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Resumo

A adsorcao de proteinas em superficies porosas carregadas tem sido amplamente inves-
tigada devido ao seu potencial de aplicacao nas areas de biotecnologia e biomedicina,
como em biossensores e drug delivery. Em geral, a adsor¢ao é favorecida em pH proximo
do ponto isoelétrico (pl) da proteina, no qual a repulsao eletrostética proteina-proteina
¢ minimizada, e os patches de carga de sinal oposto a da superficie promovem a atracao
proteina-poro. Entretanto, resultados experimentais da adsorcao do citocromo ¢ em
mesoporos de silica SBA-15 mostraram que o pH no qual ocorre a maxima adsor¢ao
esta significativamente abaixo do pl da proteina. Nossa hipétese é que o mecanismo de
regulacao de carga pode ser importante para esse comportamento. Para investigar essa
questao, estudamos a adsorcao do citocromo ¢ enovelado, utilizando um modelo simpli-
ficado baseado em estrutura, por meio de simulagdes computacionais de Monte Carlo a
pH constante. A proteina foi confinada em um poro cilindrico carregado negativamente
e foram avaliados os efeitos do pH, da concentracao de sal e do raio de confinamento
na distribuicao de cargas da proteina e na energia de ligacao proteina-superficie. Nos
observamos que a regulacao de carga causada pela presenca da superficie favorece a
protonagao dos residuos ionizaveis da proteina, mas esse comportamento ¢é invertido
para pH > pl. Esse aumento da carga liquida resulta em menores energias de ligagao
para raios maiores e salinidades menores. Também vimos que a regulacao de carga
aumenta a estabilidade da orientacao do citocromo c¢ durante a adsorgao, além de
possibilitar que a adsor¢ao ocorra em pH = pl, o que nao acontece sem considerar a

regulacao de carga.

Palavras-chave: Adsorcao de proteina. Regulagao de carga. Citocromo ¢. Método de
Monte Carlo.



Abstract

Protein adsorption onto charged porous surfaces has been extensively investigated
in the literature due to its applicability in biotechnology and biomedicine, such as
biosensors and drug delivery systems. Typically, adsorption is favored in pH values close
to the protein’s isoelectric point (pI), in which protein-protein electrostatic repulsion is
minimized and the oppositely charged regions of the protein promote protein-surface
attraction. However, experimental results of cytochrome ¢ adsorption into SBA-15
silica mesopores have shown that the pH at which maximum adsorption occurs is
significantly below pl. We propose that the charge regulation mechanism might play
a crucial role in this behavior. To address this hypothesis, we employ pH-constant
Monte Carlo simulations with a simplified structure-based model of folded cytochrome
¢, confined within a negatively charged cylindrical pore. We evaluate the effects of
pH, salt concentration and confinement radius on the protein’s charge distribution and
the protein-surface binding energy. Our results indicate that the charge regulation
induced by the surface promotes the protonation of titratable residues in the protein,
although this behavior is inverted for pH > pl. This increased charge state results
in lower binding energies for larger confinement sizes and lower salinities. We have
also shown that charge regulation increases the stability of cytochrome c¢ orientation
during adsorption and promotes adsorption at pH = pl, which does not occur without

employing charge regulation.

Keywords: Protein adsorption. Charge regulation. Cytochrome c¢. Monte Carlo
method.
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1 Introducao

A adsorcao de proteinas em superficies é um tema que vem sendo estudado
hé décadas [1, 2|, dada a importancia de se entender tanto os recorrentes processos
naturais envolvendo esse tema, como atividade de anticorpos [1, 3], catalise enzimatica
[4-6], e sinalizagao transmembrana [7, 8], quanto possiveis aplicagoes biomédicas e
biotecnoldgicas, como sistemas de drug delivery [9-11] e biossensores [12, 13]. Nos dois
ultimos casos, destaca-se a adsorcao de proteinas em nanomateriais porosos, como a
silica, uma vez que o confinamento pode conferir as proteinas maior estabilidade térmica
e quimica [14, 15], protegendo contra sua desnaturacio e até contra decomposi¢ao
biolégica, devido ao poro ser menor do que estruturas bacterianas [16]. Os nanoporos
baseados em silicio, além de serem materiais biocompativeis [13], podem funcionar
como um dispositivo éptico, e hd décadas ja tém sido usados como biossensores [17].
Remédios anticancer possuem baixa solubilidade em dgua, de modo que o confinamento
em poros de silica, por possuir ampla area superficial e grande variabilidade de raio de
confinamento, surge também como uma boa opcao para entrega de drogas hidrofobicas
de diferentes tamanhos [10, 18].

Na literatura, o modelo predominante usado para descrever a adsorcao de
proteinas em superficies carregadas se baseia nas interacoes eletrostaticas. Esse modelo
leva em consideracao a competicao entre as interagoes repulsiva proteina-proteina e
atrativa proteina-superficie [14, 16, 19-21]. Com isso, espera-se que o pH no qual a
adsor¢ao é maxima ocorra no ponto isoelétrico (pl) da proteina [14, 16, 20]. Isso porque,
nesse pH, a repulsao proteina-proteina é minima e, por conta das proteinas serem
moléculas poliméricas com distribuicao heterogénea de cargas, as regides da proteina
de carga oposta a da superficie promovem a adsor¢ao por atracao eletrostatica [22-24].
Em valores de pH diferentes do pl, a repulsao entre as proteinas na solugao desfavorece
um maior empacotamento nos poros [16]. Embora a forga que leva a proteina a se ligar
a superficie carregada envolva mecanismos tanto entalpicos, como atracao eletrostatica
e forgas de Van der Waals, quanto entrépicos, como liberacao de contraions [25, 26],
o modelo eletrostatico é, em geral, suficiente para explicar a maioria das observacoes

experimentais referentes a adsor¢ao de proteinas [16].

Entretanto, o trabalho publicado em 2015 por Moerz e Huber [27], referente
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a adsorcao do citocromo ¢ em mesoporos de silica SBA-15, revelou um comportamento
que o modelo eletrostatico falha em explicar: é observada maxima adsor¢cao em pH
préximo de 7,5 que é significativamente abaixo do pl de 10,5 da proteina [28-30], o que
vai na contramao de alguns resultados obtidos em outros estudos [14, 20]. Os autores
afirmam, em seu trabalho, que os experimentos tipicamente utilizam superficies cobertas
por uma camada de polietilenoglicol (PEG), cuja expessura excede o comprimento
de Debye, o que pode afetar o comportamento esperado pelas previsdoes dos modelos
tedricos [16]. Ainda segundo os autores, outro aspecto importante a ser considerado
para o entendimento desses resultados, para além dos fatores entdlpicos e entrépicos
supracitados, é o mecanismo da regulagdo de carga (secao 1.2), que diz respeito a
forma como a distribui¢ao de cargas de uma molécula é perturbada ao se aproximar de
um campo elétrico externo [31, 32]. Mais especificamente, uma superficie carregada
em uma solugdo ibnica resulta em uma interface com distribuicao desigual de ions,
culminando em um pH local que difere do pH no bulk da solucao [33]. Assim, alguns
residuos de aminoacido ionizaveis da proteina podem apresentar uma carga alterada na
interface em relacdo ao caso livre em solugao, o que afeta a maneira como a proteina
interage eletricamente com a superficie. A prépria adsor¢ao também afeta o potencial
e a distribuicao de cargas na interface, gerando uma contribuicao adicional a energia
livre do sistema [34], o que resulta em uma afinidade eletrostitica que nao segue

necessariamente as previsoes do modelo eletrostatico [33].

Contudo, em trabalhos experimentais, o fator limitante para a inclusao do
mecanismo de regulacao de carga na interpretagao de resultados é a dificuldade em
quantificar seu impacto no experimento, ja que para calcular o pH da superficie é
preciso conhecer o potencial superficial, que é afetado tanto pela protonacao dos grupos
silanol da silica, quanto pela carga e quantidade de proteinas adsorvidas. Além disso,
mesmo sabendo o potencial e a alteracao do valor do pH, ainda seria preciso conhecer
informacoes especificas da proteina, como a distribuicdo de seus grupos carregados e

como eles dependem do pH, sua estrutura e sua orientagdo durante a adsorgao [16, 27].

Com o objetivo de esclarecer os detalhes desses efeitos da regulacao de carga
na adsorgao de proteinas, Daniel L. Z. C. et al [35], em 2021, publicaram um trabalho
de simulagao computacional analisando os efeitos da regulagao de cargas na adsorcao
da lisozima em poro carregado. Um de seus resultados indicou que a regulacao de carga
promove uma mudanga de orienta¢ao dependente do pH que estabiliza a adsorgao [35].
Também descobriram que a minima energia de ligagdo ocorre em pH relativamente
préximo do pl da lisozima, que é o valor de pH, obtido por Moerz et al [27], em que
se observa maxima quantidade de proteina adsorvida nos poros. Embora os efeitos

associados a interagao proteina-proteina nao tenham sido contemplados nesse trabalho,
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os efeitos causados pela regulacdo de carga indicam que esse mecanismo pode ser

bastante importante para o entendimento de resultados experimentais.

Tendo em vista a continuidade do trabalho de Daniel, o presente trabalho
consiste num estudo dos efeitos da regulacao de carga na adsorgao do citocromo ¢
em um poro cilindrico carregado, via simulacao computacional de Monte Carlo a pH
constante, analisando a influéncia de diferentes condi¢oes de salinidade, pH e raio do
poro na energia de ligacao proteina-poro e na distribuicao de cargas da proteina, com o
objetivo de entender melhor o papel da regulagao de carga na adsorcao de proteinas
e como ele pode complementar o modelo eletrostatico estabelecido na literatura para

descrever esse tipo de sistema.

1.1 Proteinas

As proteinas tém papel vital no funcionamento biolégico, participando de
quase todas as fungoes celulares e constituindo cerca de 50% da massa celular [36, 37].
Podem desempenhar tanto func¢oes estruturais, como promover o transporte de outras
moléculas, clivar estruturas poliméricas de acidos nucleicos e compor a estrutura e
rigidez do citoesqueleto, quanto fungoes regulatorias, como formar canais que controlam
o transporte de substancias nas células, acelerar reagoes quimicas e sinalizar outras

moléculas com informagoes importantes para o funcionamento correto das células

36-38].

As proteinas sao biomoléculas poliméricas, cujos monoémeros da cadeia
principal sao os aminoacidos — moléculas compostas por um grupo amina, um acido
carboxilico e uma cadeia lateral, conforme a figura 1.1 [37]. A dltima tem grande
importancia na proteina, uma vez que ela ¢é a responsavel por diferir um aminoécido de
outro, e com isso atribuir caracteristicas a proteina, como estrutura, tamanho, carga e
solubilidade em dgua [36, 37, 39]. Os aminoacidos se ligam por meio da condensagao
quimica, que ocorre na ligacao covalente peptidica, onde uma molécula de dgua é liberada
para que 2 aminoacidos se liguem, formando uma cadeia de residuos de aminoacidos,
conhecida como polipeptideo [37]. A figura 1.2 ilustra a formacao de um dipeptideo.
Polipeptideos que possuem mais de 50 residuos, sao chamados de proteinas [36, 37]. Ao
todo, existem 20 aminoacidos que podem formar uma proteina in vivo, embora existam

outros aminodcidos nao essenciais [38, 40, 41].
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Fonte: Retirada do livro "Principios de Bioquimica de Lehninger" [37]
@
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&

Figura 1.1: Estrutura geral de um aminodcido. No esquema, um grupo amina (azul) e
um grupo carboxilico (vermelho) ligam-se ao carbono central (carbono-a ou C,), que além
do atomo de hidrogénio, também estd ligado a uma cadeia lateral (roxo) responsével por
distinguir os diferentes aminoacidos.

Fonte: Retirada do livro "Principios de Bioquimica de Lehninger" [37]
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Figura 1.2: Formagao da ligagao peptidica. No esquema, dois aminodcidos com cadeias
laterais R! e R? formam um dipeptideo, no qual o hidrogénio do grupo amino (R?) e a hidroxila
do grupo carboxilico (R!) formam uma molécula de d4gua por condensagio, estabelecendo
uma ligacao peptidica (sombreada) no dipeptideo.

1.1.1 Estrutura das proteinas

A estrutura de uma proteina é entendida em 4 niveis: a estrutura priméa-
ria, na qual a proteina é representada linearmente por sua sequéncia de residuos de
aminoacidos (figura 1.3-A); a estrutura secundaria (figura 1.3-B), que possui represen-
tagoes de estruturas locais na proteina (como a-hélice, folha-5 ou sem estrutura bem
definida, chamada de random coil); a estrutura terciaria, na qual hd uma organizagao
tridimensional da cadeia polipeptidica (figura 1.3-C); e a estrutura quaternaria, em que
as estruturas tercidrias se unem espacialmente (figura 1.3-D), formando um complexo
proteico [36-39)].
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Fonte: Adaptado do National Human Genome Reseach Institute (NIH) [42]
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Figura 1.3: Os 4 niveis estruturais da proteina. A estrutura primaria (A) é a sequéncia linear
dos residuos de aminoacidos na cadeia polipeptidica. A estrutura secundaria sdo conformacoes
espaciais locais na proteina (como folhas-3 e a-hélices) (B), compostas por um segmento de
residuos interconectados. Essas estruturas locais se arranjam tridimensionalmente para formar
um polimero emaranhado. Esse arranjo caracteriza a estrutura tercidria da proteina (C), que

depende da sequéncia linear dos residuos. Por fim, a estrutura quaterndria é a composicao
espacial de subunidades proteicas de estruturas tercidrias, formando o complexo proteico (D).

A estrutura tridimensional que a proteina assume é entendida como o estado
enovelado da proteina, ou estado nativo, pois é nessa conformacao que a proteina
desempenha suas fungoes bioldgicas, e o processo pelo qual uma proteina evolui da
estrutura priméria & tercidria ou quaterndria, ¢ chamado de enovelamento [37, 39].
Para que esses arranjos tridimensionais se formem e se estabilizem, tanto na estrutura
secundaria, como na terciaria e quaternaria, inimeras interacoes inter e intramoleculares
atuam na proteina, como ligagoes de hidrogénio, forcas de Van der Waals, interagoes
cletrostaticas e hidrofébicas [38, 43].

O enovelamento pode ser analisado por meio de uma grandeza importante
da fisica aplicada a biologia molecular e bioquimica, conhecida como energia livre. Essa
grandeza representa a energia que pode ser aproveitada para realizagado de trabalho ou
formacao de ligagdes quimicas [36, 37]. A energia livre G para o ensemble canénico, no
qual o niimero de particulas, o volume V e a temperatura T se mantém constantes, é
dada por G = H — TS, em que H ¢ a entalpia, dada por H = U + PV, uma funcao de
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estado que leva em conta a energia interna U de um sistema, e a energia de interagao
do sistema com o meio, descrita pelo produto da pressao P do meio com o volume V
do sistema. T é a temperatura e S é a entropia [44, 45]. Para que uma reagao quimica
ocorra de forma espontanea, a variacao de energia livre AG do sistema, a temperatura
T constante, deve ser negativa, isto é, a energia livre deve diminuir de um estado
para outro (AG < 0) [36, 37, 44]. Pela Segunda Lei da Termodindmica, a entropia do
universo, somando o sistema e a vizinhanca, nunca pode diminuir, isto é, AS i > 0,

sendo ASyniw = 0 em processos reversiveis e ASy,;, > 0 em processos irreversiveis [44].

A estrutura enovelada da proteina representa a configuragdo de minima
energia livre G do sistema, considerando tanto as interagdes intramoleculares (proteina
com ela mesma), quanto as interagoes intermoleculares (proteina-sistema). Isso inclui as
contribuig¢oes entalpica H, como as interagoes fracas supracitadas que formam e mantém
a estrutura enovelada, e entrépica T'S, que se relaciona com a liberdade conformacional
da cadeia polipeptidical e das moléculas do meio [38, 46]. Se fosse considerada apenas
a proteina, o processo de enovelamento leva a cadeia polipeptidica a uma diminuicao
da entropia, por estar bem ordenada numa conformacao mais rigida e menos flexivel, e
portanto AS,,,; < 0 [46]. Entretanto, considerando também a vizinhanga do sistema, as
moléculas de solvente que antes interagiam com a proteina (solvatagdo) sao 'liberadas'
ao sistema a medida que a cadeia se enovela e diminui sua superficie de contato, o
que garante um aumento da entropia das moléculas de solvente e do sistema como um
todo, portanto ASy,.o; + ASpeio = ASuniv > 0 [37, 38, 46]. Como o termo entrépico
contribui negativamente para a energia livre, quanto maior a temperatura ou o aumento

da entropia, menor o AG.

O enovelamento da proteina também depende das condi¢des do ambiente
em que a proteina se encontra, como o pH (se¢ao 1.1.2), a concentragio e o tipo de
soluto na solucao, a presenca de ions, a temperatura e a influéncia de outros corpos
na proteina. O processo de enovelamento realizado de forma errada pode acarretar
em doencas neurodegenerativas em humanos, como o mal de Alzheimer e o mal de
Huntington [36-39]

1.1.2 Influéncia do pH

O pH mede o grau de acidez de uma solucao aquosa. Quantitativamente, o

pH é calculado com base na concentracao de fons H* da solucdo em que se encontra.

INa fisica estatistica, a entropia de um corpo diz respeito & liberdade que esse corpo possui em um
espago de configuragdes (ou microestados) possiveis. Logo, a entropia da proteina é maior quando ela
pode acessar uma quantidade maior de conformacdes, e menor & medida que ela se enovela [46].
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Essa propriedade decorre do fato de que a agua pura possui um pequeno grau de
ionizagao, por meio do qual suas moléculas de H,O dissociam-se nos ions hidrogénio
(H*") e hidréxido (OH™), descrita pela reagao de equilibrio H,O = H* + OH ™, cuja

constante de equilibrio da reagao é:

[H"][OH"]
K., = , 1.1
1 [Hy0| (1.1)
onde | | denota a concentragdo molar. Como a concentracdo da dgua pura, a

temperatura ambiente de 298 K, é [H>0] = 55,5 mols/L, e a constante K., = 1,8x 1076
mol/L [37]), temos que:

[HT)[OH™] = K.q[Hy0] = 55,5 x 1,8 x 10716 ~ 1,0 x 107" (mols/L)*. (1.2)

O produto das concentragoes i6nicas da agua pura é uma constante, e o pH é definido

como:
pH = —log[HT]. (1.3)

Assim, o pH pode assumir valores em uma escala entre 0 e 14, a depender das concen-
tracoes de ions positivos e negativos. Quando essas concentracoes sao iguais, o pH é 7,0

e ¢ considerado neutro [36].

Alguns grupos quimicos também possuem a capacidade de se dissociar em
fons positivos e negativos quando em solucao aquosa, HA = H' + A~, e por conta
disso sdo considerados grupos ionizaveis. Sua constante de equilibrio K, é dada por:

[H][A7]
K,=—-+— e pK,=—log(K,), 1.4
sendo que o pK, ¢é conhecido como a constante de dissociagao acida de um grupo

ionizavel.

Para entender melhor o que essa grandeza representa na fisica de biomoléculas
e complementar a abordagem fisico-quimica que fizemos até agora, vamos interpretar o
efeito do pH do ponto de vista estatistico. Em uma solugao idnica, a agitacao térmica
das moléculas dita um comportamento dinamico da reagao de ionizagao descrita pela
equagao 1.4. Isso quer dizer que quando a espécie HA é formada, ela logo sera dissociada
novamente nos fons H* + A~ até que essa reacao reversivel atinja o equilibrio, no qual
[HA] e [A™] s@o formados a uma taxa que os mantém, em média, constantes [47]. Ainda
assim, o proton H™ continua em constante processo de dissociacao e associacao, e a
probabilidade de que ele esteja ligado ou livre em solugao, em um determinado instante,

depende da relacao de concentracoes das espécies iGnicas na solugao. A equacgao 1.4
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Tabela 1.1: pK, dos aminoécidos de cadeia lateral ionizével em solucao aquosa

Aminoacido Tyr Cys Lys His Arg Asp Glu
pK. 9,6 8,2 10,6 6,3 12,0 4,0 4,5
Fonte: Retirada do trabalho de Daniel L. Z. C. et al [35]

apresenta a constante K, que estabelece essa relagdo. Se o pH = pK,, entao

log[Ht] = — n o HTAT] A

logl[H"] = —log(K,) = [H"] = = [HA] = [A7]. (1.5)
[HA]

Assim, o pK, determina o valor do pH em que a probabilidade do grupo A estar

protonado ou desprotonado é a mesma. Em outras palavras, quando pH < pK,, o

grupo tem probabilidade maior de estar protonado. Quando pH > pK,, é mais provavel

que esteja desprotonado. [36, 37].

A carga de um aminoéacido livre em funcao do pH é determinada pelo pK,
dos grupos quimicos ionizdveis que o formam. Tanto o grupo HsN* quanto o COO~ de
um aminodcido (figura 1.1) sao ionizaveis. O grupo carboxila pode ganhar prétons num
pH mais acido e se tornar COOH, ou num pH mais béasico, o grupo amina pode perder
um préton e se tornar NH,. Esses dois grupos estao presentes em todos os aminoacidos,
e o pK, deles nao difere muito de um para outro. Dos 20 aminoécidos padrao, o pK,
do COO™ varia entre 1,8 e 2,4, enquanto o pK, do grupo H3N™ varia entre 8,9 e 10, 9.
Assim, em pH neutro predomina a forma zwitterionica do aminoécido, isto é, uma

regido positiva (amina) e uma negativa (carboxila) [37].

Entretanto, com excegiao dos residuos terminais de uma proteina (das extre-
midades), mais conhecidos como N-terminal e C-terminal, os aminodcidos presentes nas
proteinas nao estao livres, pois os grupos amina e carboxila estao ligados covalentemente,
formando a ligacao peptidica (figura 1.2) e, com isso, ndo sdo mais ionizaveis. Sendo
assim, a diferenca de carga elétrica entre proteinas distintas se origina da cadeia lateral
dos residuos de aminoacidos. Nem todos os aminoacidos possuem cadeias laterais capa-
zes de receber ou doar prétons - dos 20 aminoacidos padrdes, apenas 7 sao ionizaveis: a
tirosina (Tyr), a cisteina (Cys), a lisina (Lys), a histidina (His), a arginina (Arg), o
acido aspéartico (Asp) e o acido glutdmico (Glu). Seus valores de pK, estao dispostos
na tabela? 1.1. Sao eles os responsaveis por formar a distribuicdo de cargas de uma

proteina em um determinado pH [37].

A importancia do pH em sistemas biologicos é grande, uma vez que pratica-

mente todos os processos biolégicos dependem do pH. Variagoes neste grau de acidez

20 pK, da cistefna foi retirado do livro "Principios de Bioquimica de Lehninger" [37]
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Fonte: Retirada do livro "Principios de Bioquimica de Lehninger" [37]
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Figura 1.4: Estrutura geral do grupo heme. Este grupo prostético est presente na mioglobina,
na hemoglobina, nos citocromos e outras hemoproteinas. Sua estrutura é formada por um
anel organico de protoporfirina ligado a um atomo de ferro (Fe-Protoporfirina-I1X), que realiza
6 ligacoes coordenadas: 4 covalentes no plano da molécula e 2 axiais perpendiculares ao plano.
Os grupos vinil (CH2=CH) circulados de magenta na imagem formam ligacdo covalente com
os residuos de cisteina 14 e 17 do citorcromo c.

podem influenciar atividades importantes como mecanismos de reacao de enzimas [48],
ou mesmo a prépria estrutura de biomoléculas, como a desnaturacao de uma proteina

induzida por acidos ou o enovelamento errdneo da proteina [36, 49].

1.1.3 O citocromo c e o grupo heme

Nem todas as proteinas sao constituidas apenas por residuos de aminoacidos.
Algumas também contém outros componentes quimicos permanentemente associados a
suas cadeias. Esses componentes sao conhecidos como grupos prostéticos. Exemplos
conhecidos sao as glicoproteinas, cujo grupo prostético sao agticares, ou as lipoproteinas,
que possuem lipideos. Geralmente, o grupo prostético desempenha uma fungao biologica
importante, como também ocorre com as hemoproteinas (ou proteinas-heme), que
possuem um grupo heme [37]. O grupo heme é uma estrutura complexa organica em
anel, a protoporfirina-IX, que se liga a um dtomo de ferro no estado ferroso (Fe*")
(figura 1.4). Existem diferentes tipos de grupos heme, cada um podendo desempenhar

um tipo de fungao [50].

As hemoproteinas, como a hemoglobina, estudadas desde 1850 [51], estao
presentes universalmente em quase todos os organismos aerdbicos [52] por possuirem

fungoes importantes, atribuidas ao grupo heme, nas células. Por exemplo, na hemoglo-
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Fonte: Retirada do livro "Principios de Bioquimica de Lehninger" [37]
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Figura 1.5: Grupo prostético heme do citocromo c. Liga-se covalentemente ao citocromo ¢
por meio de duas ligagoes tioéster (azul) com duas cisteinas (Cys) da proteina. J4 o ferro,
no estado nativo da proteina, realiza 2 ligagGes nao-covalentes perpendiculares ao plano da
protoporfirina com o citocromo ¢: uma histidina e uma metionina.

bina, o grupo heme se liga reversivelmente a uma molécula de oxigénio por meio do seu
atomo de ferro, conferindo & hemoglobina a capacidade de transporte de oxigénio dos

pulmoes para os tecidos [36, 37].

Os citocromos sao uma familia de hemoproteinas globulares, nos quais o
grupo heme atua como transportador de elétrons, devido a func¢ao oxirredutora do
atomo de ferro, em que ele pode alternar entre o estado férrico (3%) e ferroso (27).
Seu nome ¢é dado porque os citocromos surgem como pigmentos celulares em alguns
métodos de espectroscopia e sao localizados, em geral, na membrana citoplasmatica
[37, 50]. Os citocromos atuam na cadeia transportadora de elétrons, processo encontrado
na membrana interna da mitocondria e envolvido na respiracao celular, no qual os
elétrons sao transferidos através de uma cadeia de diferentes complexos enzimaticos,
mediados por proteinas transportadoras, como o citocromo ¢. Ao fim do processo, os
elétrons entram no complexo citocromo-oxidase, onde se combinam com uma molécula
de oxigénio O para a formacao de dgua [37]. Em nosso trabalho, estudaremos o

citocromo do tipo ¢ (ou citocromo c).

Os citocromos ¢ sao proteinas globulares de pouco mais de 100 residuos
de aminodcidos, cujo grupo heme é do tipo ¢ (heme ¢). O heme ¢ consiste numa
Fe-protoporfirina-IX ligada a proteina, por meio de dois grupos vinil (CH2=CH),
realizando ligacao tioéster com as cisteinas 14 e 17 do motivo peptidico Cys-X-X-Cys-
His [50, 53, 54]. A representacgao bidimensional da estrutura do heme ¢ é exibida na
figura 1.5.  No estado nativo do citocromo ¢ (figura 1.6), o ferro do grupo heme

também realiza duas ligagoes axiais nao-covalentes: uma com a His-18, do motivo
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Fonte: Retirada do PDB da proteina 2B4Z (citocromo ¢ de coragdo bovino) [29]

Figura 1.6: Representacdo visual da estrutura do citocromo c¢. A esquerda, a estrutura
completa da proteina, onde o grupo heme esta representado em verde. A direita, o grupo heme
(azul) em detalhes, realizando ligagdes nao-covalentes com a Met-80 e a His-18 da proteina
(laranja).

CXXCH supracitado, e outra com a Met-80 (figura 1.6) [29, 54, 55]. Além do transporte
de elétrons, os citocromos do tipo ¢ também podem atuar em sitios cataliticos de
enzima [53, 56] e em apoptose celular [37, 57]. O grupo heme também é importante
no processo de enovelamento do citocromo ¢, nao s6 porque atua como um sitio de
nucleagao para ligacao de cadeias laterais de aminoacidos, mas também por possuir
uma grande superficie hidrofébica [58, 59]. Sob condic¢oes de desnaturagio, causadas
por hidroclorido de guanidina ou ureia, a ligacgao do heme com a Met-80 ¢ perdida,
mas sdo mantidas tanto a ligacao com a His-18, quanto as ligagdes covalentes [50, 55].
Na condicao de apocitocromo, isto é, citocromo sem o grupo prostético, a proteina se

encontra desenovelada [60].

1.2 Regulacao de Carga

Para melhor entendimento do mecanismo de regulacao de carga, vamos
considerar novamente a reacao de equilibrio de um grupo ionizdvel, HA = H™ + A~
mas levando em conta as interagdes idnicas com outros corpos carregados. A constante
de equilibrio K, dessa reagao é dada por:

HT][A~ -
K, = wa3 K, = w, (1.6)
[HA] YHA
sendo K, a constante de atividade, definida pelos coeficientes de atividade v, que
compreende interagoes quando a solu¢ao nao é considerada infinitamente diluida (i.e.

fora da idealidade, quando v = 1) [32, 45]. Rearranjando a equagao e aplicando o
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logaritmo, temos:

A7l VA~
log(K,) —lo H™) =1o [) +1lo () . 1.7
a(15) = togCe 117]) = tog( 5]} 1o 22 (17)
Substituindo as equagoes 1.3 e 1.4 na ltima, obtemos:

[A7] ) (”YA—)
—log| ——= | = —pH + pK, + log| — 1.8

[HA]> (%m)
—log| —— | = pH — pK, + log| — 1.9
(i B\ o

A partir da equacao 1.9 podemos entender o efeito da regulacao de carga
no comportamento do estado de protonacao de grupos ionizaveis, como em proteinas,
do ponto de vista fisico-quimico. O termo do lado esquerdo da equacgao caracteriza a
carga média do grupo ionizavel A, uma vez que os fons positivos estdo constantemente
se associando e dissociando do grupo, por conta da agitagao térmica da solugao [32].
Como discutido na se¢ao 1.1.2, quando pH é muito diferente do pK,, a probabilidade é
alta do grupo se encontrar protonado (pH < pK,) ou desprotonado (pH > pK,). Nesse
caso, a diferenca pH — pK, deve ser decisiva na média da carga do grupo ionizavel. No

entanto, quando pK, ~ pH, a equagao 1.9 se torna

- log<%> ~ log<::jf> , (1.10)

de modo que a carga média passa a depender muito dos coeficientes de atividade ~.
Numa soluc¢ao ideal desconsiderando interagao com outros corpos, v = 1 e nao ha
alteragao na carga média do grupo ionizavel. Mas quando esse grupo se aproxima de
outro corpo carregado, como uma proteina se aproximando de uma superficie carregada,
os coeficientes de atividade passam a ditar o comportamento de protonagao do grupo,
que se torna muito diferente de quando ele esta livre em solugdo. Esse mecanismo que
altera a configuracdo de cargas de uma molécula, devido a presenca de uma regiao

carregada, é chamado de regulagao de carga [31, 32].

A regulagao de carga pode ser entendida como uma alteragao no pH de
uma regiao devido a presenca de um potencial externo. O potencial de uma superficie
carregada, como uma membrana, uma proteina ou um poro, atrai ions de carga oposta
a da superficie (contraions), ilustrado na figura 1.7, o que perturba o pH da vizinhanga
dessa superficie e modifica o estado de protonacao de uma molécula ionizavel que se
aproxima dessa regiao. Ou seja, a diferenca pH — pK, é alterada, e isso causa uma

regulacao de cargas nos grupos ionizéveis da molécula [31, 32, 61].



1.2. Regulagao de Carga 28

Fonte: Retirada do trabalho de Podgornik et al [61].
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Figura 1.7: Tlustracdo da presenga de contraions positivos atraidos por uma superficie
carregada negativamente. Além de causar um efeito de blindagem eletrostatica no potencial
da superficie, os contraions também promovem uma perturbacao do pH local, originando um
efeito de regulacdo de carga em corpos préximos a superficie.

Como discutido na secao 1.1.2, o processo de protonacdo de um grupo
ionizavel é dindmico - os prétons nao ficam ligados ou desligados o tempo todo, mas
tém probabilidade de estarem ligados ou nao. Podemos retomar essa interpretacao,
agora empregando o formalismo da mecanica estatistica. Vamos retornar a equagao 1.9,
mas considerando novamente a idealidade do sistema, em que v = 1. Neste caso,

— ln(@) = (pH — pK,)In 10. (1.11)
[A7]
A diferenga de energia livre AG entre os estados protonado (HA) e desprotonado (A7)
do grupo ionizével A é expressa por AG = —kgT In ([HA|/[A™]), ou, em termos do pH
e do pK, [31, 32]:

HA
= BAG = —ln<[[A]]> = (pH — pK,)In 10, (1.12)
sendo ! = kgT. Definimos, entdo, a funcao particao ¢ desse sistema de dois estados,
considerando que no estado desprotonado, a energia G 4- = 0. Assim,
(= e = e FCa 4 A0 = | 4 o~ (PH—PKe)In10 (1.13)

e, com isso, equacionamos o valor esperado da valéncia do grupo ionizavel A:

(z) = (1.14)
¢ ¢
Para grupos acidos, z,- =—1, para basicos, z,- =0, € zyy =2,- + 2,4+, onde z,+ = +1
para protons, de modo que
B _ (pH—pK,)In10
() = Za- 4 (24— +24+) € (1.15)

¢



1.2. Regulagao de Carga 29

A flutuacgao de carga do sitio de ligacao é dada pela variancia c

c= <z2> - <Z>2 - 22 e®H—PKa)In 10 _ zgr 0(2)

2 T In100pH’ (1.16)

A variancia ¢ pode ser interpretada como uma medida da quantidade de
carga que pode ser induzida em um sitio de ligacdo por uma variacao do pH. Alguns
trabalhos definem ¢ como a capacitancia, relacionada a uma resposta da carga do
sistema a uma perturbacao elétrica externa. Dessa forma, ela pode ser um parametro

quantitativo para a regulagao de carga [31, 32, 62, 63].

Se agora considerarmos duas moléculas, A e B, com cargas pontuais z; e z;
posicionadas em r; e r;, respectivamente, levando em conta que os centros de massa de
ambas as moléculas sejam separados por R, e que >, 2; = Zs € >, 2; = Zp, entao a

energia potencial eletrostatica de interacao entre elas é dada por

BUPS(R) = S P = Y (117)

r B7 -7

sendo Ip = Be?/4mege, 0 comprimento de Bjerrum [31, 32]. Podemos usar a teoria da
perturbagao da mecénica estatistica [64, 65| para introduzir o efeito causado por uma
perturbagao elétrica externa. Escrevemos a energia livre G aproximada de interacao
entre as moléculas A e B, levando em conta que U < kgT', ou |fU| < 1, e expandimos

a funcao exponencial em série de Taylor,

5@@@:D-m<aﬂwm>ab-m<1—¢nm3)+;5%ﬂa@>, (1.18)

5Guaz_4nﬁ_«mﬂ3»+;<ﬁv%3»}. (1.19)

A notagao (...) representa a média sobre todas as orientagoes e estados de ionizagao da
molécula no sistema nao-perturbado (livre em solugdo iénica) [31]. Podemos realizar a
mesma aproximacao agora com a funcao logaritmo, obtendo a expansao em série de

Taylor até segunda ordem, In(1 — z) ~ —(z + 22 /2):
SGR) =~ (BU(R)) = 5 (FPUAR)) + 5 [~ (BUR) + 5 (FUAR)] . (120)

Considerando, entao, o sistema nao perturbado, em que as duas moléculas

estdo muito distantes e nao interagem, R > r;,7; = 1/r;; =~ 1/R. Substituindo a
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equacio 1.17 na equacao 1.20, e levando em conta apenas os termos até 1/R?, temos

(Za){Zs) 1}
R 2R?

BG(R) ~ (Z23)(Z%) — (Za)* (Z8)*] . (1.21)
Podemos reescrever a tltima equacio em termos da capacitancia C' = (Z2) — (Z)* da

molécula:

[(ZA>2 Cp + (Zp)? CA] - 2%2(0,403). (1.22)

p(Za)(Zp) i
R 2R?

PG(R) ~

A equagao 1.22 representa uma expressao aproximada para a energia livre de interagao
entre duas moléculas carregadas, considerando apenas os termos de monopolo®. O
primeiro termo da equagao representa a interagdo de Coulomb direta, o segundo é uma
interacao carga-carga induzida, e o terceiro termo indica uma interagao carga induzida-
carga induzida [31, 32]. Isso significa que existe uma contribuicao das flutuagoes de
carga, resultantes da influéncia de outros corpos carregados, na energia livre de interacao
entre as moléculas A e B [32]. Essa contribuigdo, que atribuimos a regulacao de carga,

pode ser importante para melhor compreensao do fenémeno de adsorcao de proteinas.

3Considerando macromoléculas com distribuicio heterogénea de cargas, num caso em que 1/ Tij R
1/R néo é valido, os termos de multipolo de ordem superior tém uma contribuicao significativa na
regulagdo de carga [35]. Porém, o resultado da equacdo 1.22, considerando apenas contribuiges
de monopolo, ja revela os efeitos importantes das flutuagoes de carga na interagdo entre moléculas
carregadas.



2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é estudar os efeitos do mecanismo de
regulacao de carga na adsor¢ao do citocromo ¢ em um poro cilindrico carregado, por
meio de simulacao computacional de Monte Carlo. Para isso, o trabalho consiste nas

seguintes etapas:

1. Modelar adequadamente um sistema composto pelo citocromo ¢ em solucao,
em sua forma enovelada, confinado em um poro cilindrico de silica SBA-15,
considerando detalhamento suficiente para reproduzir adequadamente os efeitos
da superficie carregada confinante no equilibrio acido-base, e aproximacoes que

permitam uma otimizacao do tempo e reduzam custo computacional.

2. Avaliar, em diferentes condi¢oes de sal, pH e raio de confinamento, o efeito da
regulacao de carga na adsorcao da proteina, por meio das andlises da energia de
ligacao proteina-poro, da variagdo da carga liquida da proteina confinada e livre e

da distribuicao superficial de cargas da proteina.

3. Relacionar os resultados com outros trabalhos, a fim de verificar se o modelo
consegue nao apenas reproduzir, como também ajudar na compreensao do com-

portamento visto na literatura.



3 Metodologia

Neste trabalho, realizamos um estudo da proteina citocromo ¢ em seu estado
enovelado numa solucao com fons implicitos dentro de um poro carregado. Analisamos
esse sistema em diferentes condic¢oes de sal, pH e tamanho do poro cilindrico (segao
3.5). Realizamos a modelagem da proteina, da solugao idnica e da superficie carregada,
conforme descrito nas segoes 3.1, 3.2, e 3.3, respectivamente. O programa e os métodos

computacionais empregados para realizar nossas simulacoes estao descritos na secao 3.4.

3.1 Modelo da Proteina

A proteina que utilizamos foi o citocromo ¢ de coragao bovino, cuja es-
trutura, estudada e obtida por métodos de cristalografia de raio-x, foi depositada e
disponibilizada no PDB (Protein Data Bank [66]), sob o cddigo "2B4Z" [29] (figura 1.6).
O citocromo ¢ de coragao bovino possui 104 residuos e um grupo prostético heme (segao
1.1.3), e a distribuigdo de seus residuos carregados confere um ponto isoelétrico de
aproximadamente 10,7 [28-30]. Tanto o potencial de interacao nao-eletrostatica entre
os residuos, quanto a representacao estrutural da proteina, foram descritos de acordo
com o Modelo Baseado em Estrutura, descrito na secao 3.1.1, e o grupo heme teve seu
modelo implementado conforme descrito na secao 3.1.2. Ja o potencial eletrostatico
de interacao entre os residuos foi dado pelo potencial de Coulomb blindado, discutido
na secao 3.2. Por fim, o potencial eletrostatico de interacido entre a proteina e o poro
cilindrico foi dado pela solugao da equacao linear de Poisson-Boltzmann, abordado na

secao 3.3.

3.1.1 Modelo Baseado em Estrutura

Os modelos que se baseiam na estrutura tridimensional da proteina enovelada
como a estrutura geométrica de minima energia, sao conhecidos como modelos baseados
em estrutura (SBM, do inglés 'Structure Based Model") [39, 67-69].

Um dos modelos baseados em estrutura é o SBM-C,, um modelo coarse-
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 3.1: Representacao visual da cadeia do citocromo ¢ em nosso modelo CG SBM-C,,.
Na imagem, a GLY-1 é o N-terminal e o Glu-104, o C-terminal.

grained, no qual cada residuo de aminoécido da cadeia é modelado como um tnico
monomero esférico (figura 3.1), e a energia potencial U(I',I'y) de interagao entre eles,
quando a proteina se encontra na conformacao I'(r, 0, ¢,7;;), é dada pela equagdo 3.1,
sendo que a energia potencial’ minima ¢ aquela para a conformacao nativa da proteina
Lo(r0, 6o, ¢o, dij), em que os mondémeros estao na posicao do carbonon-o na estrutura
nativa [39, 70]:

Ures—res(F7F0): Z { (T_TO }+ Z {60 9 00)}

ligagbes angulos

+ Z €6 { 1 — COS(¢ ¢0)] L [1 - COS(3¢ 3¢0)]} (31)

diedros

d- 12 - 10 p 12
+ Z €EC 5<—ZJ> —6<i> + Z ENC’(;_Y?)

contatos rij TU nao-contatos v

O primeiro termo representa a soma das contribuigdes de energia das ligagoes
covalentes entre dois residuos adjacentes, modeladas por um potencial harmonico, sendo

que r ¢é a distancia de ligacdo entre esses residuos, como o par 1-2 da figura 3.2.

O segundo termo ¢é a soma das energias potenciais relacionadas aos angulos

formados por 3 residuos adjacentes, também dado por um potencial harmodnico, sendo

'Em geral, neste trabalho, utilizamos em equacdes "U" para energia potencial, e "V" para potencial
elétrico. Para diferenciar interagdes eletrostaticas e ndo eletrostaticas, utilizamos a notacao sobrescrita
"ES" nos casos eletrostaticos.
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Fonte: Adaptado do trabalho de Ponder et al [71].

Figura 3.2: Esquema das interagoes intramoleculares entre os monoémeros da proteina. No
diagrama, r é a distancia entre dois mondmeros ligados e 6 e ¢ sdo angulos formados por uma
sequéncia de monémeros.

que @ ¢ o angulo formado por esses 3 residuos, conforme os monoémeros 2-3-4 da figura
3.2.

O terceiro termo é a soma dos potenciais de diedros (ou angulos de torcao

da cadeia), sendo que ¢ é o angulo de diedro da sequéncia 1-2-3-4 da figura 3.2.

O quarto termo corresponde a energia de interagdo entre os residuos 7 e
J (i < j —3), distantes entre si por 7;;, que fazem contato na estrutura nativa da
proteina, de acordo com o mapa de contato CSU [72], sendo que d;; é a distdncia entre
esses residuos na estrutura nativa. Modelos baseados em estrutura requerem um mapa
de contatos da proteina, isto é, a informacao de quais residuos realizam contato na
estrutura nativa e por meio de quais critérios sdo definidos esses contatos [73]. Existem
mapas de contato que fazem uso de critérios simples, como uma distancia de corte entre
dois residuos na estrutura nativa - se a distancia entre os residuos ¢ e 7 for menor que a
distancia de corte, entéo eles fazem contato [74]. Outros mapas usam critérios mais
elaborados, como é o caso do Contacts Structural Units (CSU), que leva em conta a
sobreposicao dos raios de Van der Waals entre dois residuos [72, 75]. Os mapas de
contatos sdo muito importantes na utilizacdo do modelo SBM e tém sido amplamente
estudados nas tltimas décadas [74, 76, 77]. Neste trabalho, utilizamos o mapa de contato
CSU. O potencial de contatos, representado pelo potencial Lennard-Jones 10-12, é o
resultado das interacoes nao-covalentes importantes para formar e manter a estrutura

tridimensional da proteina, discutidas na secao 1.1.1.

O 1ltimo termo é o potencial de ndo-contatos, que representa uma interagao
repulsiva entre todos os residuos que nao realizam contato na estrutura nativa, sendo

que one = 4A ¢é o parAmetro que ajusta o alcance desse potencial repulsivo 35, 39].

Em nosso trabalho, os parametros €, = 100¢., €9 = 20¢., €5 = €, = €, a0
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 3.3: Representacio do grupo heme. A esquerda, o heme, em vermelho, ligado ao
citocromo ¢ por meio de duas ligacoes covalentes com as cisteinas 14 e 17, em azul escuro. O
atomo de ferro, em vermelho sélido, centrado no retangulo formado pelos 4 pseudoatomos
que compdem o heme, em vermelho transparente. A direita, o heme com todos os dtomos
explicitos (compare com a figura 1.4). Destacados em vermelho, os 4 4tomos de carbono
escolhidos para serem as posigoes dos 4 pseudodtomos da figura a esquerda. Em ciano, os
atomos de nitrogénio nos quais esté ligado covalentemente o atomo de ferro, em rosa.

definidos em fun¢ao do parametro €., regulados para melhor representarem as interacoes
no sistema estudado [39, 71]. O e. determina a magnitude da energia de interagao
entre os residuos que realizam contato no mapa de contatos, e esta relacionado com a

temperatura de transigao (temperatura de melting) da proteina [35].

3.1.2 O grupo heme

Modelar o citocromo ¢ exigiu um cuidado adicional com o grupo heme, uma
vez que ele nao é um aminoacido na cadeia principal, mas um grupo prostético que
se liga em dois mondémeros formando uma ramificacao na cadeia. Como discutido na
secao 1.1.3, o grupo heme realiza 2 ligacoes covalentes, nos residuos 14 e 17, e 2 ligagoes
nao-covalentes no estado nativo da proteina, com os residuos 18 e 80. Sob condigoes de
desnaturacao, o ferro do heme perde a ligacao com o residuo 80, mas a ligacdo com
o residuo 18 e as ligacoes covalentes permanecem. O ferro se liga covalentemente a 4
nitrogénios numa geometria planar quadrada, conforme figuras 1.4 e 3.3, e 2 ligacoes

axiais com os residuos 18 e 80 no estado nativo.
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Tendo em vista essas informacoes, modelamos a estrutura do grupo heme
considerando 4 pseudoatomos, em vermelho transparente a esquerda da figura 3.3, que
nao interagem entre si, com suas posi¢oes centradas nas posi¢oes nativas dos atomos
de carbono destacados em vermelho a direita da figura. Consideramos sua estrutura
totalmente rigida, sem a capacidade de torsao nem vibragao, ou seja, nunca nenhum
dos 4 atomos se move em relagao a eles mesmos. Dois desses atomos, os 2 vermelhos da
parte inferior da imagem a direita, realizam ligacao covalente com a proteina, entao
esses dois pseudoatomos interagem, um com o residuo 14 outro com o 17, pelo potencial
harmonico de ligacoes, o primeiro termo da equacao 3.1. Os outros dois atomos, em
vermelho na parte superior da imagem a direita, apenas formam a geometria planar do
heme. A posi¢do do atomo de ferro é determinada no modelo pelo centro geométrico
dessa estrutura retangular, dada a simetria da estrutura do heme. O ferro também nao
interage com os 4 pseudoatomos do heme, mas interage com os residuos 18 e 80 pelo
potencial de contatos também do modelo SBM. Além disso, uma vez que o &tomo de
ferro esta em estado ferroso, ele possui carga +2¢, logo também atua nas interagoes
eletrostaticas, tanto com os residuos carregados da proteina (equagdo 3.2), quanto com

a superficie carregada (equacao 3.4).

3.2 A Solucao Ionica

O intuito do trabalho ¢é estudar a adsor¢ao do citocromo ¢ em mesoporo de
silica, estando este sistema em solugao aquosa e temperatura ambiente. Dessa forma, os

ions da solucao foram representados implicitamente através do potencial de Coulomb

blindado UES

res-res?

com a restricao de volume excluido:

Ures—res(rij) = 00, T'ij S b
3.2
ES zizjeg e " 32
[Ures—res (TU ) = o Tig > b
471'8085 Tij

sendo que i e j representam o par de residuos carregados, b = 2 A é o raio dos residuos, z
é sua valéncia, eg = 1,602 x 10719 C ¢ a carga elementar do elétron, gy é a permissividade
elétrica do vacuo, €5 = 78,7 ¢ a constante dielétrica do solvente (dgua), x é o inverso do
comprimento de Debye, dado pela equacao A.10 do apéndice A e r;; é a distancia entre
os residuos 7 e j. O fator e " engloba o efeito de blindagem dos fons, que se acumulam
em regides de carga oposta (figura 1.7) e atenuam a magnitude do potencial eletrostatico
[43]. J& a constante dielétrica e, representa a influéncia também atenuadora do solvente

no potencial, dados os efeitos de polarizacao de meios dielétricos [43, 78, 79]. Para
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Elaborado pelo autor.

Figura 3.4: Esquema do modelo de poro confinante.

ri; < b, o potencial assume valores muito altos de energia, entao, para evitar isso,

incluimos a repulsao de esfera rigida entre dois mondmeros esféricos [43].

3.3 A Superficie Carregada

O poro de silica foi modelado como uma superficie cilindrica infinitamente
longa com densidade superficial de carga o e raio a (figura 3.4). J& a energia potencial
eletrostéatica UES entre um residuo carregado k da proteina e a superficie cilindrica

res-poro

carregada ¢ dada pela solucao da equagao de Poisson-Boltzmann linearizada:

UES = 2160V poros (3.3)

res-poro

sendo que V., ¢ dado pela equacao A.51, cuja obtencao e calculos estao detalhados

no apéndice A. Assim:

Ures—poro(ri) = 00, T Z a—>b

zreoo Ko (ka) (3:4)

ES L) =
Uresporo () = eI, () + T () Ko ()

res-poro

Io(kry), 1 <a—0b,

sendo que I e K sao as fung¢oes de Bessel modificadas de primeiro e segundo tipo,
respectivamente, e r; é a distancia radial do residuo carregado k até o centro do poro
[35]. O indice i itera sobre todos os residuos, ndo somente os carregados, e r; representa
a distancia radial entre um residuo 7 e o centro do poro. Foi incluida uma repulsao de
esfera rigida na condi¢do r; > a — b para que a proteina se mantenha confinada [43],

sendo b o raio do residuo.

Cada valor de pH altera o estado de protonacgao dos residuos titulaveis da
proteina e também a densidade de carga da superficie cilindrica, uma vez que estamos

modelando um mesoporo de silica SBA-15, cujos grupos silanol sao titulaveis [16].
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Tabela 3.1: Densidade superficial de carga o em funcao do pH para silica SBA-15

pH o (C/m?) pH o (C/m?) pH o (C/m?)
3.0 -0.0005 7.0 -0.05 11.0 -0.21
3.5 -0.003 7.5 -0.065 11.5 -0.23
4.0 -0.0055 8.0 -0.08 12.0 -0.25
4.5 -0.0098 8.5 -0.105 12.5 -0.27
5.0 -0.014 9.0 -0.13 13.0 -0.29
5.5 -0.021 9.5 -0.15 13.5 -0.31
6.0 -0.028 10.0 -0.17 14.0 -0.33
6.5 -0.039 10.5 -0.19

Fonte: Dados experimentais de Brown et al [80].

Assim, a densidade superficial de carga ¢ do cilindro variou com o pH conforme tabela

3.1 [80].

3.4 O Programa

Finalmente, para realizar as simulac¢oes do citocromo ¢ em solucao eletro-
litica interagindo com uma superficie cilindrica, utilizamos um programa escrito na
linguagem Fortran [81], desenvolvido por Sidney J. de Carvalho e Daniel L. Z. Caetano e
recentemente utilizado por eles para um estudo de adsor¢iao da proteina lisozima [35]. O
programa emprega o método de simulagdo de Monte Carlo a pH constante com critério
de Metropolis [35, 67, 82, 83], realizando diferentes movimentos para amostragem dos
estados conformacionais da proteina e sua posicao e orientacao em relacao a superficie
No entanto, o programa foi modificado pelo discente para este trabalho, de modo a
implementar no modelo coarse-grained polimérico SBM da proteina o grupo prostético

heme do citocromo ¢ (se¢ao 3.1.2).

3.4.1 O Método de Monte Carlo

O método de Monte Carlo foi desenvolvido por von Neumann, Ulam e
Metropolis, ao fim da Segunda Guerra Mundial, durante o Projeto Manhattan, para se
estudar a difusdo de néutrons em material fissionavel [84-87]. Devido ao extenso uso
de ntimeros aleatérios, o nome Monte Carlo foi cunhado por Nicholas Metropolis em

homenagem ao famoso e homoénimo cassino localizado em Ménaco [86, 87].

O termo método de Monte Carlo sumariza uma variedade de métodos que se

baseiam na amostragem de ntimeros aleatérios para se obter uma solugao, amplamente
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utilizados em problemas de fisica estatistica. Por vezes, métodos deterministicos possuem
um custo computacional mais elevado ou sdo incapazes de amostrar estados muito
distantes do equilibrio. Nestes casos, o método estocastico de Monte Carlo surge como

uma boa alternativa [85, 88].

De modo geral, a ideia do método de Monte Carlo é gerar uma trajetéria
no espaco de configuragbes de um ensemble [85], a fim de se obter informagoes sobre
um dado sistema [88], embora também existam métodos de Monte Carlo para calculos
de dindmica [86]. O método é muitas vezes combinado com um critério de aceitagao-
rejeicdo para a amostragem aleatoria, especialmente em sistemas fisicos nos quais
existem diferentes probabilidades para determinados estados, ou seja, uma funcao
densidade de probabilidade. O critério mais comum e mais usado é o algoritmo de

Metropolis [88], discutido na se¢do a seguir.

3.4.2 O algoritmo de Metropolis

Embora nao haja uma forma tnica de construir um algoritmo de Monte

Carlo, a metodologia mais comum é o esquema de Metropolis da cadeia de Markov [89],

no qual a distribuicao de estados é limitada por um critério de probabilidade, isto é, a

amostragem de estados ¢ feita passando do estado A para o estado B, respeitando a
estatistica de Boltzmann:

Py p=e P80 (3.5)

sendo que P4_,p € a probabilidade do sistema evoluir do estado A ao estado B, =
1/kgT é o inverso da energia térmica do sistema e AU = Ug — Uy é a variagdo de
energia quando o sistema evolui do estado A ao B [89]. Dessa forma, num ensemble
termodinamico onde a temperatura 1" é constante, estados mais provaveis sao estados

nos quais Ug < Uy.

Baseando-se nisso, o algoritmo de Metropolis [85, 86, 88] define um critério

de aceitagao-rejeicao para as configuragoes da seguinte forma:

As equagoes 3.1, 3.2 e 3.4 somadas formam a energia potencial do sistema, e
cada perturbagao nas variaveis dessas fungoes resulta num estado diferente. Quando
ocorre um movimento aleatério na proteina, por exemplo, o método de Monte Carlo
esta amostrando um estado aleatério diferente, e o critério de Metropolis decide se essa
nova configuracao é aceita ou nao, respeitando a probabilidade de cada estado. Os
tipos de movimentos aleatorios que exploram o espaco configuracional estao descritos

na se¢ao a seguir.
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Algoritmo de Metropolis
fori=1,2,...,N do
Calcula Uy
Perturba o sistema
Calcula Up
Sorteia ntimero aleatério n € [0, 1]
if n <exp[—pB(Up —U,)| then
A+ B > i.e. Aceita o estado B
else
Rejeita o estado B
end if
end for

3.4.3 Amostragem de Estados

Ao todo, nosso programa realiza 5 tipos de movimentos aleatérios na proteina,

a fim de explorar o espago configuracional [35, 90]:

1. Translagdo de um residuo: um residuo da proteina é escolhido aleatoriamente

para ser deslocado a uma distancia aleatoria em relagdo a suas coordenadas.
2. Translacao da proteina: toda a proteina é deslocada a uma distancia aleatoria.

3. Rotagao da proteina: é escolhido um eixo (x, y ou z) aleatoriamente para rotacionar

a proteina, em torno desse eixo, por um deslocamento angular aleatério.

4. Rotacao de pivo: um residuo aleatério da proteina é escolhido, de modo que o
trecho menor da proteina, a partir desse residuo, sofre uma rotagao em torno de
um dos 3 eixos também aleatoriamente escolhido por um deslocamento angular

aleatério

5. Rotagao de crank-shaft: dois residuos sao escolhidos aleatoriamente, de modo
que o intervalo de cadeia compreendido entre eles sofre uma rotagao, por um
deslocamento angular aleatorio, em torno do eixo que passa pelos dois residuos

escolhidos.

Além de movimentos na cadeia, a variacado dos estados de protonacao dos
residuos ionizaveis também foi realizada utilizando o critério de Metropolis. A variacao
de energia deste processo é escrita em funcao dos valores de pK, desses residuos e do

pH do meio (se¢ao 1.1.2), conforme equacao 3.6 [31, 35, 91, 92].

AU = AU & x [kpT (pH — pKJ)in(10)] (3.6)
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sendo que AU ¢ a variacao de energia eletrostatica (equagoes 3.2 e 3.4) quando o
residuo protona ou desprotona, pK? ¢ o valor do pK, do residuo quando estd livre
na solugao (tabela 1.1), x = 1 se o residuo é bésico e xy = —1 se o residuo é acido.
O sinal + na equagao 3.6 é positivo na protonacao e negativo na desprotonacgao. O
segundo termo da equagao é a diferenca de energia livre entre os estados protonado
e desprotonado, discutida na secao 1.2. Essa abordagem considera que as variagoes
no grau de protonacao dos residuos ionizaveis ocorrem também devido a interagoes
eletrostaticas, e é bastante utilizada em simulac¢ées de biossistemas a pH constante
(35, 67, 82, 83].

A cada passo de Monte Carlo um dos 5 movimentos é escolhido aleatoriamente
e, em 30% dos passos, escolhe-se um residuo ionizéavel aleatério da proteina para alterar
seu estado de protonagao [35], conforme critério de Metropolis com a variagao de energia

dada pela equacao 3.6.

Por fim, ressaltamos a importancia da determinacao do parametro de deslo-
camento maximo 9,,,, nos movimentos citados acima. O pardmetro 9,,,, diz respeito
ao deslocamento maximo que pode ocorrer nos movimentos de monomero e translacao,
e ao deslocamento angular méaximo nos movimentos de rotagao, pivo e crank-shaft. O
valor de §,,4, precisa ser regulado, porque um valor muito pequeno implicaria num
indice de aceitacao do critério de Metropolis muito alto, isto €, os novos estados seriam
aceitos com muita frequéncia, por se tratar de configuracoes vizinhas com energias
muito proximas, o que nao permite explorar o espacgo de configuragoes adequadamente.
Por outro lado, um valor de 9,,,, muito alto resultaria numa aceitacado muito baixa, o
que, novamente, explora muito pouco o espago de configuragoes do sistema [85]. Dessa
forma, os valores de 9d,,,, de cada movimento foram regulados durante as simulacoes,

de modo que a frequéncia de aceitacao ficasse o mais préximo possivel de 50%.

3.5 Detalhes Computacionais

As simulagoes foram realizadas em 3 etapas principais: (1) Determinacao de

Omaz, (2) Equilibragao da energia e (3) Produgao.

Na primeira etapa (1), foram realizadas simulagdes curtas (10* passos e 200

configuracoes independentes?) a fim de regular o pardmetro d,,., (segdo 3.4.3), de modo

2Esse niimero de configuracdes independentes, ou configuracdes descorrelacionadas, diz respeito a
quantidade de movimentos de Monte Carlo explorados entre um passo e outro que sao considerados
para os calculos das propriedades estatisticas. Isso é feito para que os passos utilizados para o célculo
das médias se tornem menos dependentes uns dos outros (no nosso caso, 200 configuragoes vizinhas
entre uma amostra e outra).
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que as aceitacoes dos movimentos se aproximassem o méiximo possivel de 50%. Para
isso, os valores de 9,,,, de translacdo comecaram sendo iguais ao raio do cilindro, e
depois foram refinados para atingir aceitagao ideal. O 0,4, da translagdo de um residuo
manteve-se constante e igual a 0,12 A, durante todas as simulacdes, o que garantiu
aceitacao ideal. Para os movimentos de crank-shaft e pivo, 0,4, = 5° foi o valor que
mais aproximava as aceitacoes de 50%. Por fim, a rotacio se iniciou em 0,,,, = 120° e
foi refinada até um valor minimo de 30°. Na etapa (2), verificamos a equilibra¢ao do
sistema, analisando as curvas de energia total do sistema e, novamente, as aceitagoes. Se
a energia nao estivesse oscilando em torno de um valor de equilibrio, entao simulagoes
um pouco maiores (10° passos e 200 configuragoes independentes) seriam realizadas,
de modo que o sistema atingisse o equilibrio. Por fim, na etapa (3), com o sistema em
equilibrio, foi executada a produgdo (4 x 10° passos e 500 configuragdes independentes),

a partir da qual toda a estatistica e médias foram obtidas (secao 4).

3.5.1 Determinacao do parametro ¢,

A temperatura de melting T,, de uma proteina pode ser definida como
a temperatura de transicao dos estados enovelado-desenovelado (também chamada
de temperatura de folding, ou de enovelamento), isto é, a temperatura na qual a
probabilidade de a proteina estar enovelada ou desenovelada é a mesma [93, 94]. Essa
temperatura é caracteristica de cada proteina e é importante para modelar o parametro

€. do potencial de contatos do modelo baseado em estrutura (equacao 3.1) [35].

De acordo com a literatura [95], T,,, = 76 °C = 349, 15K para o citocromo ¢
de coracao bovino. Dessa forma, realizamos os seguintes passos, com a proteina livre

em solucao:

1. Fixamos a temperatura definida como a T,, experimental e realizamos algumas

simulagoes variando ..

2. Plotamos uma curva de fragao de contatos nativos () em func¢ao do valor de €. (a

esquerda da figura 3.5).
3. Encontramos o valor €, = 0,67 kcal/mol, onde @ = 0, 5.

4. Fixamos o valor de €. encontrado e realizamos simulagoes variando as temperaturas

em torno da 7,, experimental.

5. Plotamos a curva do calor especifico (a direita da figura 3.5).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Calor Especifico 4 Volume Constante C,,
€, 0.67 - pH 7.5 - Sal 10 mM
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Figura 3.5: A esquerda, a fragdo de contatos nativos do citocromo ¢ em fungao da constante e¢,
a temperatura T = 349, 15 K. Modelando uma sigmoide na curva, obtemos e = 0, 668 kcal /mol
para metade dos contatos nativos, portanto usamos ec = 0, 67 kcal/mol em nossas simulagoes.
A direita, o calor especifico a volume constante Cy do citocromo ¢ com o o determinado.
O pico da curva de Cy representa a temperatura de transicdo da proteina (pelo grafico,
T ~ 349K).

Para a obtencao da curva do calor especifico Cy = (<E2> - (E)Q) JksT,
utilizamos o método dos multiplos histogramas, WHAM ( Weighted Histogram Analysis
Method), um algoritmo que calcula as densidades de estados do sistema a uma dada
temperatura, por meio de histogramas de energias gerados em simulagoes com diferentes
temperaturas [96, 97]. As simulagdes em diferentes temperaturas permitem que estados
com energias mais altas sejam amostrados. O pico da curva do calor especifico em
fungdo da temperatura indica a temperatura de transi¢do (que estamos considerando

como a temperatura de melting da literatura) [82].

Assim, a constante €. do potencial de contatos SBM foi determinada de
modo que a temperatura de transicao da proteina, de acordo com a nossa consideragao,
seja igual a Ty, [35], uma vez que é o potencial de contatos quem mantém uma interagao
atrativa entre os pares de residuos presentes no mapa de contatos, e portanto estabiliza

sua estrutura enovelada.

Apés estimarmos o €., fixamos seu valor no potencial e produzimos 20
simulagoes, variando a temperatura de 260 K a 420 K, de 10 em 10 K. Isso foi feito para
que houvesse uma estatistica robusta para o calculo das médias feito pelo WHAM, que
fornece a curva do calor especifico (a direita da figura 3.5). Pelo grafico, a temperatura

de transicao é T'= 349 K~ T,,,, conforme esperado.
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3.5.2 Simulacoes e Analises

Depois que o parametro €. foi estabelecido, realizamos, entao, as produgoes
para as analises principais da adsorcao do citocromo ¢, agora com a presenca do
potencial de interacao do poro com a proteina, com e sem o mecanismo de regulagao
de carga. A temperatura ambiente de 7' = 298 K, variamos o pH (de 3a12,5) eo
raio de confinamento (40 A, 80 A, 120 A, 160 A), em salinidades de 1 mM e 10 mM.
A densidade superficial de carga ¢ do cilindro variou com o pH conforme tabela 3.1.
A carga liquida média da proteina foi obtida a partir das médias da carga liquida da

proteina, em cada pH, raio de confinamento e salinidade.

Em seguida, analisamos a energia de interacao proteina-poro, definida pelas
médias da energia eletrostatica da interacao da proteina com a superficie nas mes-
mas condigoes. Essa energia fornece informagoes do que seria, aproximadamente, a

contribuigao entalpica para a energia livre de ligagao [37, 65].

Em todas as simulagoes, a proteina comecou no centro da cavidade cilindrica,
em seu estado nativo. Os residuos tituldveis comegaram carregados (+1e ou -1e). Nas
simulacoes sem regulagao de carga, a probabilidade de protonacao dos residuos da
proteina foi definida como zero (e ndo 30%, como descrito na segao 3.4.3), e as cargas
dos residuos titulaveis da proteina ficaram fixas durante as simulagoes, recebendo os
valores das cargas médias obtidas nas simulacoes com a proteina livre. Isso foi feito
porque o caso da proteina livre remove o efeito da regulacao de carga causado pela
superficie carregada, mas preserva o efeito do pH na probabilidade de protonacao dos

residuos.

3.5.3 Projecao da Densidade Superficial de Carga

Anze L. Bozi¢ e Rudolf Podgornik publicaram, em 2018, um trabalho tedrico
sobre o mecanismo da regulacao de carga [98]. Nesse trabalho é desenvolvido um modelo
para projetar a densidade superficial de carga ¢ em pontos (6, ¢) sobre a superficie
de uma esfera de raio R que compreende um conjunto de N cargas pontuais q. Essa
densidade de carga ¢ dada por

(0.0) = 5 > aF 2 exp e cos () (3.7
LP) = —— ———¢X cos , .
€ 47 R? k:1(1k senh(\g) P LAk T
sendo A\ o pardmetro de concentragao da k-ésima carga (se A\, — 0, a distribuigao se

torna uniforme sobre a superficie, enquanto que A\ — oo fornece uma distribuicao de



3.5. Detalhes Computacionais 45

cargas pontuais) e
cos Y = cos (0) cos (0) + sen(by) sen() cos (¢ — @) (3.8)

¢ a menor distdncia (comprimento de arco) sobre a superficie que une os pontos (6, ¢) e
(Ok, d1) [98, 99].

Relacionando essa abordagem com nosso trabalho, com o intuito de mapear
a distribuicao de cargas do citocromo ¢, consideramos as cargas ¢ como as cargas
médias dos residuos ionizaveis da proteina (valores entre -1 e 1, em unidades de carga
elementar) e suas respectivas posigoes (ry, 0k, ¢r), cuja origem é o centro de massa da

proteina. Definimos R = r do residuo mais distante da origem.

Para o cdlculo da equagdo 3.7, considerando 10 pontos (6, ¢), desenvolvemos
um programa em Fortran, cujos parametros de entrada sao as posicoes e cargas dos
residuos da proteina, e o parametro de saida é a densidade superficial de carga o(0, ¢) da
esfera que envolve a proteina. Para analisar toda a distribuigao tridimensional de o(6, ¢)
num plano 2D, desenvolvemos um programa em Python que recebe como parametro
de entrada os valores de p de todos os pontos (6, ¢) calculados e gera uma projegao
Mollweide [98, 100].



4 Resultados e Discussao

4.1 Carga Liquida e ponto Isoelétrico

Avaliamos o efeito do pH e da regulacao de carga na carga liquida do
citocromo ¢, conforme figura 4.1. Pode ser notado pela figura 4.1-A que o pl da
proteina sofre um aumento com o aumento do raio, embora a diferenca seja muito
pequena - pl & 10,5 pro caso livre e pI ~ 10, 7 pro raio de confinamento de 160 A. Para
concentragao de sal de 10 mM, (figura 4.1-B), o comportamento é o mesmo, exceto
para raio de 160 A, no qual o pI assume um valor préximo de 11,0. Considerando que o
desvio dos valores de carga é da ordem de le, pode-se assumir que essa variacao no pl é

desprezivel.

Esse aumento do pl com o aumento do raio de confinamento, embora pouco
perceptivel, esta diretamente relacionado com o efeito da regulacao de carga. Quando a
proteina esta sob influéncia do potencial elétrico da superficie, a energia AU da equacao
3.6 também sofre uma variacdo, porque o termo AUPS agora contabiliza a contribuicdo
da interacao eletrostatica residuo-superficie. Quanto mais forte essa interacao, menor
é AUPS e consequentemente AU. Este tltimo estd diretamente relacionado com a
probabilidade de protonacgao dos residuos ionizaveis da proteina via critério de Metropolis
(secao 3.4.2). Dessa forma, a tendéncia é que a protonacao dos residuos se torne mais
provavel a medida que a energia de interacao com a superficie se torna mais negativa.
Como veremos na secao 4.2, a energia potencial eletrostatica proteina-poro de fato
aumenta com o aumento do raio. Logo, para compensar esse aumento de AUS, o
termo a direita da equacao 3.6 precisa aumentar também - e ele aumenta se a diferenca
pH — pK, aumentar. Assim, para que a proteina desprotone seus residuos até a
neutralidade elétrica, é necessario um pH cada vez maior a medida que a forga proteina-
poro aumenta. Isso configura um aumento do ponto isoelétrico. Evidentemente, essa
¢é a interpretacdo com base na equacao 3.6, que descreve a protonacao dinamica dos

residuos carregados e, portanto, a regulacao de carga em nosso modelo.

Do ponto de vista experimental, quanto maior o campo elétrico da superficie,

maior a concentracao de contraions em suas proximidades, os quais nao sao descritos
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 4.1: Carga liquida do citocromo ¢ em funcao do pH, em salinidades de 1 mM (A),
em azul, e 10 mM (B), em vermelho. Os circulos preenchidos representam as simulagoes com
regulacao de carga, enquanto os circulos vazios representam as simulagdes com a proteina
livre em solucdo. As tonalidades mais claras de cada cor simbolizam os raios de confinamento
menores, e as tonalidades mais escuras sdo os raios maiores, conforme legenda. O desvio dos
valores de carga, em unidades da carga elementar e, é da ordem do tamanho dos circulos no
grafico.

explicitamente em nosso modelo. Como a superficie tem carga negativa, os contraions
sao positivos. Com isso, conforme se aproxima da superficie, a proteina entra num
microambiente de maior concentracao de ions positivos, o que aumenta a probabilidade
de protonacao dos seus residuos. Esse microambiente pode ser interpretado como uma
regiao de menor pH do valor no bulk. Isso implica que, para que os residuos basicos
da proteina percam seus prétons até que a carga liquida da proteina se torne nula,
é necessario um pH cada vez maior, o que, por sua vez, configura um aumento do
pl da proteina. Isso pode ser visto avaliando a equacao 1.9. Conforme a interacao
elétrica proteina-poro aumenta, o logaritmo a direita da equacao sofre uma variagao que
precisa ser compensada pela diferenca pH — pK, para que a carga média da proteina
nao sofra alteragoes. Sem a presenca da superficie, a concentragao de ions positivos na
solucao depende exclusivamente do pH no bulk, de forma que o pl da proteina é menor.
Pela figura 4.1, pI = 10,5 do citocromo c¢ livre é apenas levemente menor que o valor
experimental de 10,7 [28-30].

De maneira geral, podemos assumir que o efeito observado da concentracao
de sal, implicito no x de Debye (equacao A.10), na carga liquida da proteina foi
muito pequeno. Pode ser observado que a diferenca maxima de carga liquida entre o
confinamento em raio 160 A, que foi o caso em que a proteina assume maior carga, e
o caso livre ocorre em pH ~ 9,5, para 1 mM, e pH =~ 10,0, em 10 mM. Os raios de

confinamento menores, devido a maior blindagem eletrostatica em sal 10 mM, promovem
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menor protonacao do que o raio maior, e as curvas, nessa salinidade, se aproximam

mais do caso livre.

Outra observacao que pode ser feita é referente a interseccao entre a curva da
proteina livre e as curvas da proteina confinada, que ocorre préoximo do pl do citocromo
c. Até o ponto isoelétrico, a proteina confinada apresenta maior protonagao do que
no caso livre, em ambas as salinidades. Porém, para valores de pH acima do pl, o
comportamento se inverte - o confinamento, e portanto a regulacao de carga, confere
a proteina uma carga liquida mais negativa do que o caso livre. FEra esperado, de
acordo com a tendéncia observada entre os pHs 3 e 11, que a carga liquida da proteina
confinada fosse, no minimo, num caso em que a proteina ficasse no meio do poro, e
portanto dessorvida, igual a da proteina livre, e nao mais negativa. O confinamento leva
a proteina a uma carga mais negativa, apesar da observada tendéncia do confinamento

de aumentar a protonacao dos residuos ionizaveis.

Entendendo como a carga da proteina varia com o pH, vamos analisar a

energia eletrostatica proteina-poro em fun¢ao do pH.

4.2 Energia Potencial de Ligacao

Plotamos as curvas de energia potencial eletrostatica de interagao entre
a superficie carregada do poro e a proteina, dada pela equacao 3.4, em unidades de
kgT, em funcao do pH, na figura 4.2, em salinidades de 1 mM, em azul, e 10 mM, em
vermelho. Em pH 3, todas as curvas da figura 4.2-A apresentam aproximadamente a
mesma energia de potencial, uma vez que esse pH é proximo do ponto de carga nula
da superficie (tabela 3.1), o que reduz o médulo da energia de interagdo dela com a
proteina. Na figura 4.2-B, em maior salinidade, o mesmo ocorre, mas a energia é ainda
mais préoxima de zero, dada a maior blindagem causada pela concentracao de sal de 10

mM.

Conforme o pH aumenta, a carga da superficie se torna mais negativa e
a interacdo protefna-poro se intensifica. E possivel notar que a energia de ligacdo
¢ mais negativa com o aumento do raio do cilindro, isto é, quanto maior o raio de
confinamento, mais forte é a atragao eletrostatica proteina-poro. Isso ocorre porque
o potencial atrativo do poro se torna maior com o aumento do raio do poro a nesse
intervalo, conforme dependéncia com as func¢oes de Bessel da equacgao 3.4. Isso explica
o efeito da regulagdo de carga ser maior em raios maiores, conforme discutido na se¢ao
4.1. Experimentalmente, é observado que poros de silica SBA-15 com didmetros maiores

apresentam uma maior capacidade de adsor¢ao do citocromo ¢ [14], o que pode estar
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4.2: Energia média de interacdo eletrostatica proteina-poro, em concentragoes de
sal de 1 mM (A), em azul, e 10 mM (B), em vermelho. As tonalidades mais claras de cada
cor simbolizam os raios de confinamento menores, e as tonalidades mais escuras sdo os raios
maiores, conforme legenda. O desvio dos valores de energia é da ordem de 3 kgT.

relacionado com essa maior forca de interacao eletrostatica proteina-superficie em raios

maiores, observada em nossos resultados.

Para valores de pH préximos de 9, a energia de ligacao comeca a aumentar,
novamente a excecao do raio de 40 A, no qual a energia comeca a aumentar a partir
do pH 4,5. A energia entao se torna aproximadamente zero a partir do pH 11,5, nas
duas salinidades. Até o pH 11,5, ainda existe uma energia potencial de ligagao negativa
entre a proteina e o poro. Porém, o pl do citocromo ¢, obtido pela figura 4.1, é menor
do que 11, em concentragao salina de 1 mM. Portanto, mesmo a proteina e a superficie
possuindo ambas cargas negativas, ainda existe uma energia de interacao negativa
e, portanto, atrativa entre elas. Se a adsorcdo dependesse exclusivamente da carga
liquida total da proteina, essa atragdo nao ocorreria, porque a proteina e a superficie se
repeliriam. Isso quer dizer que os termos de multipolo que contribuem para a interacao
proteina-poro sao relevantes para a ocorréncia da adsorcao. Como sera visto na sec¢ao
4.4, a distribuicao de residuos carregados formam patches de carga na superficie da
proteina, importantes para que ocorra adsor¢ao, mesmo em pH > pl. Isso também
indica que a proteina deve possuir uma orientacao preferencial para a ocorréncia da

adsorcao, o que analisaremos na secao 4.3.

A figura 4.3 apresenta o efeito da regulacao de carga na energia eletrostatica
proteina-poro. As curvas com circulos vazios representam as simulacoes nas quais a
regulacao de carga nao foi implementada, ou seja, as cargas dos residuos ionizaveis,
definidas na discussao da se¢ao 3.5.2, se mantiveram fixas durante a producao. O efeito

do sal, comparando os graficos A e B, tanto da figura 4.3, quanto da 4.2, é o de blindar a
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4.3: Comparacao entre as energias médias de interacao eletrostatica proteina-poro com
(circulos preenchidos) e sem (circulos vazios) o efeito da regulagio de cargas, em concentragoes
de sal de 1 mM (A), em azul, e 10 mM (B), em vermelho. As tonalidades mais claras de cada
cor simbolizam os raios de confinamento menores, e as tonalidades mais escuras sao os raios
maiores, conforme legenda. O desvio dos valores de energia é da ordem de 3 kT

interacao eletrostatica, ou seja, reduzir o modulo da energia em todas as curvas, embora
o comportamento e o intervalo de pH no qual ocorrem os minimos de energia sejam os

mesmos em ambas as salinidades.

A principal observacao a ser feita da figura 4.3 é a comparagao da energia
eletrostatica proteina-poro entre os casos com e sem regulagao de carga. Em ambas
as salinidades, a conclusao é a mesma: a regulacdo de carga promove uma energia
eletrostatica proteina-poro menor, uma vez que a carga liquida da proteina, até pH = pl,
é mais positiva quando estd confinada, do que quando esta livre, conforme figura 4.1.
Também podemos entender isso, a partir da equagao 1.22. A varidncia ou, como
apresentamos na secio 1.2, a capacitancia C' = (Z2) — (Z)? da proteina leva em conta
as flutuagoes de carga. Considerando que a interacao descrita na equagao 1.22 é
compreendida entre a proteina e o poro, e que a superficie do poro também mantém
suas cargas fixas em todas as simulagoes, Cporo = 0 € nossa energia de interacao se

torna:
ZB <Zprot> <Zp
R

Note que o segundo termo envolve a flutuacao de cargas da proteina, caracterizada

5G(R> ~ 0ro> - <Zpor0>2 CpI‘Ot' (41)

por Cpot, € representa, assim, a contribuigao da regulacao de carga para a energia de
interacao. Essa contribuicao é negativa e, portanto, a regulacao de carga diminui a
energia de interacao, como visto na figura 4.3. Quando as cargas da proteina se mantém
fixas, Cprot = 0 € a energia ¢ simplesmente a interacao de Coulomb direta, representada

pelo primeiro termo da equagao 4.1.
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Finalmente, podemos avaliar os valores minimos de energia potencial eletros-
tatica para cada caso. Para o raio de confinamento de 160 A, em ambas as salinidades,
a energia assume seu valor minimo entre os pHs 8 e 9, no caso com regulagao de carga,
e entre 6 e 7 pro caso da proteina com cargas fixas. Ou seja, a regulagao de carga
desloca o minimo da energia para um pH maior, no qual a proteina é mais suscetivel a
flutuacoes de carga. Isso significa que pode ocorrer uma adsor¢ao mais estavel nesses
intervalos de pH, e essa estabilidade diminui a medida que o pH se aproxima de 12.
Para investigar essa questao, nas segoes a seguir, analisamos a orientacao da proteina

durante a adsorcao, bem como a distribuicao de seus residuos carregados.

4.3 Distribuicao dos Residuos

Analisamos, para os valores de pH 8, 9 e 10, a densidade de probabilidade
espacial de alguns residuos carregados em relacao ao centro do poro durante as simulagoes.
Identificamos os 5 residuos mais préximos da superficie para esse intervalo de pH, nos
casos com e sem regulacao. Isso foi feito para entender a orientacdo da proteina durante
a adsorcao e quais residuos podem ser importantes para estabilizar essa orientagao.
Escolhemos as condicdes de salinidade de 1 mM e raio 160 A, nos baseando no grafico
4.3, onde é vista uma diferenca mais evidente de comportamento entre os casos com e
sem a regulacao de cargas. Isso quer dizer que um pico de distribuicao concentrado
préximo de 160 A indica uma alta probabilidade do residuo se encontrar a uma distancia

de 160 A do centro do poro, isto é, em contato com a superficie.

Dos 5 residuos mais préximos da superficie identificados, 3 lisinas sao co-
muns em todos os casos analisados: Lys-72, Lys-73 e Lys-86. Suas distribui¢des de
probabilidade em func¢ao da distancia ao centro do poro, para os pHs 8, 9 e 10, estao
dispostas na figura 4.4. Em pH 8, é possivel perceber que a proteina parece adsorvida
nos dois casos, com e sem regulacao de carga, uma vez que para distancias ao centro
do poro abaixo de 120 A, os valores das distribuicoes vdo a zero. As lisinas 72 e 73
mostram um pico maior de adsor¢ao proximo a superficie, enquanto a Lys-86 mostra
um segundo pico, menor, a uma distancia de aproximadamente 132 A do centro do poro,
ou a 28 A da superficie, o que sugere uma segunda orientacio de menor probabilidade.

Esse comportamento é observado nos dois casos, em pHs 9 e 10 também.

O que fica mais claro nos pHs 9 e 10 ¢é o efeito da regulacao de carga em
promover uma orientacao mais estavel, durante a adsorcao, do que o caso sem regulacao.
Veja que em pH 9, no grafico a esquerda, os picos de probabilidade das lisinas sao

muito maiores do que no caso sem regulacao. Isso indica que, nesse pH, existe uma
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Figura 4.4: Distribui¢do da densidade de probabilidade dos residuos mais proximos da
superficie, em raio de confinamento de 160 A, salinidade de 1 mM e valores de pH 8, 9 e
10. As linhas sé6lidas representam as simulagdes com regulagdo de carga, enquanto as linhas
tracejadas indicam as simulagées mantendo a proteina com suas cargas fixas.

orientacao mais estavel durante a adsorgao, isto ¢, a regulacao de carga promove maior

direcionalidade na adsorcao do citocromo c.

Note, comparando a escala dos trés graficos a esquerda, que os picos assumem

valores maiores em pH 9 do que nos pHs 8 e 10. Isso mostra que a orientacao, em que
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as 3 lisinas analisadas ficam em contato com a superficie durante a adsorc¢ao, é mais

estavel em pH 9 do que nos outros pHs.

Em pH 10 a proteina se mantém adsorvida no caso com regulagao, consi-
derando que as curvas de distribuicao apresentam picos proximos da superficie e vao
a zero a 120 A do centro do poro. No entanto, no caso com as cargas fixas, as curvas
de distribuicao se estendem até o centro do poro e nao apresentam picos préximos da
superficie, ou seja, dessorve sem a regulacao. Olhando para a figura 4.3-A, a energia,
em pH 10 e raio 160 A, pro caso de cargas fixas é préxima de zero, enquanto a energia
do caso com regulacao de carga é da ordem de —15 kgT. Logo, faz sentido que nao

ocorra adsor¢ao no caso sem regulacao de carga.

Também pode ser observado que as lisinas possuem dois picos de probabi-
lidade, um maior, proximo a superficie, outro mais distante. Para a Lys-86, o pico
maior ocorre aproximadamente a 2 A da superficie, e o menor a 28 A. Isso indica,
considerando que o raio de giro do citocromo ¢ R, ~ 13 A, que a proteina possui, nesse
pH, uma orientacao mais provavel, na qual a Lys-86 fica proxima a superficie, e outra,
menos provavel, em que a Lys-86 fica do outro lado da proteina. Essa orientagao menos
provavel evidencia que deve haver outros residuos orientados proximos a superficie que

promovem uma orientacao adsorvida quando a Lys-86 esta distante.

Investigando distribuicoes de residuos que possuem dois picos, um maior
mais distante da superficie e outro menor préximo da superficie, identificamos dois
residuos: a Arg-38 e a Lys-39. Plotamos as distribui¢oes, em pH 10, na figura 4.5.
Note que a Lys-39 e a Arg-38 assumem um pico a 3 A da superficie, o que sugere
que esses dois residuos podem ser importantes para promover uma segunda orientagao
na adsorcao da proteina, o que verificaremos na proxima secao. Quando as cargas se
mantém fixas, o citocromo ¢ perde direcionalidade na adsor¢ao e dessorve, conforme
grafico a direita da figura 4.5. Essas duas orientacoes também ocorrem para os pHs 8 e
9, como pode ser deduzido pelo pequeno pico da curva de distribuicao da Lys-86 na
figura 4.4, mas a orientagao menos provavel é mais discreta e menos estavel que em pH
10.

Veremos, na proxima secao, a densidade superficial de cargas da proteina, a
fim de entender melhor como a regulacao de carga afeta os patches de carga, formados
pelos residuos ionizaveis analisados acima, de forma a favorecer a direcionalidade da

proteina durante a adsorgao.



4.4. Projecao da Densidade Superficial de Carga 54

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4.5: Distribuicdo da densidade de probabilidade de residuos que promovem duas
orientagoes de adsorcdo, em raio de confinamento de 160 A, salinidade de 1 mM e pH 10. As
linhas sdlidas representam as simulagoes com regulacao de carga, enquanto as linhas tracejadas
indicam as simulagdoes mantendo a proteina com suas cargas fixas.

4.4 Projecao da Densidade Superficial de Carga

Inicialmente, definimos as posicoes de alguns residuos de interesse no mapa
Mollweide do citocromo ¢, conforme figura 4.6. Note que as lisinas 72, 73 e 86, que
vimos serem 3 dos residuos mais préximos da superficie na orientagao mais provavel
de adsorgao, representadas por um simbolo de cruz na figura, formam dois patches
de carga: a Lys-72 e Lys-73, em branco, formam um, um pouco abaixo do centro da
projecao, e a Lys-86, em vermelho claro, forma outro, mais a direita inferior. Os dois
residuos Arg-38 e Lys-39, que discutimos na figura 4.5, representados por circulos em
azul claro, também formam uma regiao carregada positivamente, a centro-esquerda da
figura. A escala de cor do grafico foi definida com valor maximo, em vermelho escuro,
para o maior valor da densidade de carga de todos os casos analisados, e o valor minimo,
em azul escuro, para o menor de densidade. O atomo de ferro, que possui carga +2e,

forma mais uma regiao carregada positivamente.

Em seguida, a fim de comparar com os resultados da figura 4.4, plotamos as
densidades de carga para os pHs 8, 9 e 10, com e sem regulacao de carga, na tabela
4.1. Pode-se ver, comparando as figuras a esquerda, que representam os casos com
regulagdo de carga, com as a direita, nas quais a proteina manteve suas cargas fixas, que
a regulacao promove um aumento da protonacao das regides postivas, bem como uma
maior desprotonacao nas regioes negativas. No entanto, como entendido pela figura
4.1, nesses valores de pH, a carga liquida da proteina confinada é sempre mais positiva

que a proteina livre. Isso quer dizer que, embora as regides com densidade de carga
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4.6: Projegdo Mollweide da densidade superficial de carga do citocromo ¢, em raio de
confinamento de 160 A, salinidade 1 mM e pH 8, com regulacio de carga. Os circulos em
azul claro representam a Arg-38 e a Lys-39, as cruzes brancas as lisinas 72 e 73, a cruz em
vermelho claro a Lys-86 e o losango branco o atomo de ferro.

Tabela 4.1: Densidade superficial de cargas do citocromo ¢ em raio de 160 A.

pH Regulacao de Carga Cargas Fixas

10

Fonte: Elaborado pelo autor.
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negativa se tornem ainda mais negativas com a regulacao de carga, a protonacao dos
patches positivos supera essa diminuicao, o que garante a carga liquida positiva. Como
consequéncia dessa diferenca no estado de protonagao, as curvas analisadas na figura 4.3
revelam uma energia mais negativa para o caso com regulagao de carga, nesse intervalo
de pH.

Em pH 8, comparando com a figura 4.4, em que as distribui¢des de probabi-
lidade das lisinas 72, 73 e 86 assumem picos um pouco maiores no caso com regulacao,
vemos pela tabela 4.1 que a projecao da densidade de carga com regulagao mostra que
os patches de carga formados por esses residuos estao mais positivos do que no caso

sem regulacao, o que é coerente com a densidade de cargas observada em pH 8.

Ja em pH 9, observamos na se¢do anterior que a proteina, com regulacao de
carga, apresenta uma orientagao mais estavel, com pico de probabilidade aproximada-
mente duas vezes maior do que em outros pHs. Vemos pela tabela 4.1, comparando os
casos com regulacao de carga em pH 8 e 9, que as duas regioes positivas formadas pelas
3 lisinas mais préximas da figura 4.4 se aproximam levemente uma da outra, o que
pode ter tido o efeito de aumentar a estabilidade da orientacdo da proteina na adsorcao.
Por outro lado, enquanto a regiao negativa, proxima desse patch de carga positivo em
contato com a superficie, ndo mostrou diferenca no caso sem regulacao quando o pH
muda de 8 para 9, o mesmo nao pode ser dito para o caso sem regulacao. A regiao
negativa aumenta e isso resulta em uma orientagao de adsorcao menos estavel, como

pode ser visto comparando os pHs 8 e 9 no caso sem regulagao da figura 4.4.

Em pH 10, é esperado que a adsorcao seja bem menos direcional, nos dois
casos, do que em pH 9. Isso faz sentido quando olhamos para a densidade de cargas, na
qual os patches positivos se tornam mais fracamente carregados. No caso sem regulacao,
as regioes positivas praticamente desaparecem, o que reflete na dessor¢ao observada,
em pH 10, na figura 4.4. Outro fendmeno que pode ser estudado, nesse pH, é a questao
da segunda orientagao, menos provavel, observada na figura 4.5. Como as regioes
formadas pelas 3 lisinas perdem carga e tamanho, elas ndo mais garantem um grau de
direcionalidade de adsorcao tao grande quanto em pH 9. Note, pela figura 4.6, que os
residuos que formam a regiao positiva que promove a adsorcao na segunda orientagao,
a Arg-38 e a Lys-39, apresentam uma densidade de carga similar a das regides que
estabilizam a primeira orientacdo, o que explica por que elas foram capazes de fazer

com que a proteina assumisse uma nova orientacao.

Comparando as densidades dos 3 pHs avaliados, nos casos com regulacao
de carga, vemos que as duas regides positivas formadas pelas 3 lisinas estao mais

unidas e mais carregadas em pH 9 do que nos outros pHs, o que pode explicar a maior
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estabilidade de orientagdo observada na figura 4.4.



5 Conclusoes

Nosso objetivo era estudar como o raio do poro, o pH, a concentracao de
sal e, em especial, o mecanismo da regulacdo de carga, afetariam o comportamento de
adsorcao do citocromo ¢. Como vimos no Capitulo 4, o confinamento intensifica os
efeitos da regulacao de carga, no sentido de favorecer uma maior protonagao dos residuos
ionizaveis da proteina do que no caso livre, em pH < pl, cujo valor encontrado de 10,5 ¢é
coerente com a literatura. Essa carga liquida mais positiva, no caso em que ha o efeito de
regulacao de carga causada pela superficie, promove, por consequéncia, uma interacao
eletrostatica mais atrativa do que no caso em que a proteina mantém suas cargas
fixas. Aumentando o raio de confinamento, a forca de interagao atrativa proteina-poro
também aumenta. Com isso, em raios de confinamento maiores, a regulacao de carga
tem maior efeito. Isso é visto quando comparamos as curvas de energia eletrostatica
de interacao proteina-poro nos casos com e sem regulacao, e vimos que o primeiro
apresenta energias menores. Isso mostra que a regulacao de carga pode promover uma
maior forca de atragao proteina-poro, e portanto uma maior estabilidade de adsorcao
da proteina. O valor dessa energia é minimo entre os pHs 8 e 9, em pH abaixo do
pl, o que sugere um favorecimento da adsorc¢ao nesse intervalo, conforme é observado
experimentalmente por Moerz e Huber [27]. No entanto, ndo consideramos o efeito das
interacoes proteina-proteina que existe em experimentos. Para valores de pH acima do

pl, o confinamento favorece a desprotonacao dos residuos.

O efeito do sal, como esperado, ¢ o de blindar as interagoes eletrostaticas.
As energias sao menos negativas em salinidade de 10 mM do que de 1 mM, embora as
diferencas observadas, tanto na energia eletrostatica proteina-poro, quanto na variagao

da carga da proteina pelo pH, foram pequenas entre essas duas concentragoes de sal.

Também vimos que a regulacao de carga promove maior direcionalidade na
adsorcao do citocromo ¢, como também foi observado para a lisozima nesse mesmo
sistema [35]. A proteina assume duas orientagoes durante a adsorcao, sendo a mais
estavel a que mantém os patches de carga formados pela Lys-72, Lys-73 e Lys-86 em
contato com a superficie. Essa orientacao é mais estavel em pH 9. Em pH 10, no caso
que levou em conta o efeito da regulacao de carga, essa regido desprotona e a proteina

passa a ter uma segunda possivel orientagao, na qual o patch de carga positivo formado
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pela Arg-37 e Lys-38 fica mais proximo da superficie. Nesse mesmo pH, sem a regulacao

de carga, a proteina perde esses patches de carga e nao adsorve.

Considerando tudo que foi realizado neste trabalho, concluimos que a regu-
lacao de carga atua promovendo maior direcionalidade na adsorcao do citocromo ¢ em
superficie porosa carregada, além de possibilitar sua adsor¢ao em pH préximo do pl, o

que nao ocorre quando a proteina mantém suas cargas fixas durante as simulagoes.

Como perspectivas, podemos projetar metodologias, baseadas na continui-
dade deste trabalho, que possam complementar e melhorar os resultados obtidos, como,
por exemplo, uma ferramenta metodologica que supere as limitagoes de amostragem
estatistica e possibilite analisar a energia livre da interagao proteina-poro, que levaria
em conta as contribuigoes entrépicas, e nao apenas a energia eletrostatica abordada

neste trabalho.

Também podemos expandir as analises realizadas, como estudar diferentes
proteinas que sejam de interesse atual na literatura para aplicagoes farmacologicas ou
biotecnolégicas. Outro estudo importante seria a realizacao de simulagoes envolvendo
varias proteinas, a fim de avaliar o efeito repulsivo entre elas na adsorgao. Esse
estudo exigiria um grande custo computacional e, pensando nisso, poderiamos buscar a
otimizacao do nosso cédigo de Monte Carlo, paralelizando o programa para rodar em
CPUs e/ou GPUs, ou mesmo avaliando outras linguagens de programacao que possuam

bibliotecas otimizadas para calculos.

Outra possibilidade seria aprimorar o nosso modelo tedrico, implementando
o mecanismo de regulacao de carga também na superficie carregada, ou utilizando
um modelo para o potencial eletrostatico da superficie que corrija a aproximagao de
Debye-Hiickel por meio da camada de contraions, o que tornara os resultados, para

energias muito maiores do que a unidade de kgT', mais precisos.
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A — Potencial Eletrostatico de uma

Supertficie Cilindrica Carregada

O potencial elétrico V em um solvente cuja permissividade elétrica é € = e4¢q
e densidade volumétrica de carga é p, é dado pela primeira lei de Maxwell em sua forma

diferencial, mais conhecida como equagao de Poisson:

V2V = —g, (A1)

sendo que p é uma funcao da distribuigao espacial das cargas do sistema [78, 79].

A.1 Equacao de Poisson-Boltzmann

Quando a densidade de carga é dada por uma distribui¢ao de ions, p pode

ser descrito por uma distribuicao de Boltzmann:

WV
p= g = qny = Y _ g;n; exp <—]<(;T>7 (A.2)

sendo que ¢; ¢ a carga da i-ésima espécie idnica, 7 é o volume, n; é a densidade numérica
de fons da i-ésima espécie i6nica no bulk da solugao (regiao onde V. — 0), kp é a

constante de Boltzmann e T é a temperatura. Como ¢; = eZ;, temos:

7
p=Y eZinsexp (— e ) (A.3)

e a equacao de Poisson se torna a equagao de Poisson-Boltzmann [61]:

(A.4)

1 Z:V
V2V = — Z eZin; exp (— ifBT ) )
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A.2 Aproximacao de Debye-Hiickel

A equacao de Poisson-Boltzmann é uma equacao diferencial nao-linear de
segunda ordem. Uma forma de se obter uma solucao analitica é linearizando a equagao
(A.5), por meio da aproximagao de um potencial pequeno, em que V < kgT', conhecida
como aproximacao de Debye-Hiickel [43, 61]. Dessa forma, podemos realizar uma
expansao em série de Taylor da func¢ao exponencial em torno de zero (V/kgT =~ 0) até

o segundo termo:

1 eZ;V
2y . _ = " =
VeV = . > eZn; exp < kBT> (A.5)
1 eZ;V
2V ~ = o — !
= VV = 8 > eZn; <1 k:BT> (A.6)
1 2720,V
= VVr =S eZm - S S5 (A7)
£ k‘BT

O primeiro termo corresponde a soma das cargas de todas as espécies ionicas no bulk
da solucao. Para uma solucao de ions monovalentes 1:1, Z; = +1, o primeiro termo da
equacao A.7 é zero, o que configura a eletroneutralidade no bulk. Dessa forma, temos:

1 e27%n,V e27%n,
Va1 =V) Lt A.
V2V T \Y4 T (A.8)

3

de modo que a equagao de Poisson-Boltzmann se torna:

V2V = £V, (A.9)
sendo que
e2Z2n;
=) T (A.10)

Em coordenadas cilindricas, a equagao A.9 se torna:

o 10 (VY 1V PV,
ViV = ror\"or ) TEae T T Vs (A.11)
o 10 [ oV 0’V 9*V
1 oy
;E <T87’> +ﬁﬁ+@—/€v-0. (A.12)
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A.3 Solucao

Para resolver a equacao A.12, vamos levar em consideracao o problema que
estamos tratando: um cilindro infinito com densidade superficial de carga. Nesse caso,
o potencial elétrico ndo varia em z (se estende ao infinito nessa coordenada), de modo

que 92V /9z? = 0, o que reduz a equagio A.12 a:

— R e 2 —
il L + KV = 0. (A.13)

1 ﬁ oV 1 9°V
r2 002

Assim, podemos aplicar o método de separacao de variaveis para encontrar a solucao.
Assumimos, entdao, que V=V (r,0) = R(r)O(f), e substituimos a solugdo proposta na

equacao A.13:

19 (RO LPEO0L om0 aan

— K*R(r)©(0) = 0. (A.15)

©@) 0 [ OR(r) R(r) 8°0(0)
= ré?r(r or >+ rz 062

Multiplicando ambos os lados da equagao por 72 e dividindo por R(r)©(f), temos:

r 0 [ OR(r) 1 0*e0) ,,
R(r)&r(r o >+@(6) 502 © T =0 (A.16)
r 0 ( OR(r) 20 1 0%0(0)
R0 or (7’ ar ) — Kr* = ~60) o (A.17)

O lado esquerdo da equacao A.17 s6 depende de r, e o direito s6 depende de 6. Para

que essa igualdade seja védlida, ambos os lados da equagao devem ser constantes [78, 79]:

ro9 <T8R<T)> e 1 0°00) (A.18)

R(r) or or - O(0) 062

Resolvendo primeiro a equagao angular (lado direito da equagao A.18), temos:

PO() o0 _
Tz Tm 0(0) = 0. (A.20)

A solugao da equacao A.20 é dada por:

O, (0) = Cyicos(ml) + Dy, sen(mb), (A.21)
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sendo que C,, e D, sao constantes. Agora resolvendo a equacao radial (lado esquerdo

da equagao A.18), temos:

r d ( dR(r) 9 o 2
R(r)dr(r o >—/€r —m”~=0 (A.22)

r (drdR(r) N TdQR(r)
R(r) \dr dr dr?

r dR(r) r? d*R(r) 5 o N
— — = 0. A.24
= R(r) dr + R(r) dr? e m 0 ( )

) —Kk*r?—m? =0 (A.23)

Multiplicando ambos os lados da equagao por R(r) e dividindo por r2, temos:

d*R(r)  1dR(r) 9 o R(r)
g2 T g~ RRr)-mi— =0 (A.25)
d;igf’) id?h(f) B R(T’) [F&Z + T:Z] —0. (A26)

A fim de simplificar a visualizagao das equacoes, vamos adotar a notagao

dR(r) _ ., R(r) _ .,
o = R'(r) e 7 = R"(r).
Assim, a equacao A.26 fica:
Rl 2
R'(r) + y) — R(r) llf + 7:‘2] —0. (A.27)

Podemos realizar algumas substituigoes para que a equacgao A.27 fique na forma de

uma equagio de Bessel [79]. Seja x = kr = r = z/k = r? = 2?/Kk?, entdo:

_dR _drdR _ dR

/ - — = — = _— = / A2
R(r) dr  drdz  do wR (@), (A.28)
d*R d [ dR d dR d*R
R'(r)=—5=—k— | =6+ [n— | === = *R"(2). A.29
(r) dr?  dr (H dz > "ix (H dz ) ez " (z) ( )
Aplicando as substitui¢des na equagao A.27, temos:

/ 2,112

K2R (z) + KR;I) ~ R(x) [f@? + “QZ ] =0 (A.30)
R/ 2

= R'(z) + f) — R(z) [1 + Z”Q] ~0. (A.31)
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A equagao A.31 é a equacgao de Bessel modificada, cuja solucao geral sao as fungoes de
Bessel modificadas [79], isto é:

R,.(r) = E,L,(kr) + F,. K, (kr), (A.32)

sendo que E,, e F,, sdo constantes, e L, (kr) e K,,(kr) sdo as fungdes de Bessel
modificadas de primeiro e segundo tipo (ou as fungoes de Bessel e de Hankel modificadas),

respectivamente, de ordem m.

Com isso, a solugao geral do potencial é dada por:

Vou(r,0) = i@ [En L (kr) + F K, (kr)] [Crcos(ml) + D,y sen(m@)] . (A.33)

A.4 Condicoes de Contorno

Inicialmente, devemos considerar que o potencial nao pode depender de 6,
dada a simetria cilindrica do sistema. Dessa forma, a tnica solu¢ao nao-trivial para o

potencial é se m = 0. Nesse caso, a equagao A.33 se torna:

V(r) = [Eoly(kr) + FoKo(kr)] [Cocos(0) + Dosen(0)] (A.34)
= V(r) = [Eollo(kr) + FoKo(xr)] Co (A.35)
= V(r) = Ely(xr) + FKq(xr) (A.36)

Além disso, podemos olhar para o comportamento do potencial em r = 0. Sabemos que

o potencial nesse ponto nao pode divergir, entao:
= V(0) = ETy(0) + FKq(0) (A.37)

K(0) diverge, de modo que F' tem de ser nulo dentro do cilindro. E ainda, o potencial
deve tender a zero ao se distanciar radialmente da superficie cilindrica, mas [(0) diverge
quando r — oo, e K(r — o0) = 0, de modo que E tem de ser nulo fora do cilindro.

Assim,

{ Vin(r) = Elg(kr), r<a (A.38)

Vet (1) = FKo(k7), r>a

Agora, para encontrar as constantes E e F', podemos, primeiramente, aplicar a condicao

de contorno da continuidade do potencial elétrico, isto é, Viy(r = a) = Vg (r = a):

Ely(ka) = FKy(ka) (A.39)
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Io(ka)
Ko(ka)

Ademais, podemos aplicar a condi¢ao de contorno da descontinuidade do campo elétrico:

=F=F

(A.40)

avewt 8Vznt g
— = —— A4l
© or _ “ or r—a €0 ( )
0K (kr) Oy (kr) o
F —EF——-= = — A .42
~ o/ or | ._. €5€0 ( )
= —FrK,(ka) — Exly(ka) = —g (A.43)
= FK,(ra) + ET,(ka) = 61 (A.44)
K
Substituindo a equacao A.40 na equacao A.44, temos:
= p W) o) 4 B (k) = 2 (A.45)
Ko(ﬂa> 1\RQ 1lrRa) = ke .
= By DD g a) 4 L ()} = Z (A.46)
KO(/{Q) 1{RQ 1\RQ = ch .
N> Io(ka)Ky(ka) + I (ka)Ko(ka) _ o (A7)
Ko(ka) ER
~F= Ko (ra) (A.48)

ek [Io(ka)Ky(ka) + I (ka)Ko(ka)]

Encontramos a constante E. Substituindo a equacao A.48 na A.40, encontramos F:

oKo(ka) Ip(ka)
P A.49
ek [lo(ka)Ky (ka) + I (ka)Ko(ka)] Ko(ka) ( )
oly(ka)
ek [Ip(ka)Ky (ka) + I (ka) Ko (ka)] ( )
Assim, o potencial eletrostatico do poro cilindrico é dado por:
B oKo(ka)

Vi) = ek [lo(ka)Ky (ka) + Hl(/{a)Ko(/ﬁa)]Ho(Kr)’ rea

(A.51)
I
V(r) = olo(xa) Ko(kr), r>a

ek [lo(ka)Ky (ka) 4+ I (ka)Ko(ka)]



