO,NA,PI/1.380662D-23,1.60213F819,8.8541878D-12,
C 6.022045D 23,3.141592654D 00/

DATA A1(1),A1(2),A1(3)/0.4478566D04,-0.61308201,0.1712587D-01/

DATA A2(1),A2(2),A2(3),A2(4),A2(5)/0.8774702D2,-0.4018290D 00,
10.1023978D-02,-0.2758337D-05,0.6822337D-08/

OPEN(UNIT=11,FILE="contraion.dat’)
OPEN(UNIT=12,FILE="contraionfi.out')
OPEN(UNIT=13,FILE="contraionCOD.txt")
OPEN(UNIT=14,FILE="contraionALFA.txt")
OPEN(UNIT=15,FILE="contraionfi.txt")
OPEN(UNIT=16,FILE="contraionroo.txt’)
OPEN(UNIT=17,FILE="contraionph.txt)
OPEN(UNIT=18,FILE="contraionPRESSAO.txt")
OPEN(UNIT=19,FILE="contraionCAMPO.txt")

READ(11,1001) TEMP,AM,PK,L
WRITE(*,*) TEMP,AM,PK,L
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1001 FORMAT(4D15.5)
READ(11,1002) INPT
1002 FORMAT(I5)

T=273.15D 00+TEMP
KT=KB*T

C  Calculo do produto i6nico da agua.
PIA=0.0D0
DO 100 I=1,3
PIA=PIA+AL1(1)*T**(1-2)
100 CONTINUE
e e
C  Calculo da constante dielétrica da agua.
Z=0.0 D 00
DO 200 I=1,5
Z=Z+A2(1)*TEMP**(I-1)
200 CONTINUE
CDh=z

EPSL=EPSLO*CD

CDISS=10.D 00**(-PK+3.D 00)
LAMB=DSQRT((EPSL*KT)/(2.D 00*QE*QE*NA))
WRITE(*,*)LAMB

C1=(QE*L)/(4.D 00*LAMB*AM)

C2=((2.D 00*LAMBI/L)*(2.D 00*LAMB/L))/CDISS

X=0.7D 00
NT=0

310 CONTINUE
NT=NT+1
Y=(PI/2.D 00)-C1*DTAN(X)/(1.D 00+C2*(PI-2.D@X)*
1(PI-2.D 00*X)/(DSIN(X)*DSIN(X)))



DIF=DABS(X-Y)

IF (DIF .LT. 1.D-09) GO TO 320
X=(X+Y)/2.D 00

IF (NT .GT. INPT) GO TO 320
GO TO 310

320 CONTINUE

X1=X

C0=4.D 00*LAMB*LAMB/(L*L)*(PI-2.D 00*X1)*(PI- 2.D 00*X1)
D=PI/DSQRT(CO)-L/(2.D 00*LAMB)

WRITE(*,*)CO,D

EFI0=SIN(X1)*SIN(X1)

ALFA=1.D 00/(1.D 00+CO/(CDISS*EFI0))

WRITE(*,*)ALFA

C3=DSQRT(C0)/2.D 00

KSI(1)=0.D 00
DKSI=L/(2.D 00*LAMB)/DFLOAT(50)

DO 400 J=2,51
KSI(J)=KSI(J-1)+DKSI
EFI(J)=SIN(C3*KSI(J)+C3*D)*SIN(C3*KSI(J)+C3*P

EFI00=SIN(C3*D)*SIN(C3*D)

CAMPO(J)=(DSQRT(CO)*(COS(C3*KSI(J)+C3*D)))SB(C3*KSI(J)+C3*D)
CAMPOO0=(DSQRT(CO0)*(COS(C3*D)))/SIN(C3*D)

ROO(J)=CO/EFI(J)
CHION(J)=-DLOG10(ROO(J)*1.D-03)

FI(J)=DLOG(EFI(J))

ROOO=CO/EFIO0
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SIGMA=-(QE*ALFA)/AM
P(J)=NA*ROOO*KT-(CAMPOO*CAMPOO)*NA*KT

WRITE(12,LAMB*KSI(J),FI(J)

WRITE(15,*)LAMB*KSI(J),FI(J)
WRITE(16,*)LAMB*KSI(J),ROO(J)
WRITE(17,*)LAMB*KSI(J),CHION(J)
WRITE(18,*)LAMB*KSI(J),P(J)
WRITE(19,*)LAMB*KSI(J),CAMPO(J)

400 CONTINUE

WRITE(13,%)C0,D
WRITE(14,*)ALFA

CLOSE(11)
CLOSE(12)
CLOSE(13)
CLOSE(14)
CLOSE(15)
CLOSE(16)
CLOSE(17)
CLOSE(18)
CLOSE(19)

STOP
END
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Apéndice B

Programa em linguagem Fortran, desenvolvido pagawgar os célculos para o

sistema composto de contraions e eletrdlito adacion

PROGRAM numerico
C PROGRAMA PARA CALCULAR NUMERICAMENTE O POTENGL.

IMPLICIT REAL*8 (A-H,K-2)

DIMENSION A1(5),A2(5),CAMPO(700),CAMPON(700)

DIMENSION FI(700),KSI(700),CHION(700),X11(7R%21(700),X31(700)
DIMENSION QION(7),CIOND(7),CION(7),CTOTAL(7QICONBP(700)
DIMENSION CIONR(7,700),FIN(700),CONMP(700), B®IN(700)
DIMENSION P(700),LCTOTAL(700),CIONRL(7,700)

DATA KB,QE,EPSLO,NA,PI,E/1.380662D-23,1.60ZB3D-19,

C 8.8541878D-12,6.022045D 23,3.1415926540.00828183D 00/
DATA A1(1),A1(2),A1(3)/0.4478566D04,-0.61308201,0.1712587D-01/
DATA A2(1),A2(2),A2(3),A2(4),A2(5)/0.8774702D2,-0.4018290D 00,

10.1023978D-02,-0.2758337D-05,0.6822337D-08/

OPEN(UNIT=11,FILE="numerico.dat’)
OPEN(UNIT=12,FILE="numerico.out’)
OPEN(UNIT=13,FILE="ions.dat")
OPEN(UNIT=14,FILE="numericofi.txt")
OPEN(UNIT=15,FILE="numericoint.txt’)
OPEN(UNIT=16,FILE="numericoCTOTAL.txt")
OPEN(UNIT=17,FILE="numericoCONMP.txt")
OPEN(UNIT=18,FILE="numericoCONMN.txt")
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OPEN(UNIT=19,FILE="numericoCONBP.txt')
OPEN(UNIT=20,FILE="numericoPH.txt")

READ(11,1001) TEMP,AM,PK,PH
READ(11,1001) L,BETA

1001 FORMAT(4D15.5)
READ(11,1002) INPT,INITER
READ(13,1002) INQ

1002 FORMAT(2I5)

e e
T=273.15D 00+TEMP
KT=KB*T

C CALCULO DO PRODUTO IONICO DA AGUA
PIA=0.0D0
DO 100 1=1,3
PIA=PIA+AL(1)*T**(1-2)
100 CONTINUE
G o
C CALCULO DA CONSTANTE DIELETRICA DA AGUA
Z=0.0 D 00
DO 200 1=1,5
Z=Z+A2()*TEMP**(I-1)
200 CONTINUE
CD=Z

EPSL=EPSLO*CD
LAMB=DSQRT((EPSL*KT)/(2.D 00*QE*QE*NA))
CDISS=10.D 00**(-PK+3.D 00)
CLAMB=LAMB*QE*QE/EPSL/KT

WRITE(**) CLAMB,EPSL,KT

QION(1)=1.D 00
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QION(2)=-1.D 00
QION(3)=0.D 00
QION(4)=0.D 00
QION(5)=0.D 00
CIOND(3)=0.D 00
CIOND(4)=0.D 00
CIOND(5)=0.D 00

IF (INQ.LE.2) GO TO 120

DO 210 1=3,INQ
READ(13,1001)QION(I),CIOND())
WRITE(*,*)QION(I),CIOND(I)

210 CONTINUE

120 CONTINUE

CION(1)=10.D 00**(-PH+3.D 00)

CION(2)=10.D 00**(-PIA+6.D 00)/CION(1)
CION(3)=CIOND(3)
CION(4)=CIOND(4)+CION(1)-CION(2)

IF (INQ.GT.4) CION(4)=CION(4)+2.D 00*CIOND(5)

IF (INQ.GT.4) CION(5)=CIOND(5)
SQ=CION(1)-CION(2)+CION(3)-CION(4)+2.D 00*CNY5)

DO 220 I1=1,INQ
WRITE(*,*)QION(I),CION(I)

220 CONTINUE

C

KSI(1)=0.D 00
DKSI=L/(2.D 00*LAMB)/DFLOAT(2*INPT)
DKSI1=DKSI/3.D 00

DO 300 J=2,2*INPT+1
KSI(J)=KSI(J-1)+DKSI
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300 CONTINUE

DO 302 J=1,2*INPT+1
FI(3)=0.D 00
CAMPO(J)=0.D 00
P(J)=0.D 00
DO 301 1=1,INQ
CIONR(I,J)=CION(I)
301 CONTINUE
302 CONTINUE
C __________________________________
INSS=0
ALFA=0.D 00
800 CONTINUE
C __________________________________
K1=DLOG10(E)
ALFAX=1.D 00/(1.D 00+10**(PK-PH-FI(1)*K1))
ALFA=BETA*ALFA+(1.D 00-BETA)*ALFAX

DO 400 1=1,2*INPT+1
X=0.D 00
DO 401 J=1,INQ
X=X+CIONR(J,)*QION(J)

401 CONTINUE
CTOTAL(l)=X

400 CONTINUE

e e

X=0.D 00
DO 500 I=1,INPT
J=2*1+1
X=X+DKSI1*(CTOTAL(J-2)*KSI(J-2)+4.D 00*CTOTAIJI-1)*
1KSI(J-1)+CTOTAL(J)*KSI(J))
X11(J)=X/2.D 00

500 CONTINUE




X11(1)=0.D 00

DO 501 I=1,INPT

J=2%1

X11(J)=(X11(J-1)+X11(J+1))/2.D 00
501 CONTINUE

DO 502 I=1,2*INPT+1
X11()=X11(2*INPT+1)-X11(1)
502 CONTINUE

CFIN=CLAMB*ALFA/AM
RBX=KSI(2*INPT+1)

X21(1)=0.D 00
X=0.D 00
DO 600 I=1,INPT
J=2*1+1
X=X+DKSI1*(CTOTAL(J-2)+4.D 00*CTOTAL(J-1)+CTTAL(J))
X21(J)=X/2.D 00
600 CONTINUE

DO 601 I=1,INPT

J=2*1

X21(J)=(X21(J-1)+X21(J+1))/2.D 00
601 CONTINUE

X31(1)=0.D 00
X=0.D 00
DO 860 I=1,INPT
J=2*1+1
X=X+DKSI1*(CTOTAL(J-2)+4.D 00*CTOTAL(J-1)+CTTAL(J))
X31(J)=X/2.D 00
860 CONTINUE



DO 801 I=1,INPT

J=2%|

X31(J)=(X31(J-1)+X31(J+1))/2.D 00
801 CONTINUE

CFI=-CLAMB*ALFA/AM

DO 620 I=1,2*INPT+1
FIN(I)=CFI*(KSI(2*INPT+1)-KSI(1))-X11(I)-X210)*KSI(1)+
1KSI(2*INPT+1)*X21(2*INPT+1)

620 CONTINUE

X=FIN(I+2*INPT+1)

DO 630 1=1,2*INPT+1

FIN(I)=FIN(I)-X

FI(I)=BETA*FI(I)+(1.D 00-BETA)*FIN(])
630 CONTINUE

G e e e
C CAMPO ELETRICO

DO 820 I=1,2*INPT+1
CAMPON(1)=CFIN-X31(1)
820 CONTINUE

X=CAMPON(I+2*INPT+1)

DO 830 I=1,2*INPT+1

CAMPON(I)=CAMPON(I)-X
CAMPO(I)=BETA*CAMPO(I)+(1.D 00-BETA)*CAMPON()



830 CONTINUE

DO 700 J=1,5
DO 710 I=1,2*INPT+1
CIONR(J,1)=CION(J)*DEXP(-QION(J)*FI(1))

710 CONTINUE

700 CONTINUE

ITEST=0
DO 320 I=1,2*INPT+1
IF(DABS(FI(1)).LT.1.D-08)GO TO 320
IF(DABS((FI(I)-FIN(I))/FI(1)).GT.1.D-06) ITES=1

320 CONTINUE
INSS=INSS+1
IF(INSS.GE.INITER)GO TO 330
IF(ITEST.EQ.0.AND.INSS.GT.10)GO TO 330
GO TO 800

330 CONTINUE

WRITE(*,*)INSS
WRITE(*,*)ALFA

DO 900 I=1,2*INPT+1
CONMP(I)=CION(3)/DEXP(FI(1))
CONMN(I)=CION(4)*DEXP(FI(1))
CONBP(I)=CION(5)/DEXP(2.D 00*FI(l))
CHION(I)=-DLOG10(CION(1)/DEXP(FI(])))
WRITE(17,1001)LAMB*KSI(l), CONMP()
WRITE(18,1001)LAMB*KSI(1), CONMN(I)
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WRITE(19,1001)LAMB*KSI(l), CONBP(I)
WRITE(20,1001)LAMB*KSI(1), CHION(])
WRITE(12,1001)LAMB*KSI(1),FI(1), CTOTAL())
WRITE(14,1001)LAMB*KSI(1),FI(l)
WRITE(15,1001)X11(1),X21(1),X31(l)
WRITE(16,1001)LAMB*KSI(l),CTOTAL(I)

900 CONTINUE

CLOSE(11)
CLOSE(12)
CLOSE(13)
CLOSE(14)
CLOSE(15)
CLOSE(16)
CLOSE(17)
CLOSE(18)
CLOSE(19)
CLOSE(20)

END
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