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IV - Equilibrio Quimico (cont.)
- Ligagdo de ligandos e ides met4licos a macromoléculas

(um e n sitios de ligagdo por macromolécula, estudos experimentais de
equilibrio de ligagao)
- Bioenergética (estado padrio em bioquimica,

algumas
limitages na biologia)

Ref (1), Cap. 8, pg. 334 - 312, 338 — 339,
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4) Ligagao de ligandos e ides metélicos a macromoléculas

Um dos f bi i mais dados € a i de

peq moléculas (ligandos) com receptores
especificos nas superficies das membranas ¢ com protefnas.

E 1 i i 3
plos de sdo:

Ligagio e libertacio de protdes por grupos 4cidos e basicos das proteinas;
Associacio de ides como 0 Mg?* e 0 Ca?* com protefnas ¢ 4cidos nucleicos;
Reacgdes antigénio-anticorpo;

Ligagio R 1 do oxigénio a h lobi ioglobi

8 & &

Cinética enzimdtica

Prof. Ana Cristina Dias-Cabral

Géneros de ligagcio

Unm sitio de ligagio por ——
molécula n sitios de ligacio
equivalentes e independentes
por molécula

M Um sitio de ligagio por molécula
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Tem como constante de equilfbrio:

corstnk derASoaiucs
ﬁlTNDf.r:vn Qe T ﬁ%rﬂ 3 € M
<o mplex cv

, i N yenoma, moctiemdecd g

ml rbﬂg AcDime\ Snda Licvedea

H=¢ ports dscdhwiw

(cangas Smm_ﬁf_a\. = cargx mow.,’"é?J

Como utilizamos fr. . adi iagio:
PL&P+L ) ~
Aoxaycte )
¢ mais conveniente: A cean v.fv..—h de } I\\ 3

KD i
P ) ey A

Quanto menor o valor de K, maior a concentragdo do complexo PL.

As constantes deste equilfbrio estdo relacionadas por:

KA1 e i S840
acio do valorde Ky ) \.J Qe r@ry.—a Rrned

Definimos primeiro a quantidade Y (saturacio fraccional dos sitios

ATV,

Y = razio entre a concentragio de Lligado a P (PL) ¢ a concentragio total de todas as

formas de P (P e PL).
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y——0 quando [PL]=0 —

y—

Exemplo:

1 quando [P]=0

S M%ﬂcab{u

metade das moléculas P estao complexadas com L

Substituindo na expressio de Y o [PL], obtemos:

94&5

(ﬁ);a%

R R T e

o K&

[L] = concentragdo de ligandos livres no equilfbrio.

metade das moléculas P estdo livres. 'A\.L Obtengiode Y:
imrrve.lg d(ﬂ.\v/n? Inicio
% o2l ’ s :
nhecida de L, [L]o, € adicionada a uma concentragao conhecida de P, {Plo.
Por isso [P]=[PL] [L]= K4 orl,wrmﬂ /od e,s,\.v 1. Uma concentragdo conhecida de {Llo it &
¢ af” o Equilfbrio
Determinar o valor de K4: i nhecid: infcio e, o balango de massa reque
2. Pode-se medir o valor de [PL] ou de [L] porque a [L], & conhecida no inicio &, © alangs sa requer
& o {&e avaliew e ‘
ket quea [L]+[PL] éiguala (Lo
[PL]= [P)(L] n«(ﬁ;fkt.ﬂm, de PF (g 2N
ke pe mec 4c que Ne EJQ.NXQ
3
das pesshhiens o (PO pey
O valor de P ndo necessita de ser medido porque [P]+[PL] = [P],, por isso [P}=[P]y-[PL]. ,’GQ( O....Aar_d
Iﬁc ma lécula tem n sitios equival — . cada sitio de ligag3o tem 0 mesmo valor de K,, independentemente de

= 2 3]
Fazendo o inverso da equagao: Y= itekad
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Rearranjando a equagdo obtemos ainda:

(= y+ud v
L

Representando graficamente: \r
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Obt: ao:
Smos 8 equacee 1 / e (Grifico de 1/Y vs 1/[L] linha
Qelagio dupla reciproca M\.\u I~ __—"  rectacomdecliveK)

elagio de Scatchard )

Qo &M sl quadtey Ec@%s Lo
SN’NDJLJ um emo menG G ).rmr.
O @DP&:? oo O vl oW E ﬂ ﬂ
L Kd & 2 %929. A
¢ Onde K, e K, sio as constantes de digfociagao. Agora,
dos locais) como:
v 7 .M lﬂxJ}h‘U do 2k

V.nf.ve»ns os outros sitios da mesma molécula estarem ou ndo ocupados.

n=2

PL+L=PL, a.-ﬁmw_mm_

q4 axa =K

L-ligando

o r&uf_om\//i

amn_ESOm Y (saturagdo fraccionada

P - macromolécula .AN - PF

2 39 n(r—/ra

concentragdo dos L ligados a P
concentragdo total de todas as formas de 1

Y=

PL)+ 2,
PllPLI+TPL,

¢
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i " Depgjs-deum L estar ligado, existe um Gnico caminho para que L seja unido a PL e dois caminhos para que se separe de PL,,
Substituindo as relagdes: _am@
- TM._.._ . ol A relagdo geral entre a constante de dissociagio K, e K ¢ dado por:
) X,
Na equagdo anterior, escrevemos: «a U o X
e oo @ g edvu a lLgan
) ﬁc L)/ K, + L)k k. Por exemplo, se i =1,2 e n =2, entdo a expressio anterior ¢ dada por: d
P PILV K, +[PYICT /X Ky LV K LT,

K; pode parecer ser igual a K; porque ambos os sftios sio independentes e tém a mesma constante de dissociagio.

_ ) Deste modo, com base na analise estatfstica, verifi que a segund. de dissociagio éQuatro Yezes maior que a.
primeira constante de dissociagad\ K, = 4K. = e -
Y K= (@ K= aks ; K= 2K

_ =ax 2K
= LK,

Contudo, nio ¢ o caso, devido a factores estatisticos.

K ¢ igual a raiz quadrada do produto das de di i individuais:

intrinseca de di:

Seja K a constante de dissociagio de um dado sitio (chamada de
Entiof2K, = K i

)

ja unido ao P e uma maneira para que separe de ﬁrhswc o> o> <
-(X; pode ser igual a K sk houver apenas um sitio de ligagao).

° 9—(4 dn»dl Ou seja K ¢ a média g étrica das co de dissoci individuais. 10
rVLv ecpual enlen . (e
. L AR Jatlu@nsa
Qo Serem (G wi A
A ﬂuaﬁ.) den « .
~ o \nJ A
onds. o= ?DQ)-J [SURes
n2delowe ¢ de
. Ugae
A equagdo (1) pode agora ser escrita como: \ xw ) etk it
. - " ” Curva hiperbSlica caracteristica da ligagdo simples (isto &, os sftios de ligagio
pa LKL rx | Qe)KNs[i)x) (e s3o todos equivalentes e ndo interagem).
1+2dL) K +[LFiKx? (+[Lh k) L]+ &
Quando [L] = K, nés temos Y = n/2 e quando temos uma concentragio de
T = ligandos muito elevada podemos assumir que [L] >> K, entdo, Y =n.
L
= tid dois sfti uivalentes. A relaglio directa geralmente ndo é usada para determinar os valores de n e K, n
Estaequacio¢viresultadojobltdopordola s Ou.na porque a determi den a muito de ligando ¢ 2
Na generalidade, para n sitios equivalentes, temos: muitas vezes dificil e é necessério saber o valor do n para determinar o K.
mE ha loo g /fn. ...r.A.w.ﬂ
Y= N3 (6) ql
2) Relagdo dupla recfproca.
Esta equagdo pode ser reestruturada em diversas formas apropriadas e repr das grafic
Os procedimentos mais ¢ sado:
1
b K
- Assim, o tragado de 1/Y versus 1/L d4 uma linha recta de declive K/n e uma Y declive =
Relagao directa ordenada na origem 1/n. Esta relacio ¢é conhecida como a representagio de L,
Hughes-Klotz. Sy o \
Relagdo dupla reciproca s LAt} lnr,u
1 % e Na
Relagdo de Scatchard 1 |0} ' m =
o\l
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3) Relag3o de Scatchard.
Comecando com a equacdo (6), temos:
Relacdo entre K, e K, e a Constante de Dissociagao Intrinseca (K)

¥{t)s Ky =nlt]

M) | o | frEE
?uE -y : Consideremos uma Macromolécula (P) com dois locais de ligagdo equival e independ Suponh
— os dois locais sio distintos e por isso chamemos-The (1)
Uma vez que os_locais de lipagdo sdo ival a de equilfbrio para a di dos
B e e designada por constante de dissociacio intrinseca, é a mesma para os dois casos a seguir apresentados:

Portanto, tracamos Y/JL] versus Y que nos dd uma linha recta de declive -1/K e uma intercepgdo na abcissa de n.
Ramike-me &vwﬁ
- i w P
e A»bsrv Quysae v R R
C@Dx.ﬂ. ke

—~

K
PJ(L
P+LePLY Fu-ﬂvﬁ

=~

A concentragio total de PL é dada por:

Assumindo que os ligandos se ligam sequencialmente podemos escrever:
[PL]=[PL"]+[PL?]

_[PIL]  [PI(L] _[PL
% ~+ = P+L & PLV =T
2[PJIL o
= 2 [PLY(L)
K ) PL" +L & PLY® Kn%

Também podemos expressar o equilibrio de ligagio por:

P+L«X»PL (qualquerlocal) Somando as equagdes anteriores temos que

Ondeky: P+2L e PLY?

- _y2 _ [PILY
K, = “hh ) X | S -.&._I—hxfl_n I?.Exﬁ

Podemos por isso escrever:
Substituindo a equagao (2) em (3) obtemos:

::N
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Pode ser determinado pela andlise da
solugdo do interror da bolsa depois da

sua remogSo do reaipiente.

Agora podemos ver como a de

dilise de equilfbrio

Esta quantidade pode ser obtida através
da medigdo da concentracdo dos ligandos

na restante solugio do recipiente.

quilfbrio real (K) e o ndmero de sftios de ligagio (n) podem ser obtidos usando a técnica da

Supondo que comegamos com uma solugio proteica com concentracdo conhecida na fase 1 e uma solugo de ligandos com concentracio

na fase 2. N

5) Bioenergética .

Bioenergética ¢ o estudo das transformagdes de energia nos sistemas vivos

q a quantidade Y ¢ dada por:

[P]* — concentragio da solugio proteica original

| Estado padrao para uma solucdo ideal é aquele no qual todos os =5

| reagentes e produtos se encontram n

uma concentra¢ao unitiria N\

| molar ou malal

3

—_—

/
Edefinide de awdo
@n o« coxentragds
PXxenke na 9».33*.@.5

S /‘,

Exemplo

21

°b

| Enex Lot n

\

.;,
fon e <

| Concentragdo do ido H* definida para o estado padrao como send .e

| M, uma vez que@ pH fisiol6gico é cerca de 7 >

OhecR W\

Y-

B

A experitncia pode ser repetida usando diferentes concentracdes das solugdes dos ligandos e da proteina, e os valores de k ¢ n podem ser
determinados pelo grifico de Hughes-Klotz ou pelo de Scatchard.

S-Muﬂ Neste caso [L] = [L},>

A técnica da dislise de equilfbrio tem sido empregue com sucesso na ligacio de drogas, hormonas e
outras moléculas peq ap e 4cidos

De notar que neste caso assumimos que os ligandos nio eram

pelo que, a de ligandos livres ¢ igual nas duas fases, em
equilfbrio. Se o ligando for um eletrélito teremos de aplicar a efeito de Donnan.

[aG<6 )= rea

TnstaatknRka

envolvam a libertagio ou ¢ de ides hidrogénio, dependendo da convengao usada

A variagdo de energia de Gibbs padrio de acordo com estas duas convengdes é diferente para reacdes D:m/

T \/
-
o wpgrﬂa .\ .
N C P fisi fmi Proc bioquimi
uok VNAMD)/aM: m-xdw > rocessos fisico-quimicos essos bioquimicos
am>=” AG AG>

Consideremos a reacgao:

A variagdo de energia de Gibbs (AG,) para o process

o] qus—fsce

3 (Y1 AR ey
| AG =] .Q.‘.»ﬂ_-—% /

1
- (N M x0T ey |
- P@ R =R m@n |

V4 D@m@ ” ¢
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@)
. ) Ou parax=1:
Das duas equagdes anteriores obtém-se: ? g | DA\) ﬂoN A > quﬂ

, AG° = AGT(=H9.93 kI mol™' |

| &G° =G+ xRTIn—) ——— - i

Tx 107 Isto significa que para reagoes i priatieans Bis T 0 male e e Esta reaccdo ser4 mais espontanea a pH 0 do que a pH 7. Para uma reacgao que nio envolva ides H*, AGP = AG™
superior ao de 4G,*” em 39.93 k] por mol de iGes H* libertados. Logo sob
Sex=1eT=298K entio: " | condicies padrio a reagio é mais esponti
o condicdes padrio a reacio é mais tanea a pH 7 do que a pH 0
M Algumas limitacSes da termodinamica em biologia

A | AG* =A,G” +3993 kJ Eo_u_v\

A energia de Gibbs padrio ¢ apenas vdlida para reagdes nas quais Termodindmica aplica-se l a sistemas
Considerando o caso em que H* aparece como reagente: 0s reagentes no seu estado padrio sio convertidos em produtos no fechados em equilibrio
seu estado padrio

C+xH' - A+B

Sistemas vivos sdo sistemas abertos,

Entao:

que sdo mantidos num estado
O que nunca se verifica para

estaciondrio em vez do equilibrio
processo bioldgicos “in vivo”
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