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BRESUMD

fAprecentamos nm discussdo das propriedades fisicas dos sistemas de
Transporte Ativo, em particular das ATPases, para duas classes de mde-
los baseados no modelo de Acesso Alternado: (i)} modelos ndo cooperativos
e (ii} modelos nos quais supomps a existéneia de cooperatividade nas
transigbes conformacionais das proteinas transportadoras.

fs propriedades doc modelos de transporte sdo estudadas do ponto de
vista geral da termodinamica de ndo equilibrio e da cinética guimica.

Analicamos o comportamento dos ffluxos de Transporte Ativo no estado
estacionario em fungic da afinidade da reaglo de ATPase, da diferenga de
potencial elétrico atraves da mewbrana e em funcado do gradiente de con-
centragdo do ion transportado. Para o modelo ndo cooperativo mostramos a
dependéncia especifica destes fluxos para cads wm das variaveis; discu-—
timnos em particular o efeito da densidade superficial de cargas da mem-
brana sobre ectes fluxiope.

A analise das propriedades cinéticas dos wmodelos oonperativos
mostra a dependénciz sigmoidal dos fluxos em funplo das concentragfes de
ATP e do ion transportado. Mostramos ainda que wm dos modelos {modelo
adaptado de FEdelstein) apresenta estados estaciondrios maltiplos. A
estabilidade destec estados & investigada atraves da andlise de

estahbilidade linear.



INTRODUGAO

Oz serps vivos s3o constituwidos por células, as gquais s3o
pequenos compartimentos delimitados por uma membrana contendo uma
solugio aguosa concentrada de substincias guimicas {citoplasma}.
f fung3do basica destz wmembrana é impedir a dissolugio entre o
citoplasma # o mweio no gual a ecelula esta imersa, geralmente
mantendo as composigdes guimicas destes dois meios bastante
diferenciadas.

As células em alguns casos podem conter outras estruturas
subee lulares {organe lac) também delimitadas do resto do
citoplasma por membranas, em geral diferentes para cada organela.

hs propriedades e fungles das membranas sio fundamentais
para o funcionamento e wmwanutengido da vida da ecélula. Estas
funces s3o wmaito diversificadas, n3o se resumindo apenas a
fungdog discutida acima, podendo wvariar entre as células e entre
as diversas membranas de uma mesma célula. A fungdo pode variar
ainda com a face, interna ou externa, e a posigio na wmwembrana.
Por exemplo, a fungio da membrana pode estar intimamente ligada a
producio de energia pela célula, como no caso da mitocondria e do
cloroplasto ou estar relacionada aos mwecanismos de recepgdo de

estimulos externos. A membrana pode servir também cowmo um



regulador seletivo da passagem de substancias entre a célula ou

organela € o meio externo.

0 modelo aceito atualmente para a estrutura basica de todas

as membranas celulares @ o gue vemos na figura 1.1.

Figura 1.1 - Estrutura lipoproteica comum a todas as
membranas celulares. Uma bicamada de lipidios constitui a
estrutura basica da wembrana, servindo comp suporte para as
moléculas de proteinas a ela associadas. 0Os globulos de
proteina asspciados A bicamada de lipidios podem ficar
presos & bicamsda {a}, parcialmente imersos (b} ou mesmo
atravessar toda a extens3o da bicamada (c}.

As membranas diferew tanto pelo tipo de fosfolipidios gque
compSe a bicamada, quanto pelo tipo de proteina a ela associada.
Porém, & de grande aceitagio que as fungdes bionlogicas da
membrana estejam essencialmente caracterizadas pelo tipo de
proteina presente.

Em particular, com relagio aos processos de transporte,



sahemos ser a bicamada de fosfolipidios altamente impermeavel a
ions e mpléoulas polares, entretanto para um grande nGmero de
oélulas observa-se um fluxo intenso de ions atraves da wembrana.
fs proteinas agiriam ent30 comp mediadores do transporte desses
ions.

Neste trabalho estaremos interessados em um particular tipo
de transporte, chamado de Transporte fAtivo, no qual a membrana
induz a passagem de um soluto no sentido de aumentar a diferenca
de potencial eletroguimico entre os dois lados da wembrana ou
simplesmente no sentido de aumentar a diferenga de conoentragio,
no paso de um soluto eletricamente neutro. Como esperado da
termod inamica, este tipo de transporte requer alguma fonte de
energia e portantp podemos falar neste caso de um bombeamento de
matéria através da membrana. 0 transporte que ocorre no séntido
de anular o gradiente eietroquimioo & denowinado de Tramsporte
Passivo.

E bem aoceito na literatura [1] que o Transporte Ativo deve
estar associado as grandes proteinas que atravessam a membrana
{tipo o na fig. 1.1), as quais serviriam como bowbas do
Transporte Ativo. Proteinas deste tipo poderiam servir também
como o8nais seletivos para o Transporte Passivo.

s fontes de energia do Transporte Ativo podem ser por
exemplo 1luz, hidrélise de ATP (Trifosfato de Adenosina), o
gradiente eletroquimico de outra substéncia ou a energia de
reagBes de oxi-redugioco. Os sistemas de Transporte Ativo sdo
diferentes e especificos para cada fonte de energia. Do ponto de
vista tedrico, a andlise das propriedades destes sistemas exige
cons ideragSes especificas, de modo que uma abordagem geral se

torna dificil. Neste trabalho analisaremos



principalmente as proteinas que utilizam como fonte de energia a
hidrélise do ATP, e brevemente as gque usam & energia proveniente
do gradiente eletrogquimico de uma outra substéncia.

Normalmente grande parte da energia adquirida pelas células
é transferida para a forma de energia livre da reaglo de
hidrdlise do ATP,

aATP —— ADPF + Pi
com a produg3vo de ATP a partir de ADF (Difosfato de Adenosina) e
Pi (Fosfato inorgénico), isto é, deslocando do equilibrio a
reagio acima. A proteina para realizar o Transporte ftivo deve
entio agir como um catalizador da reagdo de hidrolise do ATFP e
deve acoplar o seu ciclo de reagOes de transporie a esse processo
patalitico, isto &, deve ter no wminim um passo do ciclo de
reacio de transporte pcomum aos passos da reagdo catalitica.

Sistemas de Transporte Ativo sio extrewmwmente Ccomuns nas
wembranas das células e em um grande niwmero de organelas. Sabe-se
atualmente gue estes sistemas tem fungbes essenciais no
metabolismo das células e de organismos superiores. Por exewplo,
na entrada de nutrientes tais como aminoicidos [2,3] ou na
excregio de wetabdlitos indese jados. Nos miasculos, o Transporte
Ativo de Calecio da wmembrana do Reticulo Sarcoplasmatico controla
o processo de contragio e relaxamento da fibra wuscular [4]. O
transporte através da wembrana regula também a composigio ibnica
e molecular do citoplasma para a wmanutengho de diferentes
ambientes dentro de uma mesma célula.

Na Balobacterium halobium a proteina Bacteriorhodopsin da
mewbrana citoplasmatica é responsivel pelo Transporte Ativo de

protons para o exterior da oélula gquando ha incioéncia de luz



sobre ela, gerando assim um gradiente eletroquimico [2]. A volta
desses protons através de outras proteinas para dentro do
citoplasma €& utilizada para a sintese de ATP. O processo de
transporte nestas proteinas & reversivel, isto &, as proteinas
podenm realizar o Transporte Ativo a partir do consumo de ATP.

Foi observado também que nos cloroplastos e mitocondrias
existem proteinas capazes de sintetizar ou hidrolizar ATP
utilizando ou criando um gradiente de potencial eletroquimico
respectivamente [S5-7]. A idéia da produgdo de ATP nos
cloroplastos e mi tocHndrias a partir de um gradiente
eletrogquimico foi introduzida por Mitchel em 1966 cowm 2 conhecida
“Hipotese Quimiosmdtica™, ligando fortemente a teoria do
Transporte fitivo ao estudo da bioenergética celular.

RAssim, temos Justificado o enorme esforgo teodrico e
experimental despendido no sentido de uma welhor compreensdo
deste processo, o gqual pode ser verificado pela extens8o da
bibliografia disponivel.

Existe atualwente uma grande quantidade de c¢élulas ou
organelas cujo sistema de Transporte Ativo jé foi estudado com
bastante detalhe. Podemos citar por exemplo artigos de revisdo
sobre a olasse de Proteinas transportadoras FgaF; (proteinas
existentes nos cloroplastos, mitocbndrios e algumas bactérias)
[8], sobre o transporte ibnioo em células de wvertebrados [9],
sobre o transporte de aminoadcidos em microorganismos eucariotios
[1e] e sobre as proteinas transportadoras das wmembranas
plasmiticas de plantas e fungos [11].

No entanto esses trabalhos ndo conseguiram levantar um

conhecimento completo de todas as propriedades estruturais ou



cinéticas de nenhuma bomba de Transporte Ativo, ndo permitindo
ainda uma deserigi3po wmwicroscopica do mecanismo pelo gual a
proteina realiza o transporte. Provavelmente este wecanismo varia
de acordc com ©o organismo, a organela e o scluto a ser
transportado.

Do ponto de vista tedrico, sxistem esforgos no sentido de
propor modelos especificos de transporte, assim como no sentido
de ohter uma abordagem formal a partir dos principios gerais da
termodinimica e da cinética guimieca [12-18].

Modelos especificos s8o0 por exemplo os de Dragomir [17] e
Nagle et all [18-2@]. Jardetzki [21] propbs em 1966 um wodelo
alostérico, no gual a bowha alterna, ewm um ciclo de reagio, entre
dois estados conformacionais nos guais a proteina pode trogar
jons com as solugfies, primeiro com uma das fases e depols com a
outra, mas nunca simultaneamente com as duas.

Sequndo Tanford [1] gue denomina este modelo de Modelo de
fcesso Alternado, & guestionavel se existem outros mecanismos
vidveis para o Transporte Ativo. Provavelmente devido & sua
simplicidade, guase todos os modelos propostos na literatura s3A0

variantes deste modelo.

Além disso, trabalhos recentes tem obtido algumas evidéncias
da wvalidade deste wodelo. Por exemplo, intmeros trabalhos
recentes COmprovam a existénecia de diferentes estados
conformacionais para as proteinas transportadoras [22-25].

O objetivo deste +trabalho & analisar as propriedades
termodinimicas e cinéticas do Transporte Rtivo de duas classes de
Modelos de flcesso Alternado: mode los nSo cooperativos e modelos

nos guais supomos & existénociz de cooperatividade nas transicgles



conformacionais das proteinas.
Expomos a seguir um breve roteiro deste trabalho.

No capitulo I apresentamos uma discuss3p do Transporte fAtivo
de forma independente do modelo cinético suposto para a proteina,
a partir dos conceitos basices da termodinamica. Inicialmente
introduzimos o conceifo do potencial eletroquimico, o qual
permite a identificagio das forgas termodinamicas que atuam no
sistema: o gradiente de potencial eletroquimico do ion
transportado e a afinidade da reag3o de ATPase.

Com estes conceitos estabelecidos discutimos entio algumas
propripdades gerais do sistema de Transporte Ativo no equilibrio
e em estados de nio equilibrio.

Entretanto, varias propriedades do Transporte Ativo s&o
dependentes do mecanismo de f{ransporte suposto para a proteina.
Essas propriedades sac, por exemplo, a dependéncia dos flusxos de
transporte com a diferenga de potencial através da membrana ou
com a afinidade da reac8o de ATPase. No capitulo II procuramos
analisar as propriedades termodinamicas e cinéticas do Transporte
ftivo para a classe de Modelos de fcesso flternado a gual nao
apresenta efeitos de cooperatividade no mecanismo de transporte.
O modeloc analisado corresponde a um dos wmodelos mais simples
(modelo minimo} dos varios Modelos de Acesso Alternado propostos
na literatura. i partir deste wmodelp winimo analisamos a
dependéncia dos fluxos de transporte com as variaveis: diferencga
de potencial através da membrana, as concentracoes dos ions
transportados & a afinidade da reagaoc de ATPase. Analisamos

também o efeito da densidade superficial de cargas da membrana



sobre estes fluxos.

fAnalisamos ainda, os estadns estacionarios no caso em gue O%
cistemas s30 finitos ¢ o potencial ndo & controlado externamente.

No capitulo III analisamos as propriedades cinéticas de
modelos de Transporte fAtivo nos guais supomos a existéncia de
cooperatividade durante as transigoes conformacionais das
proteinas. O tipo de cooperatividade suposto neste trabalho
corresponde a uma interagdoc do tipo autocatalitica nas transigBes
conformacionais das proteinas.

Neste capitulc estaremos interessados no comportamento
cinético dos modelos cooperativos, pois alguns destes wmodelos
apresentam propriedades que podem explicar 0s fendmenos
oscilatorios ou os diferente:z regimes de transporte nas células.
Destas propriedades estaremos particularmente interessados na
exicténcia de ectados estacionarios miltiplos.

O primeiro modelo discutido & o modelo cooperativo minimo, o
gqual & uma modificag8o do Modelo Minimo definido no capitulo II,
-] corresponde an modelo mais simples no gual existe
cooperatividade. O segundo esguema de transporte analisado é
adaptado do modeln de Lotka [26] e corresponde ao TModelo Minimo
com dois passos cooperativos. Veremos gue estes dois modelos
acima n3o aprecentam estados estacionarios mixltiplos.

O terceirc modelp analisado corresponde a uma adaptaglo ao
nosso ciclo de transporte do modelo cinético analisado por
Edelstein [26], o gqual apresenta estados estacionarios miltiplos.
f estabilidade destes estadpos & investigada através da analise de

estabilidade linear.



CAPITULO I
PRINCIPIOS TERMODINAMICOS DO TRANSPORTE ATIVO

Neste capitulo apresentaremns o©os conceitos termodinémicos
necessarios i compreengio dos fendomenos de transporte atraves de
umz wmembrana biologica, em particular, para a compreengdo do
Transporte fitivo. A partir desses conoeitos, analizaremns as pro-
priedades do transporte gue podem ser discutidas de forma inde-
pendente do wmodelo cinético da proteina mediadora deste transpor-

te, tais como as propriedades do equilibio e perto do equilibrio.
I.1-Potenial Eletroguimico e EeagfOes Transporte

0s processos de transporte através da wembrana podem ser
discutidos de maneira formal pela termodinamica a partir do
potencial gquimico definido pela relagio de Gibbs. O potencial
gquimico, no caseo de substdncias idnicas, deve ser entendido como
o potencial eletroguimico.

0 potencial eletroquimico & definido em termos da energia

livre de Gibbs a temperatura e pressio constantes:

Hy = [g%;]nk (1-1)

e

M € a variavel termodindmica associada & variavel n, (nimerc de

mol da espécie gquimica x.i na solugio). Esta variavel & de

particular inte‘resse guando estdo envolvidos os fendmenos de
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transporte e reagles guimicas, com 05 Quais nJ pode wvariar.

0 transporte atraves da wmewbrana pode ser analisado
formaimente por um esgqueme semelhante 2 uma reacio gquimica, isto
é, podemos pensar o transporte como uma transformagio entre
espécies gqguimicas, gQue serdo apenas diferenciadas pela fase em
gue estioc. Em ambos os casos, de transporte e reagBes guimicas, o

equilibric do sistema se da gquando a energia livre do sistema &

minima.

Em uma reagio guimica entre duas especies A e H,
—_—
A —— B
costuma-se denominar os elementos representados a esquerda como
"reagentes”, a os elementos a direita como “produtos”.

Transferindo todos os termos para a direita obtemos

@ —— B - A
onde © sinal negativo de A indica gue este elemento e um
“reagente”. A identificacip dos reagentes e produtos em uma
reacio nio é fnica, Jja gue & reagio pode ocorrer em gqualguer
sentido. Portanto, a escolha de uma sentido & uma pura convengio.

Seja um conjunto de r reagBes quimicas ou de transporte das

N espécies guimicacs HJ'

N
@ — 2 v} HJ i =1,...,r (1.2)
J=1

i, .. N . .. .
onde v, é o coeficiente esteguiometirico da especie gulmica :1{'i na

[ ~ 1 - 1
i-ésima reagdn. Se x. for um reagente, vJ deve ser negativo. vj

expressa também o nimerc de woleculas | que s3p consumidas ({ou

produzidas) na reagio i.
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Se n, & o niamero de mol de xJ, entio
i
dn . = Edn. {1.3)
4 J
i

ja que cada reagd8co se processa a uma velocidade diferente
provocando uma wariagio propria de n;.

Podemos também definir para oada reagdo um grau de avango
dti. Utilizando o coeficiente estequiométrico vi, obtemos para

cada eapépie guimica na reagdo iz

dnt = vt oap! {1.4)
J J
gue indica a existéncia de uma variagdo proporcional no consuma €
produgBc de espécies quimicas em uma reagio. 0 sinal do grau de
avango da reagio deve ser coerente com o sentido adotado para
esta reagso.

A energia livre pode ser calculada através da relagio
dG = & .dn . 1.5
sz ; | (1.5)
J
e usando-se as relagdes (1.4) e (1.3) vem
dG = Edg“[z ﬁ.u“.] {1.6)
K J d

1
onde os dgl si0 iodos independentes.

Logo, no egquilibrio, onde 4G = @,

)3 Eju; = @ i = Lyaea,r (1.7}
J

Este conjunto de equagdes caracterizara o equilibrio do

transporte através da membrana e das reagtes guimicas do sistema.
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Para uma solug3o ideal o potencial quimico do soluto pode

ser eserito como!

n.
ne o J

Byo= o Hp ot RTln —£ + 2F¥ (1.8)

onde n & o nimero de wmo! total na soluglo, g: reflete as
propriedades inerentes de uma wolécula isolada do soluto, ¥ & o

potencial elétrico, F é a constante de Faraday e z & a carga do

ion x ..
J

Um coeficiente de atividade (1‘i) deve acompanhar a fraglo

n,
molar do soluto na relagdo aoima (ln v—;’-;) para dar conta de

J
desvios da idealidade da solugdo, levando em consideragdo as
interagBes entre o soluto e o solvente e as interagles entre as
moléculas do soluto.

Usualmente se escreve a relagdo (1.8} em termos de

concentracio molar. Para uma solugldo aquosa obtemos

n L]
. = g, + RTln c. + zF¥ 1.9
Hj = ¥ % (1-9)
onde
pz = p; + RTIn v ;- RTln 55 (1.1@)

ja que existem 55 wol de Ggua em 1 litro.
A diferenga de potencial eletroquimico entre os dois lados
da membrana sera entdo
- * o
Afi = f% - §" = A" + RTIn -3 + zFAY (1.11)
d J J ]

onde A" = RTALnY |

fio final de um ciclo de reagBes de transporte, as proteinas

transportadoras nfio sEp alteradas. Portanto, em um esquema de
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reagio global, correspondente a um c¢iclo de reagbes de
transporte, n3o aparecem os termos correspondentes a estas
proteinas,

Para o Transporte Passivoc gque nio envolva gastos de energia,
mesmo gque mediado por woléculas transportadoras, o esquema da
reagio global sera simplesmente

n :xJ {1.12)
onde (') e ('') indicam fases diferentes para uma mesma espécie
quimica xj.

fissim, pelo formalismoc anterior, o equilibrio do Transporte

Passiwvo deve se caracterizar por
gt ﬁ} = @ {1.13}

ou, supondp que as duas fases da solugdo possam ser consideradas

suficientemente semelhantes para gque Aﬂ§ = @,
el . o%¢ (1.14)
o
onde
_ F?y -
u :ﬁ e Au = u u

Normalmente nos referimos a relagio {i.14}) como o Equilibrio
eletrogquimico do sistema. O valor de equilibrio do potencial e
das oconcentrapgBies dependerd de fatores como o t{ransporte de

putros elementos e das cargas da membrana, como veremos adiante.

No estudo do Transporte Ativo devemos considerar pelc menos
os =seguintes trés elementos: a fonte de energia, as proteinas
transportadoras 2 a bhicamada de fosfolipidios gque serve Ccomo

suparte das proteinsas & separa as duas fases da solugiao.
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No caso mais geral, est3o ocorrendo trés reagles neste

cistema:

i. Hidrolise do ATP levando ao transporte de n wmoléculas x‘i

atraveées da wmewmbrana,

ATP + n33 preama nx} + ADP + P, (1.15)
2. Degradagio da fonte de energia. No nosso caso, a hidrolise

direta do ATP, isto &, hidrdlise que n3o leva ao transporte

o

ATP = ADP + P, (1.16)

3. Transporte Passive de ions pela wewbrana,

o= x (1.12)

Como vimos na introdug3o, a proteina deve acoplar a reagdo
de hidrélise do ATP com o transporte de ions através da wembrana.

Este acoplamento esta representado pela reagi3o (1.13).

Se os trés processos descritos acima estido ocorrendo, da

relagio (1.6) podemps wostrar que

daG = dGl + d62 + dG3 = dGa + dGb (1.1?]
onde
d6_ = (E" - Ev)de? 1.18
a - (Ey - &})aE ( }
- -~ " b
dGb = (ﬂnn? + ”Pi phTP)dt [(1.19]}
e
a i 3
df = ndf + d¢

b 2

ag® = agt + ar
Na linguagem da Termodinémica de Nd#o Eguilibrio, podewos
identificar nestas expressies as duas forgas termodinamicas que

atwuam no sistema: i diferenga de potencial eletrogquimico
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{ﬁg - ﬁs) entre as duas fases da solugio e a afinidade da reaglo

de ATPase:
dG, c. o c.c_fo
.. = - AG° + RTIn2PY - BTIn—2FE T {1.20)
QTP E ] o —_— —
d¢ T CnCp/Co.

Eé @ Ei indicam concentragBes de equilibrio para ADP,

P, e ATP respectivamente, e AG® = RTin(e /o o)

ande Eb ’

Se apenas o processo deserito pela reagdo {1.135) ocorre no

no sistema, as relagles (1.18) e {1.19) se reduzem a uma <nioca

relaglo:

dG = {nps - np3 * fgnp * ppi - pRTP)dE

Portantg existe uma tmica forga termodinamica neste caso:

F o= nsii -4
Esta forca terwodindmica depende da estequiometria da

proteina {estequiometria = n = nimero de ions transportados por

molécula de ATP hidrolicsada]j.
1.2-Equilibrio Termodinamico

Das equacSes {1.12), {1.15) e (1.16) vemos que o equilibrio
do Transporte Ativo no caso mais geral & dado por:
(1.21)

= @ {1.22)

gt - @, = ©
Fgpp T Fp. T Hare
equilibrio

Meste oasc teremos 0 equilibrio eletrogquimico e 0

da reagin de hidrdlise de ATP.
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-

A constante de equilibrio KT da reacgidc de Hidrolise de ATP é

conhecida experimentalmente [27]:

C.C.
K, = —5 = 10” Molar (1.23)
L=

T

ficoplamento Perfeito

Se a hidrolise de uma wmolécula de ATP sewmpre leva ao
transporte de icns {apenas a reagdc 13) diremos gue a proteina
faz o acoplamento perfeito entre a hidrélise e o transporte. KNa
realidade espera-se gque as proteinas possam também realizar a
hidralise sem realizar o transporte, diminuindo a eficiéncia da
bomba. Podemos supor gue este processo tenha sido minimizado ao
longn da evolugdo dos organismos, aproximando o sistema de
Transporte Ativo de uma sitwaglo ideal, de maxima eficiéncia
termodinamieca.

Para gque o sistema de Transporte Ativo tenha maxima
eficiéncia, a bicamada de fosfolipidios deve ser impermeavel aos
ions e a proteina do Transporte Ativeo ndo deve funcionar como um
canal! de Trangporte Passivo ou como um catalizador da hidrolise
direta de ATP. Além destas condigBes, a fonte de energia nido deve
sefrer degradagioc espontanea, o gue corresponde a supor uma
grande energia de ativag3o da reagic de hidrolise direta {1.16},
(E, 3> RT).

Do esquema (1.1}, nesta idealizagBo o eguilibric sera
alcangado guando,

Honp * ppi + nu - Hgrp T BE = @ {1.24)
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*
ou, com Apj = @

L |
nRTInZw + nzF(¥'-9") = & {1.25)

Neste caso {somente a relagdo 1.15), o equilibric &
caracterizado pela compensagio entre estas duas forgas
termodinidmicas conforme indica a relagio {1.25), 2 em todos os
casos nfo idealizades (onde o0s processos 1.16 e 1.12 sdo

poscziveis}, estas forgas s2 anulam separadamente.
I.3-Fluzos Prarimos do Equilibrio

Existem 2 fluxos associados as duoas forgas termodinimicas: o
fluxce de transporte através da wmembrana (¢n) e a taxa de
hidrolise de ATP (¢G}. 0 sinal algébrico de ¢ determina o
sentido do transporte e o sinal de ¢c determina se estd ocorrendo
a hidrolise on a sintese de ATP. Portanto, no caso em que valem
as relagBes lineares entre fluxos e forgas termodinamicas,

chteremoc as seguintes relagdes fenomenoldgicas:

¢, =L 4 - L A (1.26)
¢, = L_4F ~L_ 4 (1.27)
Em geral, estas equagBes s3c validas sowente quando o

cistema wstad praximo do equilibrio, isto e, para peguenos valores
das forgas termodinamicas. Os cpeficientes L serzo calculados no
capitulo II e dependem do mecanismo de transporte da molécula

bhomba.
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No casop de acoplamentoc perfeito, a partir das relagbes
{1.26) e (1.27}, obtemos

¢x = nL(nAﬂx - A) (1.28)

¢c - L(nA,ux - A) {1.29)

Aissim podemos goncluir gue no caso de maior eficiéncia do

mecanismo de transporte:

L = nL (1.3@)
HY ¥C
Lox
Lee = {1.31})
n

Mo paso e=m gue o acoplamento nio & perfeito podemos esperar

que:
L ¥ mnlL {1.32)
HH HT
ch
lec » —- {1.33})
n
Essas relagdes s3o particulares para os sistemas de
Transporte Ativo. De forma geral, para sistemas quaisgquer,
pode—-se provar somente gue: L__L { L L [28].

XC CXH ¥X oG

Na introdug3c wvimos gue algumas bombas de Transporte ftivo
funcipnam reversivelmente sintetizando ou hidrolisando ATP. Este
fato & coerente com as eguagdes fenomenoldgicas (1.26) e (1.27},
das quais podemos concluir gque assim comp a ATPase pode ser a
fonte de energia para o processo de transporte, o gradiente
eletrogquimico pode servir como fonte de energia para a sintese de

ATP.
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J.4-Forgas Motrizes

Para a analise das propriedades de um sistema de Transporte
ftivo & uvtil conciderar & situaci3o na qual, embora as forgas
termodinamicas sejam nd3c nulas, o fluzo de Transporte Ativo
através da wmembrana & nulo. Neste caso podemns introduzir a

seguinte definigdo:

Forga Motriz de x

#

Ajz
_ X
fﬂlx = ]T]¢x=@ (1-34)

Note que nesse caso os efeitos da afinidade da reagdo de

fiTPase deve compensar o efeits do gradiente de potencial

eletrogquimico, tornado o fluxo nulo.

De acordo com a definig3o do gradiente eletroguimico a Ena
pode ser dividida em wma parte puramente elétrica e outra

puramente osmotica:

Forga Eletromotriz de x = fem = z (¥'- ?"}¢x=0 {1.35)
. _ IrT, X°*
Potencial de Nerst = [—§1n§1]’x=0 {1.36)

No caso de acoplamento perfeito a i‘mx pode ser deduzida 4da
relagio {1.23):
R
fm, = —oF
No caso de acoplamento nio perfeito o |£mR] devera ter um

valor menor, pois a eficiéncia da bomba diminui. Portanto de

forma geral temos:

lem | < S (1.37)

0O valor exato de fmx da homba n3c perfeitamente acoplada
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depende do mecanismo de transporte. Este valor sera calculado no

capitulo II para um modelo especifico.
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CAPITULO II

PROPRIEDADES TERMODINAMICAS E CINETICAS DO

MODELO DE ACESSQ ALTERNADOD

Como vimos no gaplitulo I, existem propriedades do Transporte
ftivo gue <8o dependentes do modelo cinético suposto para a
proteina. Em particular, o fluxo de transporte e a taxa de
hidrdlise de ATP, dependem deste modelo. Entretanto, o Modelo de
feesso Alternado pode ser representado por indmeros esguemas
cinéticos. Portanto, definiremos neste capitulc um esguema
cinético minimo para o HModelo de flcesso Alternadeo (Modelo
Hinimﬂ).. ft partir deste Modela MHinimo discutiremos as
propriedades termodinamicas e c¢inéticas do Transperte A(tivo.
Analisarembds em particular, as propriedades dos estados

estacionarios de n3c eguilibrio.

I1.1-Modelo Minimo para o Beesso filternado

No modelo de acecso alternado a proteina deve ter um sitio
de ligag3o especifico para a espécie a ser transportada.
Considera-se em geral gue este pode estar logalizado a uma certa
profundidade no interior da proteina {1]. Neste caso, o ion teréa
acesso ao sitio de ligaglo por meio de um canal da proteina. De

forma geral podemos supor que es5te canal de acesso ¢ formado por
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sucessivos sitios gue a espécie a ser transportada deve ocupar
at@# alecangar o sitio de ligagd3o.

Portanto, podemos representar a proteina do tipo {c) na
figura 1 como um canal com wmiltiples estados conformacionais e
que apresenta uma curva de energia potencial do canal (para a
espécie quimica transportada) caracteristica para cada estado,

conforme a figura 2.1 [14].

& membrang-————

potencialt
meio m2io
interno externo
fe— ol —
T ¥
51 dimensao do canal
{a}
potencialt
meio meio
internn 4 exferno
&— Y, —
1 - ¥
51 dimensido do canal

{b)

Figura 2.1: Forma geral para a energia potenocial de um ion
no canal da proteina para um dado estado conformacional.
“s1” representa o sitio de ligagio da proteina. O sitio de
ligagio pode estar acessivel: (a) pelo lado intracelular ou
(b) pelo lado extracelular. a e ¥ correspondem as

profundidades do canal de acesso gquando 0 sitio de ligagio
estd aocessivel pela face interna e pela face externa da

membrana, respectivamente.
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O estudo das bombas de Transporte Ativo gue carregam ions
através da membrana & particularmente interessante §a que neste
pcaso © transporte depende do potencial elétrico da membrana,
podendo converter energia quimica em energia elétrica. Quando
existe esta conversdo de energia, o transporte e dito
eletrogénico. Verems adiante que a existéncia de cargas na
proteina também pode levar a uma dependéncia do Transporte ftivo
com este potencial, me 5mo que 0 transporte nio seja
eletrogénico..

Conforme a fiqura 2.1 o transporte de uvm ion para o meio
externo se d& quando ocorre a transformag3o a -+ b com o sitio
ligante carregado com o ion proveniente do meic intracelular e a
posterior transformag8o b 4+ 2 com o sitio ligante vazio, sendo o
ion deixado no meio externo.

Pelo principio da reversibilidade wicroscopica, o ciclo de
reagio contrario {(a 2 b com o sitiop vazio e b » a com o sitio
carregado) também ocorre e transporta um ion para o meic interno.

Podemos deduzir do capitulo I que se esta proteina nio
estiver acoplada a nenhums fonte de energia, o gradiente de
potencial eletroguimico determina o <ciclo predominante: o
transporte deve ocorrer no sentideo deste gradiente, assim como no
caso de difusfoc em meio homogéneo.

Como vimos na introdug3o, no modelo de Acesso Alternado, uma
fonte especifica de energia faz com que a proteina sofra um ciclno
de transigBes conformacionais durante a gqual carregga um oUu mais
ions através da membrana em sentido contrarioco ao gradiente

eletroguimico.
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Com essa idéia podemos construir um “Modelo Minimo" para a
bomba, gque envolva somente o0s gquatro passos fundamentais:
transformagio conformacional com e sem 0 ion e as reagdes do ion
com o sitio de ligagdo ocorrendo do ladeo interno e externo da

membrana.

i atividade da bomba fora do equilibrio & essencialmwente
caracterizada por duas gquantidades de fluxo, o fluro do jon
transportado, ¢“, e a taxaz de hidrélise de ATP, gue pode ser

considerada um fluxo gquimico, ¢E.

Em contraste oom a situagio de equilibrio, a atividade da
bomba fora do equilibrio depende fortemente do modelo cinético
{esquema de reagd3c} supostc para a proteina, além das
caracteristicas do acoplamento. No entanto, ainda agqui, &
dese javel uma andlise que derive propriedades gue sejam wvalidas
para um grande nimero de wmodelos, iste &, propriedades nao
associadas a caracteristicas especificas do wodelo wusado nos

calculos.

QO ciclo conformacional pode ser repreésentado pela curva de

potencial do canal.
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XE KE E
ADP
o i
ATP ec kCE kEC
K¢
XC C

Figura 2.2: BRepresenta os estados conformacionais de uma
proteina transportadera. 0 lado esquerdo da curva representa
o meio interno e o direito o weio externo. Logo, durante o
cjclo "¥C — BE — ... — EC”, um ion x & transportado para
fora da célula. Os passos “XC/C” e "XE/E” da reagdo sio
supostos em equilibrio (velocidade desses passos muito maior
do que a do ciclo). Observe que nos estados "XE” e “E” o
ion tem avesso sowente ao wmeio externo e em "HC” e “C7
somente ao interno.

Por generalidade podemns supor uma bomba que realiza o
transporte simultineo de dois tipos diferentes de ions {x e y) em
sentidos opnstos. Veremos que as expressBes obtidas neste caso
para as quantidades de fluxoc tem como caso particular as
expressdes para:t (l) transporte dos ions no mesmo sentido, (2)
transporte de apenas um ion, {3) o ocaso em que a fonte de energia
& o gradiente eletroquimico de uma putra substincia, e (4) para
um canal de transporte passivo. Vamos supor também que a enzima
no estado XC, além de poder ser fosforilada por reaglio oom o ATP,
pode ser também fosforilada ou desfosforilada por reacgio direta

com um fOsforo inorgidnico. Em oonseqiéncia desta hipotese, a
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enzima pode atuar como um catalizador da hidrolise puramente
dissipativa do ATP. Como vimos no capitule I, este &€ o caso no
qual a proteina n3o faz o acoplamento perfeito entre a hidrolise
e 0 transporte. Utilizaremos esta hipdtese porque, além de
existir algumas evidéncias experimentais do acoplamento nio
perfeito, também nos interessa neste trabalho a analise de
mecanismos nao idealizados.

Para levar adiante o modelo no sentido de uma analise
matemitica detalhada, podemos fazer também algumas hipoateses
cimplificadoras desde gque essas n3o eliminem propriedades

importantes e gerais da bomba.

1. Hos estadaos XC/C da proteina os sitins de ligagdo para os
dois ions sA3o somente acessiveis pelp citoplasma e nos
estados XE/E somente pelo meio extracelular,

2. fis taxas de ligag3o/desligamento dos ions com os sitios sao
muito wmais rapidas que as taxas de transig3o conformacional.
Logn os estados XC/C e XE/E podem ser considerados em
egquilibrio.

3, Popdemos supor gue existam n sitios de ligagdc para o ion X,
m sitios para y e gque as transigoes conformacionails nao
gcorrem se estes n pu m sitios de ligagdo estiverem apenas

parcialmente ocupados ou parcialmente desocupados.

A hipadtese 1 pode ser omitida sem levar a uma grande
complicag3o nos cdlculos [i4]. Esta hipotese simplesmente evita
gua bomba funcione constantemente como um canal de Transporte

Passivo. Para que esta hipdtese seja valida devemos ter uma
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grande diferenga de altura entre as duvas barreiras de energia
potencial da figura 2.

Em geral o fluxo de transporte para uma Gnica proteina fica
em tornoc de 10@® ions por segundo {14,11]. Portanto, segundo o mo-
delo de acesso alternado, o tempo caracteristico para cada cicio
de transporte & muito grande com relagiio a cinética de ligagdo de
alguns ions como o proton (dados referentes a outros cations nio
estio ainda disponiveis [29)). Entretanto, a hipotese 2 pode ser
considerada somente como uma hipdtese simplificadora que ndo al-
tera as propriedades mais gerais da bomba.

A hipdtese 3 sugere gque a bomba tenha uma estequiometria
(nimero de ions transportados por ciclo) fixa, ewbora existam na
literatura evidéncias de estequiometria variavel para algumas
proteinas [1]. Esta hipotese implica também um comportamento
cooperativo dos sitios com relagfio ao processo de transporte (ver
pagina 47).

Com essas hipoteses o conjunto de reagles quimicas que levam

a0 transporte sera:

HC + wmy’ ;:E%i C + nx’ (2.1)
AC + ATP —h— ADP * XE (2.2)
KC + P, == XE (2.3)
XE + wmy" ;:ggi E + nx" (2.4)

—k
E —— C+P,;

Ec © Ke s¥0 as constantes de equilibrio de ligag@o dos ions

(2.5)

com os sitios de ligagio conforme a hipdtese 2.
Este esgquema de reagBes contém os trds processos descritos
na segio I.1: (1) hidrélise do ATP levando ao transporte de

moléculas através da membrana (reagio 1.15), {2) hidrolise direta
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do ATP, istoc &, hidrGlise gue n3o leva ao Transporte (reagio
1.16) e (3) Transporte Passivo de ions pela membrana (reagdo
1.12).

(L} - O processe de transporte acoplado a hidrdlise & realizado
guando a reagio ocorre atravées das etapas (2.1), (2.2), (2.4) e
(2.5), correcspondendo & sequinte reagdo global:

C + nu! _Ro”} XC + my’ {2.1)
HC + ATP —b—> ADP + XE (2.2)
KE + my" =—XB2 E + nx- (2. 4)

E —=f= ¢ +p, {2.5)

ATP + nx' + my” ‘__l_..__——g—"l_. nx" + my' + ADP + P,

Onde B & a constante de eguilibrio da reagéoc global (ver
segdo I1.2).

{(2) - O processo de hidrolise direta do ATP, o gual implica o

acoplamento n3o perfeito definido no capitulo I, & realizado

através das etapas (2.2} e (2.3}, e oorresponde a seguinte reagao

global:
XC + ATP = ADP + XE (2.2)
=
XE $‘ HC + F, (2.3)

ATP _———= ADF + Pi

=
s constantes q e s representam gquantitativamente o tipo de
acoplaments entre a hidrolise de ATF e o transporte dos ions:
g =5 =@ indica acoplamento perfeitoc, uma vez que eliminada =

r

etapa {2.3) o Gnico esguema possivel para a hidrolise do ATP & o

esquema {1).

(3) -~ O transporte passivo através da membrana corresponde as
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etapas {2.1) e {2.3)-{2.5), levando & seguinte reagdo global:

Bc™ !
C+ nx* /== XC + my’ {z.1)
0 s
RC + P, o= XE (2.3)
XE + my”~ ;:égéi E + nx” {2.4)
. S
E —— € +P, (2.3)
nx! + my" T/ nx" + my'’

Observamos que este prooesessa, o qual acopla o transporte dos
dois ioms, n3c leva, em geral, aoc equilibrie eletroquimico
correspondente aoc transporte individual dos ions € e V.

Podemos escrever o conjunto de reagdes (2.1)-{(2.3) de forma

maia compactal

RC + my? —i23 ¢ 4+ nx’ (2.6)
e
Xc ;Egzj EE {2.7)
ec
w e, .
EE + my =—— E + nx (2.8)
kog
——— A
E &f¢— ¢ {2.9)
ce
onde
k" = pe. + qc (2.1@}
ce T P
*
k,, =roy+s {2.11)
= .12
kK . = ¥Cp (2 }
kK, =k {2.13}

Cada etapa do eciclo (inclusive as transigBes conforma-
cionais) pode ser considerada como uma reacdo guimica gue ohedece
a lei de ag3o das massas {A velocidade de uma reaglda, em um
determinado sentido, € diretamente proporcional ao produto das

concentragles dos reagentes, ficando cada poncentracdo elevada ao
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coeficiente ectequiométrico do reagente considerado.).

Portantoc, o fluxo total ¢H

$ = nimerc liquido de ions x que atravessam a membrana por
segundo atraves de N bombas, para o meio externo.

& dado por

¢ =n ( kieN_. - kecN {2.14)

H HC KE )
onde n ¢ ao nimero de sitios de ligaglo para o ion ¥ em cada
proteina e N, representa o namerc de hombas no estado k. O namero

de bombas na wembrana é& consideradoc fixo, isto e,
H = HXC + HKE + HE + HC = constante

O fluxo *y tem definicdo analoga a *x e & dado por
m
b, =~ @ (2.15)

O fluxo quimico *c

$. = Himero de moléculas de ATP hidrolisadas por segundo
pelas N proteinas transportadoras.

& dado por

$, = po N, - ropN. (2.16}
O fluxo positivo indica a convesao de ATP em ADP, e o fluxo

negativo corresponde & sintese de ATP.

I1.2-Efeitos do Potencial e relagoes entre as Constantes

Cineticas:

As constantes cinéticas de cade passo de reagdo deverio ter
uma dependéncia complexa com a estrutura da proteina e sua

interagS3o0 com a bicamada de fosfolipidios. Podemos esperar também
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umza dependéncia com a diferenga de potenciatl elétrico atrawés da
membrana a gqual pode ser analisada a partir da teoria de
taxas [3@}.

A dependéncia das constantes cinéticas com o potencial
plétrico da membrana € analisado no apéndice-A (de acordo com O
trabalho de Liuger [14]} = apresentamos aqui somente as hipoteses
e o= resultados.

No capitulo I definimos a grandeza,

Ao = o? - "
onde ('} & ('!') representam o wmeio interno e o mweio externo
regpectivamente, & u = g;. Entretanto, veremos na ssegio 11.4.2
que o potencial elétrico pode variar dentro de uma mesma fase na
proyimidade da membrana (em condigdes fisinlégicas, esta variagdo
e deve principalments a densidade de cargas na superficis desta
membrana). Portanto, devemos definir (') e ('’) de forma mais
precisa: (') indiga a posigdo da entrada do canal de acesso o
meio interno e (''), no meio extearno.

Fortanto, supondo que todos os sitios de ligag8o0 para lons
do mesmo tipo estejam aproximadamente a uma mesma profuvndidade no

interior da proteina & que o campo elétrico no seu interior @

constante, obteremos (equagBes A.1-A.4 do apéndice A}

Kc = Hc EHEAU (2.17)
Re = Ke e'2¥ (2.18)
com
g Enz a - mz a (2.19)
H X vy
Y = nz ¥ - mz_ ¥ (2.29)
X % vy



-32-

onde
a (@ < a = 1} mede a profundidade relativa deo sitio

X

ligante de ® no interior da proteina, gquando a bomba esta nos

estados XC/C.

a, (@ < a, ¢ 1} tem definigdo andloga. Por exemplo, se
a = % o sitio de ligaglo de x estd no centro da proteina.

¥

e ¥ (@ 2 v , ¥ =z 1) tem definigBes andlogas a o€ a
b4 X ¥ X

¥y

respectivamente, pars a bomba nos estados XE/E.

~ ~

Kc 2 Ee s3p os valores das constantes de squilibrio para
potencial elétrico nulo, z e Zy s5p as cargas dos ions x e y
respectivamente. HNo caso em gque a proteina transporta apenas um
jon, estes parametros gepmétricos, a e ¥ est3o indicados na
figura 2.1.

A transigip conformacional! pode levar a deslocamentos de
grupos de cargas ou rotagoes de dipolos. Supondo gue uma carga q;
tenha um deslocamento Axi na direg3o do campo externo durante a

transigio conformacional, podemos definir a grandeza (relag3o A.S

do apéndice A},

n = ;4% (2.27)
- B d

onde ey # a carga elementar e d @ a distincia entre as entradas
dos canais da proteina (figura 2.1}, a gual em geral pode ser
maior que a espessura da membrana [11,29].

Portanto, levando este movimento de cargas em conta, para as
demais constantes cinéticas ophbtemps (equagdes A.7-A.12 do
apéndice A),

Au A
N U nzxsx)f_ . n“,-'zxex)'f!i
p=pe q=9q¢e {Z2.21)
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A
. ~(n + nz8)5" . ~(n + nz,0 )58
r =r e 5 = 8 @ 2.22
{ }
. (w5
e = ¥ge © (2.23)
. ~n myﬂy)gf-l—
kec = kec ® (2.24)
onde
g, =1 -—a -7, {2.25)
g =1 - - ¥ 2.2
y Ty T Ty (2.26)
onde

8 {-1 £ 8 < 1) da o deslocamento do sitio de ligagdn de x
na diregic do campo elétrico (diregdo perpendicular a membrana)
durante a +transi¢ic conformacional. BY (-1 = BY s 1) tem

interpretagio analoga.

fizs constantes cginéticas envnlvidas em um ciclo de reagbes
nSo s3o sempre independentes entre si. Sabemos da Termodinamica
que um sistema & totalmente caracterizado por suas variaveis de
estado, no nosso caso, as concentragdes. Logo, podemos concluir
que o estado de equilibrio entre espécies quimicas reagentes deve
independer dos passos de reagl3o intermedidrios entre essas
espécies guimicas. Portanto, se existir dois caminhos de reacgao
para uma mesma transformagdoc guimica, teremos uma relagio entre
as constantes cinéticas destes dois caminhos.

Em uma cadeia de reagoes,

4 K K

A (“EEA’B ;f§94 cC ... X ;:é%i pA {2.28)
onde Rah' th e =30 as oonstantes de equilibrio para cada

passo da reagio, podemos definir uma constante de squilibrio

globatl
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[2]oq
IE = rﬁTu— = Kahth"'sz {2.29)
eq
Se houver putro caminho de reagio entre A e Z,
K! K! K?
A ; b, p : bescr ... w0 ;:%Ei Z,

este deve levar a mesma constante de equilibrio global:

* - ' K! .
IK* = Kabxbc...sz = K

Para a bomba nfoc perfeitamente acaoplada, temos os dois
processos: {1} hidrélise de ATP n3o0 acoplada ao transporte e {2}
hidrolise acoplada. Para cada um desses processos temos dois

caminhos de reaglo possiveis.

Para o primeiro processoc temos a hidrolise direta de ATP
catalizado pela proteina:

XC + ATP 2= ADF + XE ;:%:ﬂ XC + 8DP + P (2.30}
o qual deve ser equivalente a gqualquer outre processo de

hidrélise direta qgue ocorra nas mesmas condigtes:

K
ATP —=—= aDp + P, {hidrél. direta) (2.31)

=
Para o segundo processo, de hidrolise acoplada, temos o

caminho definidoc pelas etapas (2.1}, (2.2), (2.4} e (2.5] que
leva a seguinte reagdoc global:
- 114 "
ATP + nx? + my ——= nx" + my' + ADP + Pi (2.32)
Este caminho deve ser equivalente a reagao global resultante

de etapas de Transporte Passivo dos lons separadamente e da
hidraolise direta que ocorram nas mesmas condighes.
ATP ——= ADP + P, (hidrél. direta) (2.33)

nx’ ———= nx" {Transp. Passivo) {2.34)

my” o my’ (Transp. Passivo) {2.35)

ATP + nx' + my” —— nx” + my' + ADP + Pi
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p constanie de equllinrlo | pode ser pbtida das relagfes

(2.1}, (2.2}, (2.4) e {2.5).

Eek p
K - ec

Ec wr
Do primeiro processo obtemos,

©,.C
ps _ g - _DF (2.36)
qr T E
T

Mo segundo prooesso as reagbes de Transporte Passiuvo tem

como constante de equilibrio,

X,,n nz“du
K e (2.37)
H X,n
v m -mz_Au
K = e =z8 7 {2.38)
Yy Ynm

Somandc  (2.33), {2.34) e (2.35), obteremos uma terceira
reagidoc gue corresponde ao segunde caminho de reagio dests segundo
processo, e gque tem como constante de equilibrio: KxEyKT’

fissim, oom a reagBo {2.32), obhteremos a relagdo:

Kekecp
X = KTW_-F = KHKyKT (2.39)
ou, com as relagles {2.36}), {2.37) e {2.38),

Kek_ _q {nz_ *mzy)du

=g (z2.40)

Ha w =

A relag3o {2.39) corresponde a relagio entre as constantes
cinéticas para o caso da bomba perfeitamente acoplada discutido
no capitulo I. As relagBes (2.36) e (2.49) s8o validas quando o
mecanismo da proteina ndp realiza o acoplamentn perfeito entre a
hidrolise e o transporte (g e s # @}.

Estas relagtec podem ser consideradas como as restrigies

termodinimicas A cinética do mecanismo de transporte, e serao



~36~

utilizadac na segio I11.4 onde analisaremos numéricamente os

pcstadpos estacionarios do modelo minimo.

I1.3-Estados Estaciomarios de Nao-Equilibrio:

Dos estados de n3o equilibrio de um sistema, os estados
estaciondrios s8o os que geralmente apresentam maior facilidade
matemditica e conceitual, e s3oc importantes para a compreensio do
comportamento dos sistemas quando fora do equilibrio.

Por definigio, um sistema estd ewm um estado estacionario se
as suas varidveic de estado, no nosso casc as concentragfes, ndo
variam no tempo. E como conseqiiéncia, todas as grandezas
associadas a estas wvariiveis também estar3o em um estado
estacionario.

Para estabelecer estados estacionarios de n3o equilibrio,
temoes sempre que impor vinculos externos ao sistema. Quanto a
hidrolise do ATP, a condig30 mais simples que podemos supor, €
que a célula mantém niveis constantes de ATP, ADP e B.. fis
concentragdes, externa # interna, dos ions e a diferenca de
potencial elétrico atraves da membrana dependeriao, COMO VEremns
mais tarde, dos outros elementos existentes no sistema. Portanto,
a condig3oc mais simples & considerar as concentragles e o
potencial como parimetroc ajustados externamente.

Nesse caso, das hipéteses do modelo, e considerando o namerp
total de moléculas transportadoras constante, teremos o seguinte

conjunto de equagfies para as variaveis Nk no estado estacionario:
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Npo. + Ny + N + N, = N (2.41)
N s
T = ——Ho (2.42)
HC X?
N WM
= g (2.43)
HE X"
d * *
geile * Nyel = "R N = ko Nype * ko Np + ke Ny = @ (2.44)

onde X' e Y! sio as concentracdes de ¥ e y no meio interno, e X*
& YY" as concentragies no meio externo,

Deste conjunto de equagies podemos encontrar todos os Kk e

portanto, os fluxos ¢“ s ¢Y e ﬁc em fung¢do dos parametreos [A?P,
X, R, Y', YY", Cms Cps cP} e do conjunto de constantes cinéticas
{k},
¢, = nB [ {8 + s/rojy)(v - 1y + (&8 - 1) ] {2.45)}
¥
$ =B j{v—- 1) + vl + -~————~1(5 - 1} {2.46)
¢ Y- Ec
ec
A
8 =@ BT {2.47)
c.G/t
4 = RTln———1
chP/cT
v = exp{(nau, - mdﬁy)lRT} (2.48)
Afi = RT In{X’/K") + z FA? (2.49})
A;y- RT 1In{VY'/Y") + zde? {2.50)
v "Rek ren
B = ce (2.51]

" p
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m m
H * * Y? * Y
= + -—K R
b = kce * kec (kec * kcelx,n e ¥ (kce ¥ kecjx“n €

y My M
+ Xk jE:5L~£GKE (2.52)
ce ec X,nx,.n

+ (k

O fluxo ¢y & dadoe em termos de ¢n: pela relagdoc (2.15).
Reescrevendo as equagBes {2.41)-{2.44) para o caso de transporte
de um s& .ion & para o caso do transporte de dois lons no mesmo
sentido, verificamos gue as novas expressoes para o fluxeo s3o
idénticas as express8es (2.45)-(2.52), considerando m = @ e m ( @

respectivamente. Fortanto, temos

i. m{ @ indica transporte de ¥ & de y no mesmo sentido,
ii,. m= @ transporte apenas de x e
iii. m ) @ transporte de x & de y em sentidos contrarios.

Ne caso em que a fonte de energia & o gradiente
eletrogquimico de uma outra substancia, o fluxo ¢H pode ser obhtido
a partir dos valoares particulares: A=s =q=28@ 2]

= ¢, = 1. Reescrevendo explicitamente as expressiies para

[ = & P

T D

este caso, obteremos:

v "Rowr m n
= n———0—lexp{ (nAx_ - maAE_}/RT} - 1 2.53
8 = B |exp{ (ndE, - maE )/RT) (2.53)
Afi = RT In{X'/R") + =z FAf [2.54)
Aﬁy: RT 1n{Y’/Y¥") + z FAP {2.55)
Y,m Y.,m
Dzp+r+ (r+ wij—FKe + (p + kj—=FKe
x" x"

W
+ (w + k)glgzuﬁﬁcﬂe {(2.596)
¥X? X"
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O fluxo ¢y ¢ dado em termos de ¢H pela relagdo {(2.153).

O ion gque & transportado ativamente tem o fluxo contrario ao
gradiente de potencial eletroquimico. Portanto, da relagdo (2.53)
podemos concluir gque o ion trancportado ativamente & aguele que
possui o wmenor gradiente eletroguimico. Para que existam estados
pctaciondrios de n3c equilibrio no sistema, & necessario uma
fonte do ion de maior gradiente eletrogquimico. Fisiclogicamente
esta fonte pode ser o Transporte Ativo deste ion, catalizado por
uma ATPase {[1].

Se na:s expressbes ([2.53)-(2.96), considerarmos m = @,
obteremos a expressio do fluxo ¢x de wuma proteina gue faz a
difus3o facilitada de um Gnico tipo ion x.

Portanto, a partir do Modelo Minimp para o acesso alternado,
podemos obter relagbes validas para os varios tipos de transporte
mencionados acima. Este resultado, além de ser importante do
ponto de vista tebrico, & coerente com alguns trakalhos [1,31]
gque discutem a possibilidade de um mecanisme Gnico para todas as

proteinas gque catalizam reversivelmente o Transporte Ativo de

peguenos cations inorganicos.
¥stados Estacionarios Proximos do Equilibrio:

Das relagdec (2.435)-(2.32) para os fluxos ¢, € ¢, OS guais
sio validos para gualquer distdncia do equilibrio, podemos obter
relagfies para os fluxos vilidas gquando o sistema se encontra
proximo do equilibrio. No caso de acoplamento ndo perfeito, se as
variaveis esti3o perto dos seus valores de equilibrio, teremos:

A /RT {{ 1, A /RT ({ 1 e A/RT {({ 1. fAtravés das expangDes das
X b4
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exponenciais nas relagles (2.45)-(2.52) obtewos:

¢, = L,A4 - va““y - L4 (2.57)
- L Au + L Ay + L & .
Oy = 7 Luyfy * LBty * Ly (2.58)
@n = Lxcdﬂx - LYBA#Y - anﬂ (2.59)

onde
n2% "ge ceiec
L = (2.60)
X b &" Bt
"
Ly = 5 La (2.61)
m?
Loy = =3 Ly (2.62)
n
nY"‘iechkm
L, = - (2.63)
B X' RT
m
Loo = b Lye (2.64)
POy Y’mfekec _ |
e = — + 5 (2.55)
DRT X’
onde {k} indica o conjunto de constantes cinéticas Ei = ki(E) e

{c}, o conjunto de concentragdes de equilibrio: E;, Crs Cpo X,
g, Y e ¥~.

Portanto, os fluxos na regific préoxima ao equilibrio tem a
forma das equagBes fenomenologicas da termpdinfimica de
nfo-equilibrio apresentadas no capitulo 1, isto €&, os fluxos
dependem de uma combinag3p linear das forgas termodindmicas:

$; = ELika

k
fis expressnes (2.57)-(2.59) mostram também que as relagles

de simetria de Onsager sldo satisfeitas.
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Fara o sistema de Transporte Ativo perfeitamente acoplado

~ o

(g = 5 = @) as relagies (2.57}-{2.65) transformamse em

m ~ m e A
¢x = - E ¢y = ﬂ¢c = L{A#H - E AFY - E) (2-66)
27, -
L n“y mféchkec
MK B T RT

Neste caso o sistema esta em egquilibrio se
m e
Af - 2 Ap =
M n &
Porém, as forgas termodinamicas nde s3o necessariamente
nulas.
Das expressies (2.6@}-(2.63) podemos verificar as relagies

{1.3@)~{1.33) discutidas no capitulo I:

nL e ) T

HEH RO [=1~ 2 n

L

'

onde a igualdade & walida para o caso de acoplamento perfeito.

Perto do equilibrio, temos portanto,

¢, = b (25, azy, A3 {K}, {c}) (2.67)

H

o, = @ (4u,, A§Y, A; {k}, {c}) (2.68)

No entanto, para as relagdes gerais (2.45) e {2.46} vemos
que além das relagdes nSo serem lineares, nio & evidente a forma
da dependéncia dos fluxos com as forgas termodinamicas. Conforme
discutiremos na segdo II.4.2 podemos mostrar que os fluxos

dependem separadamente da diferenga de potencial glétricao e das

concentragdes, ou seja,
¢, = ¢ (49, X', X", ¥, ¥, cqy op, Cp {k}) (2.69)

¢c = ¢c(d?r ¥, ", Y, Y", Crr Cpy Cnt {E}) (2.76}



_42_

Podemos também verificar gue guando a afinidade da ATPase
nio & nula, 0 fluxo depende separadamente das concentragdes
ionicas ¢ da diferenga de potencial, mesmo para valores pequenos
destas wvariiveis. Nestas condigBes, considerande X" gcomo
constante e apenas uma espécie de ion, obtemos relagbes lineares
do tipo:

x!

¢ = L?(A}A? + LH(A)(E? - 1} + LA(A) {2.71)

onde todos o0s coeficientes dependem d2 afinidade da reagio de

AAiTPase.

I11.5-Dependéncia dos Fluzos cow a Diferenga de Potencial,

Concentracies e Densidade Superficial de Cargas

Nos graficos a seguir analicamods numericamente Q
comportamento dos fluxos ¢x e ¢c com as varias variaveis e
parametros discutidos anteriormente. Por simplicidade
consideraremos gque a bomba transporta apenas uma espécie guimica
e gque a concentracSo externa do ion transportado é& constante
{§" = cte). Estaremos considerando também que o, e &, s3o
mantidos constantes e gque a afinidade da reagio de ATPase &
controlada pela concentragdo de ATP (GT).

Relacionamos na tabela 1 0s valores dos varios parametros
utilizados na confecglo dos graficos, exceto guando o0 valor do

parametro & dado explicitamente no grafico.
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TABELA 1

n=1 ;B = 18& S_l
z =1 e b
Nx qop = 1@ g-1
K"‘:n =1 T = 100 s}
EE !? = 0

n - 3@ 2.5
xtl a - -
k= 100 s-! Y = @.5

oe ). 4
k=100 s7! T = 25°

et

A escolha n = ©® significa gue durante a transigao

conformacional ndao ha movimento liguido de cargas associadas a
proteina transportadora. Da relagdo {2.36) entre as constantes
cinéticas, podemos encontrar a relagdo entre a concentragio de

ATP e a afinidade da reagic de ATPase:

e ar - e a
rc_gc rc_go -
fo = _D'P g _D P _ET (2.72)
s 5

iIl1.4.1Caso Geral:

Neste caso wamos considerar come variavels independentes a
diferenca de potencial, a concentragdc X' e a afinidade da reagao
de ATPase; e analisar o comportamento dos fluxos com relagic a

pestas trés wvariaveis.

Na figura 2.3 temos © comportamento do fluxo de transporte
(¢x} e da taxa de hidrblise de ATP (¢c} com o potencial eletrico,

no caso de acoplamento n3o perfeito. Neste grafico consideramos a
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afinidade da reagio da ATPase tal que & = exp[-A/RT] = i@e.

100
90
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60 -
50 -
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~
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~ 20
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» 4]
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\_4‘7_20_

|
A
(=]
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Figura 2.3:
¢c/N (+++),

¢ /N (—),

considerando

T T T T

¥
—-200 -119 0 200 430

A9 (mV)

Taxa de hidralise de ATP por wmolécula bomba,
e fluxo de transporte por wmolecula bomba,

em fungio do potencial A¥ = ¢'-P", Estamos

XY = H" e 6 = 16@. As constantes cineticas e os

demais parametros sfo dados na tabels 1. O valor da me para

a bomba perfeitamente acoplada (g = 5 = @) esta indicada no

grafico.

Comn podemos vwerificar nos graficos acima, para grandes

diferengas de potemcial através da membrana, oOs fluxos tendem a

valores limites.

Para n =8 =@, a=% = &.5, KXK' = X" podemos

mostrar analiticamente gue estes valores sdo:

lim @x =
AP — -

lim ¢ =
AP o +oo
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rc
Lim ¢ = - —>=7L
AP — - k. +7Trc, + %
ce D
k  pc
lim ¢ = - —0 T
AP — 4o kec * pc.y + gog

O walor da forga motriz (me = fem & ~118 mV} para a2 bomba

perfeitamente acoplada {g =% =@) comparada com a fm encontrada

no grafico (ﬁx = @) exemplifica a desigualdade {1.37)} discutida

no caplitulo I:

R
if‘“,{l f oF

Nas figuras 2.4 ¢ 2.5 temos o comportamwento da bomba com a

concentragic H* e com 2 afinidade da reaglo de ATPase,

respectivamente.
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Figura 2.4: Fluxo guimico por molécula homba, ¢c/H, e fluxoc
de transporte por bowba, ¢K/N, em fungio da concentracic de

jons, 78", Neste grafico consideramos & = 1090 e
A¥ = -180 mV. As constantes cinéticas e os demais parameiros

30 dadas na tabela 1.
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Figura 2.5: Fluxo quimico por wolécula bomba, *c/“' e fluxo
de transporte por homba , ¢x/H, como fungdo de

& = exp{-#A/RT). Como estams considerando o, e ©

constantes, 6 = cte c.. Neste grafico consideramos X'/X" =

e AV = -180 V. Os demais parametros sio dadas na tabela 1.

P
1

Estas duas figuras sugerem gue o comportamento da bomba seja
Michaeliano, como esperado da teoria de cinatica enziwmatica
quando n3o hé nenhum tipo de cooperatividade {observe que para
estas figuras consideramos apenas uom sitio de ligag3o por
proteina, n = 1). Da express3o {2.45) podemns encontrar a

seguinte espressdo:

ki (8{g=)" - 1)
$y = k, + k,(&(g.,—.)“ - 1)

vilida oconsiderando-se acoplamento perfeito {gq=s=@), transporte

de um tipo de ion (m = @) e considerando o potencial e as
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concentragies Cpy ©p @ X constantes.

fis quantidades k;, ky e k; dependem das constantes cinéticas
e das concentragbes mantidas oconstantes, f expressdo acima
{para n = 1) & analoga a equagdo de Michaelis-Mentem para um
processo enzimatico normal:

$=9. 5

max K + 6

]
onde § representa a concentragio de substrato.

Na figura 2.6 temos O compartamento do fluxo de transporte
ativo ‘x com o gradiente de potencial eletrogquimico para os dois
casos:

(1) A = RTlngx (AP = @)

=
{2) A, = Fa?® (¥ = R“)
Cowmo os dois grafices nlo coincidem podewos concluir que ‘x
nio & fungldo apenas do gradiente de potencial eletroquimico, mas
das variaveis X’ e AP separadamente. Os dois pontos de contato

entre as curvas correspondem aos casos A;u = @ e Aﬁu = Ffmx. Da

relagdo (2.45) podemos encontrar a fm

fm = - RTlniﬂ
X Fnm 1+ s/rey

Desta expressio e da expressio (2.22) podemos concluir que a
fmx depende apenas da afinidade da reagdo de ATPase ¢ independe
de estarmos variando X'/E" pu o potencial. Observamos gque nestes
pontos a inclinagio dos dois graficos sdo diferentes. Quando a
A — 8, os dois pontos de contato tendem para a origem 2 a uma

mesma inclinag®o, cowo esperado pelas relagdes (2.57)-(2.59).
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Figura 2.6: Fluxos de transporte ¢ /N em funglo de Aﬁx/RT

para os dois casos:

~ H?
(1) ﬂgx = RT].I!R—,-.“ (Atp = 5)
(2) Ak, = Fa¥ (X' = X"}
Isto &, gquandoc o gradiente eletroguimico & (i} puramente
osmotico ou  {2) puramente elétrico. Neste grafico
‘gonsideramos @ = ¥ = ©.25, p = 8.3 & 5 = 1086. Os demais

parimetros sido dados pela tabela 1.

I1.4.2-FEfeito da densidade soperficial de cargas da sewmbrana

Comp vimos na secdo II.3, os fluxos do Transporte Ativo sdo
foncBes somente das variaveis Ag e AG, para os estados
estacionarios praximos do equilibrioc. Em geral os fluxos dependem

s . X? , .
dac variaveis AP 8 - separadamente. Alem disso, sabewmos que O

-
potencial e as concentragBes podem variar na regifo proxima da
superficie da membrana (figura 2.7) onde a entrada do canal de

acesso deve estar localizada. Portanto, se faz necessaria uma
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discussdo mais detalhada a respeito do perfil do potencial e das
concentragdes na proximidade da memhbrana.

NMa figura 2.7 mostramoe os perfis tipiceos do potencial e das
concentragfies de cation e dnions na regiio proxima de uma
membrana biologica. Este perfil de potencial resulta da diferenga
de potencial entre as duas fases da solugdo, e também da
densidade cuperficial de cargas da membrana.

Podemos supor gque a difusdo dos ions em cada fase @
suficientemente rapida para que possamos desprezar gradientes de
potencial eletroguimico dentro de cada fase. Portanto, para ﬁx
constante, da relagdo {1.92) observamns gque diminuindo 0
potencial, a concentragio de cations deve crescer e a de anions

decrescer, isto ocorre proximo da mwewbrana, estguematicamente

ilustrado na Figura 2.7,

q%l fase 1 membrana fase 2

\YPis

Yoz

+
+ + .
P . F ot e -

Figura 2.7: Perfil esguematico do potencial } e das
conoentragdes dos ions (+ ocations, - &nions) na proximidade

da memhrana.
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Deve-ce notar gue em condigfies fisiologicas (concentragfes
da ordem de @.1 M) as variagdes no potencial e nas concentragfes
58 limitam a uma regido muito proxima da membhrana
{aproximadamente @.1 nm}. Em geral, os dados sobre a diferenga de
potencial e concentragfes disponiveis e utilizades na literatura
para comparagfes entre o modelo tedrico e os dadeos experimentais,
referemse anc valores destas grandezas leonge da superficie da
membrana, isteo &, P53, e Py2, segundeo a figura 2.7 [1,8,29]. Nosseo
objetivo & calcular o perfil de potencial proximo a superficie da
membrana e wutilizar estes wvalores no calcule do fluxe de
Transporte Ativo.

Note gue ao introduzirmos essas corregoes, o fluxo torna-se
dependente de mais um parametro, a carga superficial da mewbrana.

Portanto, segundoe ©0 wmodelo descrito anteriormente, as
variaveic 4%, X', ", Y* & Y gque entram nas relagtes (2.43) e
{2.46) devem ser calculadas na entrada do canal de aces=o, a
partir dos valores neo volume das fases. Entretanto, isto exige o
conhecimento de parametros geométricos ndc disponiveis sobre
estas proteinas. Sabemos zonmente que algumas proteinas
sobressaem, geralmente de forma assimétrica, da espessura da
membrana e que outras, tais como a Bacteriorhodopsin,
aparentemente guase nao sobressaem, como podemos  wer na

figura 2.8.
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Figura 2.8: Geometria de dois tipos de proteinas transpor-
tadoras: (a) Ca*'-ATPase [32] a qual apresenta uma forma
assimétrica e (b} Bacteriorhodopsin, a gqual aparentemente
nSn sobressai da espessura da wembrana [33].

No apéndice-B calculamos o perfil de potencial atraves da
membrana e o potencial de superficie a partir da teoria de
Gouy-Chapman como fung3c das concentragdes ibnicas das fases

agquosas, da densidade de carga superficial e da diferenca de
potencial entre as duas fases longe da superficie da wmwembrana.

Por simplicidade consideramos apenas a presenca de duas espécies

de ions monovalentes. O calculo do apéndice-B supfie tambéem gque a

membrana é plana e infinita.
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De acordo com a relagio B.13 do apéndice B, para as fases

aquocsas o0 perfil de potencial € dado por,

1 1 ka(%i “
tghﬁ-ua(z) - Ug | = tgha{usa - uﬂa) e {2.73)
{(+ se a=1 e - se a= 2)
com
2
k2 = 2y, (2.74}

a KERT ""a

onde a indica a fase da solugio, ka €@ o inversc do comprimento de
Debye para a fase a, ¥ £ & constante dislétrica da fase aguaosa,

x

£y © a constante de permissividade do vacuo e K“a e a
concentracfico de cations monovalentes em cada fase. fi variawvel

adimensional u & definida por:

F¥#
o = E'—T (2-?5)
onde ¥ & o potencial elétrico,

0 potencial no interior da membrana e linear:

P (z) = 1Py - P )z + n{Ps_ + P_) (2.76)
m T h'' 2% 1g 217 2g g

De acordoc com a express3o B.17 do apéndice B, a qual é

valida para as condigfes fisiologicas, o0s potenciais de

spuperficie sido dados por,

o o 2
o = p, + 2BT 0 & [ a ] +1 {2.77)
as a F Ty, Co,

onde 0 2 a densidade superficial de cargas na membrana e

ﬂna = \/B!"EnRTKna (2-78)

A densidade superficial de carga pode ser diferente em cada
tado da membrana, como por exemplo, nas membranas das células

nervosas, onde a densidade de carga & maior na face externa do
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gue na face interna [34,235].
Valores tipicos encontrados na literatura para a densidade

de carga superficial e para as concentragdes de ions sdo [34,35]:

o~ ~-@0.05 cu -9.27 C/m?

Ho = @.1 M

Com relaglio a assimeiria na densidade de cargas, encontramos

na literatura [35], para células nervosas:

o, = -0.82 C/m?

I

Og -@. 16 C/m?

Da relagido {2.77) podemos ver gqgue no caso de densidades de
carga superficiais iguais (o, = ©,), concentragles idnicas iguais
no meic interno e no meio externo (Xg; = Koz}, a diferenga de
potencial superficial & idéntica a diferenga de potencial longe
da superficie da membrana 4P_ = ¥;_ - ¥;_ = 4%,. Este resultado &
vilido somente em condigBes fisioldgicas, onde e valida a relagio
2.77. Entretanto, mesmo no caso de ums proteina gque nd3o
sobressaia da superficie da membrana, o fluxo depende da
densidade superficial de cargas ja que as concentragbes ibnicas

variam.

Na figura 2.9 temos uma analise comparativa da variagZo do
fluxn ocom a carga da membrana. O grafico (1) corresponde a
situagio em que a demnsidade superficial & nula. O grafico (2) e
valido para as situag3o na qual: i) o, = @ e 6, = -@.@5 c/m?,
ii) ¥y, = Xga2, iii) 2 proteina nd3o sobressai da superficie da

membrana,
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Nesta situagioc é fundamental a corregdo devido a densidade
de cargas na wembrana, como podemos concluir através da grande
diferenga nos fluros de transporte entre os graficos (i) e {2) da
figura 2.9.

A diferenga entre o$% dois graficos se deve a diferentes
potenciais e concentragtes na entrada do canal, para cada caso.
Para o grafico (1) consideramos §; = 1. Portanto, das relagles
(B.8) e (B.17) do apéndice-B, para o grafico (2) teremos %; = @.1
pois E~ & dez vezes wmwmaior . fAlém disso, pela figura B-2 do
apéncice-B, os dois graficos diferem por uma translagio de

apronimadamente 56 wV.

100

o0 ()
o ! !
w0 (2)

30

20
10

—10 -

;%;4u (l/ﬁy

-70 T T H T I
-300 —300 —1006 100 300

A, (mV)

Figura 2.9: Neste griafico temos a comparagiic entre fluxos de
transporte ativo estabelecidos no estado estacionario
quando, (1) a densidade superficial de carga nio necessita
ser levada em conta & (2) quando a assiwetria da proteina ou
da distribuigidoc de cargas nas duas faoes da wembrana torna
essa oorreg3o importante (veja o texto). Ambos os fluxos
estio em fungio da diferenga de potencial medida longe da
superficie da wmembrana (A¥,). Para ambos os grafiocos
utilizamns & = 190® e os valores da tabela 1.
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I11.4.3-Estados Estacionirios em Sistemas ¥Finitos. Efeitos do

Transporte Passivo

Na segio 11.4.) consideramos o potencial e a concentragdo do
ion transportado como parametros que podem ser variados de forma
indepemiente. Entretanto, como as células sio compartimentos
finitos, tanto o potencial como as concentragles variam
continuamente e simultaneamente.

8e o potencial e as concentragbes dos ioms ndo forem
controladas externamente, o estabelecimento dos estados
estacionarios dependerid das concentragies e dos transportes
passivo e ativo de todas as substidncias existentes no wmeio
externo e no meio interno. Em alguns casos, a diferenga de
potencial é principalmente estabelecida pelo gradiente de

concentraglo do ion transportado ativamente.

Podemns esperar que em sistemas deste tipo, dada a afinidade
da reagdo de ATPase, esta considerada comp um vinculo externo,
seja possivel deterwminar no estado estaciomirio o wvalor do
potencial e das concentragtes dos ions transportados.

Comp exewplo, podemos supor a existéncia de apenas 2 ions:
¥, com carga -z, © qual nioc é transportado pela bomba e esta em
equilibrio através da wmembrana, e um ion x COwW carga z .+ que

sofre transpurté ativo.
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[ ]
Portanto, asz variaveis u e %f satisfazem as relagbess:
AL
w W?
—R:i; = IHF ZWAH = @ (2-79}
Ajt
M R?

Com a condigio de eletroneutralidade:

zxX& = zwﬁﬁ e ZKXE = zwlﬁ; (2.81)
obteremos,
At

W X? P o
ln[ﬁ—;;-}n = 1!1[?.7}0 = (zx y Z‘;) ET (2.32}

i ﬁﬁx
Aug = Upg—Usg = [z_+ z.] ET {2.83)

w X

Estas expressiies relacionam as concentragBes e o potencial
na regiio longe da superficie da membrana com o gradiente
eletroquimico. Além disep, wimos na segdo anterior, gque O
potencial & as concentragdes dos lions na entrada do canal de
acesso podem ser calculados em fung3o de upy, uHgzs Hoi © Xo2-

Fortanto, nestas condigBes, o fluxoc de Transporte ftivo e
apenas fungio do gradiente de potencial eletrogquimico e das

concentragies de ATP, ADP e F.:

ﬂx = *x(éﬁx + EBpr Bpr Bpi {k})

Como estamos supondo sistemas finitos é necessario que o
Transporte fitivo seja compensado por alguma forma de Transporte
Passivo através da wembrana. Desde gue se conhega a expressdo

para o Transporte Passivo, combinando as expressoes {2.45},

{2.82} e (2.83), pode-se encontrar o potencial e as concentragdes
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em fung8o da afinidade da reagdo de ATPase.
Encontraremos explicitamente asz expressiies para Au & X' /X"
no cacso em gque o Transporte Passivo pode ser desprezado. Heste

caso teremos no estade estaciondrio: ﬁx = @. Da relagdo (2.45)

encontramos,

"~ RT D
A‘[lx = —EJ.DWE {2-34)
s . X?
e de (2.95] e {2.96) encontramos finalmente as variaveis u e T
{ & + 5/rcD
dug = - n{z_ ¥ z }ln 1 + s/rc (2.83)
w X D
2 Aug
[%LL e ¥ (2.86)
Portanto, como esperado, todas as variaveis ficam

determinadas em funcio da afinidade da reag3o de ATPase.
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CAFITULO III

EFEITCS DA COOPERATIVIDADE NO TRANSPORTE ATIVO

Seguindo o objetivoc inicial do nossc trabalho, gue é uma
analise tedrica, a partir da termodindmica e da cinética guimica,
dac propriedades dos sistemas de Transporte Ativo segundo o
Modelo de Acesso Alternado; analisaremos agora o e€feitoc scbre o
Transporte Ativo da existéncia de cooperatividade nas transigtes
conformacionzis das proteinas durante o ciclo de reag3do de
transporte. Para 1issp, introduziremos passos cooperativos no
esquema de reagio analisado anteriormente, procurandc entretanto
fazer sempre modificagBes minimas a este modelo.

8 motivag3o deste estudo se deve aos varios fenfimenos ndo
totalmente compreendidos que existem nas células vivas e a
propriedade que alguns modelos cinéticos possuem de explicar a
pcorréncia de estruturzs dissipativas, apresentando: ciclos
limitec, estados estacionarios mixltiplos, inomogene idades
espaciais, oscilagBes peritddicas e transigles tudo-ou-nada [28].
0s fendmenos que poderiam ser eyplicados com estes modelos nas
células vivas s3o, por exemplo, os fendomenos oscilatorios
{variagiies periddicas no potencial elétricoc, nas concentragbes e
na pressio), as propriedades das membranas excitaveis e oS

mecanismos de regulagio celular, em particular, da regulagdo do



Transporte fitivo. Anal isaremos agui a possibilidade dos
mecanismns de controle sobre esses fenémenos estarem diretamente
associados ao mecani smo do Transporte Ativo. Estaremos
interessados em particular na existéncia de estados estacionarios
miltiplos, os quais podem estar associados aos diferentes regimes

de transporte através da membrana.

A existéncia de efeitos cooperativos ewm enzimas & bem
conhecido. A cinética dos estados estacionarios freqientemente
difere da cinética que leva as curvas (veloc x substrato} tipo
Michaelis-Menten encontradas na discussdo anterior. E isso ocorre
devido a existéncia de efeitos cooperativos entre os sitios de
ligagio das enzimas. Existem evidéncias de gque este tipo de
interagioc tawbém ocorra nas bowbas de Transporte Ativo [36].

Existem discussfies ma literatura sobre a possibilidade de
uma estrutura dimérica ou oligomérica para as proteinas
transportadoras [36,37]. Entretanto, estes estudos nd3o s3o ainda
def initivos, ji gue outros estudos mostram gque Oos wondmeros s3o
ativos, isto &, s3o0 capazes de realizar o transporte, e que
existe apenas um tipo de sitio de ligagdo nestas proteinas [36].

Em alguns trabalhos se discute a possibilidade de existirem
estados estacionarios mialtiplos para sistems de transporte
passivo facilitado por proteinas transportadoras [38,39]. Nestes
trabalhns se supde qﬁe o transporte & facilitado por uma rede de
proteinas que interagem entre si, modificando a energia dos
estados conformacionais. A anilise tedrica deste modelo a partir
de uma aproximagic de campo wédio mostra que em alguns casos

aparece uma transiglo de fase semelhante dquela que ocorre na
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madanga de estado liquido-gas [38].

No nosso estodo nio vamos supor gqualguer tipo de estrutura
oligomérica, mas que existe uma interacfo do tipo autocatalitica
nas transformagBes conformacionais. Esta interagiio pode ocorrer
quando as proteinas imersas no fluido lipidico colidem entre si.

Para que o tipo de interagdo suposta acima seja valida para
um modelo de transporte, a freqiéncia com que ocorrem colisbes
entre as proteinas deve ser superior & taxa de transporte
verificada experimentalmente, a gual é& aproximadamente 100/s
[11,14].

Uma estimativa do nimero de colisBes pode ser obtida a
partir do coeficiente de difus3o destas proteinas (D}, da segio
de chogue geométrica (o) e da densidade superficial de proteinas

(I') nas membranas:

3
n_ = 20Dr%
C

Os valores tipicos para estes parimetros sio:

cZ 107" m [11,33]
D& S5 107 mi/s [40]
re je'f/m? [11]

Com estes valores encontramos
n_ = 1@%/s
c
que & um valor suficientemente grande (comparado com a taxa de
transporte de 10@/s), compativel com o tipo de cooperatividade
suposto. E importante que o nimero de colisBes seja muito maior

gque a taxa de transporte, pois a segio de choque de reagio pode

ser wenor do gque a segio de choque geométrica.
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1i1.1-Esgquemas Cineticos com Coonperatividade:

Exictem varios esguemas de reagic conhecidos gue levam a
algum tipo de estrutura dissipativa [26]. Destes, podemos adaptar
facilmente ao ciclo de reagfies de Transporte Ativo analisado no
capitule II, o wodelos de Lotka e o de Edelstein [41].

O modeln de Lotha,

A+ H —— 2H {3.1)
H + ¥ # 2V {3.2)
Y — B {3.3)

corresponde a dois passos auvtocataliticos consecutivos. Este
modelo apresenta oscilagBes tewmporais marginalmente estaveis

[26]-

0O modelo de Edelstein,

A+ X —= 2} {3.4)
X+ Y —— ¥ {3.5)
W — Y + B (3.6)

corresponde 3 produglo autocatalitica de X seguida de um passo de
transformac3o enzimitica do tipo Michaelis-Menten. Este modelo

apresenta estados estacionarios miltiplos.
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I1I.2-Modelo Cooperativc Minimp

fi adaptagdo dos dois modelos mencionados acima ao esgquema de
reagio de transporte nac resultaria na possibilidade mais simples
para um modelo cooperativo de Transporte Ativo. Podemos por

exemplo examinar o seguinte modelo:

HC ;:g%i C + x! (3.7}

XE + XC == 2XE (3.8)
XE —28 g 4+ y- (3.9)

E —=83 & (3.1}

Este esguema de reagdo corresponde ao wmodelo de acesso
alternado {2.6)-{2.%) com o passo (2.7) sendo autocatalizado por
HE. Com o objetivo de simplificar a analise matemdtica
introduzimos as seguintes simplificagfes no modele de transporte:
{i) apenas um tipo de ion & transportado pela bomba, (ii) apenas
um ion & transportads para cada ATP hidrelisado e (iii) existe
acoplamento perfeitoc entre a reagio de transporte & a hidrolise
de ATP {(m = ®, n = 1 e g = 5 = @).

f anilise deste ecsquema de reagBes mostra que ele nac
apresenta estados estacionarios miltiplos, porém o comportamento
do fluxo de transporte com a afinidade da reagic de ATPase
apresenta a forma sigmoidal verificada experimentalmente.

fibaino apresentamos o conjunto de equag@es correspondentes a
este esquema cindtico, segundo a lei de agdc das massas. Todas as

hipbteses p variaveis s3o idénticas Aquelas adotadas na discuss3o



do Modelo Minimo discutido no capitulo II,

onde

concentragac no m2io externo.

portanto, os fluxos ¢ e ¢ em funpdo dos parametros {47, X', X",
x o

GT,

onde

c

Nyr + Ngp

HC _ Kc
”ﬁ;g ;e
Ng

. Ke
Nyg X
d N, + N_.] = -k__N. -
dtt' C h:{ns ce
X' £ a

+ N + N

E

concentragio de

T RO HE

(3.11)

(3.12)

(3.13)

{3.14)

¥ a a

Deste conjunto de epquagbes podemos encontrar todos os Nk e

Dl

c,} e do conjunto de constantes cinéticas {k},

o = 4B
¥ Z(a * c)
I‘GD
a = —r——
(Re/X"+1}7?
Re/H"

b = kec IKE/K"+1§

PCr

[Jﬁh+d—cﬂ)2+4(a+c}ﬂd - {b+d-cM}| - Nd

d = K . [Ro/® +1)

(Re/H"+1){Ec/K’+1)

Ke /X!

(3.15)

(3.16)

(3.17)

{3.18)

(3.19)

Podemos supor que a dependéncia das constantes cinétlicas com

o potencial

elétrico

dependéncia

discutida

anteriormente. Como a interacic entre as bombas Goorre apenas por

autocatalise,

podemos mostrar que a relagdoc entre as constantes
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cinéticas & idéntica &guela do caso perfeitamente acoplado do

modelo de acesso alternado nio cooperativo:

EKeh po
ec” T Au

Hck rc.. be (3.20)
ce D

onde 5 & definido no capitulo II como

A

5 = & ET
onde # & a afinidade dz reagio de ATPase.

Ras figuras zhbaixo analisamos numericamente o comportamento
do fluxo ¢x com a afinidade da reacio de RTPase, o gradiente de
concentracio e o potencial elétrico. ©O0s varios parametros
utilizados nos graficos estio especificados nas legendas, exceto:
n=22=1, §$ ==V, n =0ea=7%¥= 0.9, os quais s3c comuns a
todos os graficos. Novamente, estamos considerandc que K™, BD e
Ch €30 mantidos constantes. Portanto, a afinidade da reagic de
ATPase @ controlada pela concentragidc de ATF (cT) e o gradiente
de concentragic do ion x pela concentragio X' ({concentragio do
ion no wmeic interno}.

Nas figuras 3.1 e 3.2 temos respectivamente o comportamento
de ¢R por molécula bomba com a afinidade da reagdn de ATPase e
com o gradiente de concentrag8o do ion ¥ através da wenbrana,
para diferenca de poftencial nula.

Vemos gue a introdugiac de cooperatividade por autocatalise
também leva & forma sigmoidal das curvas (veloc = substrato),
ascim como a cooperatividade discutida para o casc de dimeros ou
oligomeros [36]. Observe gque o modelc ndo cooperativo discutido

anteriormente, nestas mesmas condigfies, nd3o apresenta este tipo

de comportamento.
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Figura 3.1: Fluxo de transporte .x por wmolécula bomba, comp
fung@c de 5 = exp(-A/RT). Como estawos considerandos o, e c,

constantes, 6 = cte.cT. Neste grafico cons ideramos

rcDN = 35000 1/s, kce = 1@ 1/s, kec = 1089 1/s, ¥ = @.4, q= = 15,

M =0 e H'/XK" = 1.
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Figura 3.2: Fluxo de transporte ‘x por molécula bomba, comn
fung3o do gradiente de concentragio X' do ion transportado. Neste

grafico consideramos rcDH = 20000 1/s, ice = 5 i/s,

= Re Re
B =100 1/s, gun =1, g== 100, du =@ e & = 100.

Na figura 3.3 temos uma comparagio entre o Modelo
Cooperativo HMinimo e o wmodelo n3oc cooperativo discutido no
capitulo 11, Os graficos wmostram o comportamento dos fluxeo em
fungioc da diferenga de potencial atraves da membrana. Como
estamos considerando a = = ¥ = 8.5 e = ©, os Gnicos parametros
dependentes do potencial s3o: EKe = Ke e“m e Kc = Ec e~a4u_ 0
deoréscimo do fluxo de transporte do wmodelo cooperativo para
grandes diferengas de potencial (4u — =) é esperado JA que neste
limite Ke -— w e portanto HXE — ©®, sendo que XE & o estado da
bomba que cataliza a transigiio conforwacional.

Como estamos considerando a wmesma afinidade da reagio de
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ATPase para ambos os graficos e gque ambos os wmodelos s3o
perfeitamente acoplados, a forga eletromotriz (fmx), introduzida

no capitulo I, deve ser a mesma para ot dois casos:

A
!me! - BT
Este fato € wverificadoc na figura 3.3, onde para ¢x = @&, as

duas curvas coincidem no mesmo ponto.

100
90 —

80
70 -
60 -|
50
40 -}
o> 30
\\\ 20 -
-~ 10
~— o
Z -t
N -20 - (2)
\Q‘ -30 - l

50 -

—70 <

—80 o i

e (1)
— {00 T T T Y T T

~400 —200 ] 200 400

ap(mY)

Figura 3.3: Fluxo de transporte ¢R por molécula bomba, como

fungio de AP nos casos!:

{1) Modelo cooperativo minimo. Neste grafico consideramos

re N = 10000 1/s5, Kk = 100 1/s, k= 100 1/s, %g =1,
%ﬁ =186, & = 1060 & X'/X” = 1.

{2) Modelo n8c cooperative, onde supomos acoplamento
perfeito (q = s = @), rep = 189 & os demais parametros

idénticos ao caso (1).
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IIT.3-Bodelo de Lotka Adaptado:

R adaptagio do wmodelc cinetico de Lotka 3 reagd3o de

transporte leva ap seguinte esquema de reagdes:

RC =283 ¢ o4y {3.21})
Poq
‘T'c

D
RE —£83 E + x- {3.23)

L ——

k

C+E 22 2 (3.24)
ce

KE + XC 2XE (3.22)

Este esgquema corresponde ao wmodelo wminimo de acesso
alternado (2.6}-(2.9) com os passos {2.7) e (2.2} sendo
autncatalizados por XE e X{ respectivamente. Por simplicidade,
estamos supondo o ssquema de reagdo com as mesmas caracteristicas
do wmwodelo cooperativo minimo acima. A analise deste esguema
mostra que ele, aséim como o wmodelo cooperativo minimo, também
nic apresenta estados estacionarios wmaltiplos, mas que o
comportamento do fluxo de transporie com a afinidade da reagio de
ATPzse apresenta a forma sigmoidal verificada experimentalmente.

fAhaixo apresentamos o conjunto de equaglies correspondentes a
este esquema cinético, segundo a lei de ag3o das massas. Todas as
hipoteses e variaveis s8o idénticas Aquelas adotadas na discussioc

do modelo de acesso alternado ni3o cooperativo.
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HKC + NKE + HE + NC = N {3.25)
H
G Ho
= Ty (3.26)
Ny %
NE Ee
—_ . o {3.27)
HKE X
g_{ﬁ + N} = “k__N 2 _ re M +
dtt ¢ HC ce C T XCNXE
2
+ REDNEND + PGDHRE = @ {3.28}
onde X' & a concentragao de ¥ no meio interno  é& a
concentragcio no meio externo.
Hovamente, deste conjunto de egquagies podemos encontrar
todos o5 Hk & portanto, os fludos *x e *c em fungioc dos
parametros {4¥, X', X", Spr Cp GP} e do conjunto de constantes

cinéticas {k},

cNB - (a + B}Bz

., =
o _ g Av-c+2d}? + a{a-bro-d}d - (b-c+2d)

- 2{a-b+c-d)

onde
rog,
a= —————
(Re/X"+1})?

b = k He/X" Ec/¥?

" Tec {Re/X"+1} (Ec/X'+1)

PGT

& [Re/M+1){Rc/X"+1)
d = k RKc/X? 2

- ce iﬂc/K’+1j
fi dependéncia das constantes cinéticas

com O

(3.29)

(3.3@)

{3.31)

{3-32)

(3.33)

(3.34)

potencial

=létrioo & a relagio entre estas constantes £ a mesma do modelp
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cooperative minimo.

Nas figuras =zhaixoc mnovamente analisamos numericamente o
gomportamento do fludo ¢x com a afinidade da reagic de ATPase, o
gradiente de concentragio e o potencial eletrico. Os varios

parametros utilizados nos gréaficos estdo especificados nas

legendac, exceto: n =2 =1, s =q =0, n =@ e a = ¥ = 8.5, bs
quais s3c comuns 2 todos os graficos. Novamente, estamos
cons iderando gque X", tn € ©p %0 constantes. Portanto, a

afinidade da reagic de ATPase & controlada pela concentragic de
ATP (cT) 2 o0 gradiente de concentragio do lon x, pela
concentracio X' {concentragio do ion no meio internoc).

Naes figuras 3.4 2 3.5 temos respectivamente o comportamento
de § por molécula bomba com a afinidade da reagdo de ATPase =

eom o gradiente de concentraglo do ion ® atraves da wembrana,

para diferenca de potencial nula.
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Figura 3.4: Fluxo de transporte q:x por molécula bomba, como
fungao de & = exp{-A/RTj}. Neste grafico consideramos

re N = 900 1/s, Nk =9 1/s, nﬁac - 4500 1i/s, 2% - se, 22 - e.1,

K" F
Au = @ e X'/X" = 1,
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Figura 3.9: Fluxo de transporte ¢x por molécula bowba, como
fung3o do gradiente de concentragio X' do ion transportado. Neste

grafice consideramos ro N = 400 1/s, uﬁue = 4 1/s,

- e Ee
Wi = 2000 1/, g= = 50, g= = 0.1, su =0 e 5 = 100.

Neste modelo, as ocurvas além de apresentarem a forma
sigmoidal apresentam também um maximo. Este resultado corresponde
a uma inibigdo por substrato, fato que & verificado
experimentalmente [36,42]. A regifio de decréscimo do fluxo com a
concentrag3o de ATP, a qual surge para 5 grande, se deve ao fato
de que para grandes concentragBes de ATP, EC — @ pois &2 reagio
{3.22) se desloca para a direita, e consequentemente pela reagdo
{3.21), Nc — 0, sendo que C é & o catalizador de um dos passos
da reaglo.

Na figura 3.6 tewos o comportamento do fluxo QHIN com a
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diferenga de potencial através da membrana, para gradiente de
concentragio nulo. Novamente, os fGnicos parametros dependentes do
potencial sBo: ERe = Ke Evbu e Ko = Ko E~aﬂul ¢ decréscimo do
fluxo para grandes diferengas de potencial [Au — o} também &
esperado ja gque NKE e HC s3o inversamente proporcionais a Ke e

i/Bc respectivamente, e estes s30 o5 estados da bomba que

catalizam as transigles conformacionais.

338)
/-

40 -

N
9
-~ 30 -
p—
Z 20 -
>
® 10 - \\\\\\&
0
-10 T 7 T T
~300 —100 100 300

AP (mV)

Figura 3.6: Fluxo de transporte @H por molécnla bomba, como

fungio de 4A¥. Neste griafico consideramos ro N = 400 1/s,
Nk =4 1/s, Rk__ = 2000 1/ :‘i-sa g‘i—e1 & - 100 e
ce ! ec Sy ¥ 7 L S B

E'/E" = 1.
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I11.4-Modela de Edelstein Adaptado:

0 epsguemz cinéetice de Edelstein sugere o0 seguinte modelo

para o cicle de reagio de transporte:

HC + HE —= 2 HE (3.35)
k_,
BE £ 5oy oae {3.36)
kay
E+Y — W {3.37}
k_o
kj
H —= ¥ + C (3.38})
k.3
]
¥C £ia ¢ oay {3.39)
onde
ky = ch
koy = ren
E" = K"Ee

=
{
i
=
v
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Fodemos representar o esguema acima de forma esgquematica,

HE Ee >

E A f/y

XE 4 n
HC Ko >

Observe gque a transformagdo HC - HXE e suposta ocorrer
micamente por autocatalise. Esta hipotese & mantida agqui por
simplicidade & pelo nosso interesse na andlise qualitativa das
propr iedades.

No esquema cinético acima exniste uma espéoie quimiea Y que
serve como catalizador da transformagido E -2 . Esta espécie Y
pode ser por exemplo uma pequens proteina enistente no oitoplaswa
ou na membrana. Esta molécula se combina com a molécula bomba
formando o compleng W. Para a nossa analise gualitativa nao

necessitamos fazer gqualquer hipbtese sobre esta espécie Y.
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Do esquema de reagio acima, vem as seguintes equagles para o

estado estanionario:

d 2

E?{XE+E} = kixc HE - k_,XE - sz Y+ k W=20 {3.40)
dY

T RQE ¥ + k_zw + RQH k_gc Y =90 {3.491)
¥ + W = q, {3.42)
HC + C + W + XE + E = N {3.43)
E = HKeXE {3-44)
¢ = KEcXC (3.43)}

ou, de forma mzis compacta
(1+Ee)§—XE = k,HC HE - k KE2 - EKek XE Y + k W =0 (3.46)}
dt 1 -1 2 -2 )

dy

T = - Eek XE ¥ + k__W + kW - Eck_RC Y = @ {3.47)
Y+ W=gq {3.48)
{1+Ec}RC + W + (1+Ee}BE = N {3.49)

Yamas considerar as oconcentragfes £ o potencial como
paradmetros gque podem ser ajustados externamente, de forma analoga
4 seg8o 1I.3.1. Portanto, temns um conjunto de 4 equagdes a 4
variaveis {KE, Y, W, HC) com 1® parametros (Ee, Kc, k;, ki, ki,
koyy k-2, ko3, 91, N}.

Podemos fawmer uma transformagS8op de escala nos parametros e
nas variaveisz tal gque alguns pardmetros sejam 21liminados das

equagioes. Escolhemos eliminar o conjunto:

He, Ho, (1+He}, (14He), k_, e k_, (3.5@)
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embora outros conjuntos possam ser eliminados (inclusive q,
ou N).
Az transformactes de escala para eliminar esse conjunto de

parimetros c3o:

k_2(1+ch

Y — Tk Y {3.51})

2 relagbes idénticas para 9o H, W

k

-2
HC —— n—‘“ck_g RC {3.52)
k_2(1+KQ3
HE  § 11+R—E—)_Kﬂ-k_3 HE (3-53}
d, — k_,d, 8 k, — k_,(k,; - 1) {3.54)
1+He JEc
kp — {1+Ec:+ﬂék—3 5 (3.55)
K, — s1tRe “Re, {3.56)
-1 1+€n -3 -1 )
k1 — (1+KE3KGR_3 k, {3.57]
Com esta transformagiao obtemos
9%E = K HC XE - k_ XE- - R XE Y + W =0 (3.58)
dt 1 -1 2
dy
S = - KXE Y + kW - KC Y =0 {3.59)
¥ + W = ql (3.6@)

HC + W + XE = N (3.61)
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Das equagles (3.38), (3.60) e (3.61) podemos calcular XC, Y

e W em fungio de EE:

REZ(k_, + k) + XE(q k., - Nk, + 1) - X
XC = e e (3.62)
‘ {k, 2}
2
XE (k__l + klj + XEkl(qI - N} - q;
Y = (3.63)
RE(k, - k,} - 1
- XE%(k_, + k) + KE(Mk, - q,k.)
KE(k, - k] -1
Substituindo XC, Y ¢ W na equagdo (3.59) obtemos
F =0 (3.65)
2
KE(kz—k1)+1]
onde P & um poalindmio de quarto grau
P = a,RKE® + a XE® + a XE2 + a,RE + a, = @ (3.66)
4 3}{ 2 | @ '
cujos coeficientes sio dados por
2
a, = ~(k_, + kok, -k + kz)(k_l + k) (3.67)
a, = (N-ql)[h_l(kl+k2) * klkz(h1—12+2)]
, (k1+k_1)[k2—1+k3(k2—k1)] (3.68)
a, = ko(aq k2 + NKZ ¢k, ¢ k) ¢ (g M) (k_, -k k,k.)
2 31972 1 1 -1 1 -17*1%2%3
+ koky(q,-N)(14N-q,;) + q, (k,-1)(k,~k;) + 2Nk, (3.69)
3y = kylagk, - Nk, ) + q Nk -k;)
2 2
+ g {1-k,) + ajk, - Nk {3.70)
ay = - q,N (3.71)



-80-

O caso em que o denominador de {3.65) se anula,

HE(k2 - klj +1 =0 {3.72)
s ocorre para particulares valores dos parametros, isto &,

{kl—-kz)(kl}i—kzqi] = k1+k__1 (3.73)

sendo gue para estes valores as equagbes (3.62), (3.63) e (3.64)
acima levam a uma indeterminagio do tipo [—g—] Neste caso, €
mais simples retornar as egquagdes originais ({3.58)-(3.61).

Utilizando as relagfes (3.72) e (3.73) obtemns:

2 kz—l
YO+ ¥YIN - qy + kg ¥ g - a,ky = @ (3.74)
I 72
W=ogq, - Y (3.75)
HC = N - vy - 1 (3.76)
= o, E -k .
172
1 72

Portanto, =z solugio do conjunto de equagfes (3.5B)-{3.61)
estia em geral dada pelas relagBes (3.62)-(3.64) e (3.68), exceto
no caso em gue o5 valores dos parametros satisfazem a relaglo
{3.73), guando a solugdo é dada pelo conjunto de egquagies
(3.78)-(3.75).

Vamos supor gue & dependéncia das constantes cinéticas Ke,
Ec, p 2 r com o potencial &€ a mesma dependéncia discutida no
capitule II. Por simplicidade wvamos considerar também gue as
constantes k,, k.5, k3 e k.; independem do potencial através da

membrana, o gue significa gque nio existe translagido de cargas
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assnciadas a proteina durante a transicido conformacional {(n = @).
Podemos mostrar gque a relag3o entre as constantes cinéticas
originais {sem a transformagdoc de escala), a qual serd utilizada

nos calculos numericos e dada por:

HEk1k1k3 . Au
ok 5k ok g - °°

Nas figuras abaizxo analisamos numericamente o comportamento
do fluxo ¢x com a afinidade da reagio de ATPase, o gradiente de
concentrac3o e o potencial elétrico. O fluxo ¢, & dado por

¢, = kHC.XE - k_,XE?

0s waripns pardmetros utilizados nos graficos estdo
especificadoc nac legendas, exceto: n =z = 1, § =3 =0, n = @ e
a =¥ = @.5%, ops gquais s8o comuns a todos os graficos. Novamente,
estamos considerando gue K&, Cn € Cp s30 constantes. Portanto, a
afinidade da reag3o de ATPase & controlada peia concentragdo de
ATP (GT) e o gradiente de concentragdo do ion % pela concentragio
X' {concentragio do ion no meio interno).

Nas figuras 3.7 = 3.8 temocs respectivamentes o comportamento
de ¢“ por molécula bomba com a afinidade da reagd3o de ATPase e
com o gradiente de concentragio do ion x através da mewbrana,
para diferenga de potencial nula.

Vemos gue a introdugio de cooperatividade segundo o modelo
adaptadoc de Edelstein apresenta estados estacionarios wmaltiplos.

Como podemos facilmente verificar, todos os wodelos discutidos

anteriprmente nio possuem e&sta propriedade.
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Fluxo de transporte por wolécula bomba (¢x/N),

= exp{-A/BT}. Como estamos considerando c, e c,

= cte.cT. Neste grafico consideramos
k;N = 320000 i/s, k_, = 1 i/s, k; = 100 i/s,
%: -1, %ﬁ -1, Au=@ , H'/X" =1.5,
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Figura 32.8: Fluxo de transporte por molécula bomba [(bxf}l},

1)
como fungio de g———— Heste grafico consideramos k_,HN = B@@OG 1/s,
K,N = 320000 1/s, k., = 1 1/s, k3 = 108 1/s, k_zN = 4000 1/s,
g‘f—. =1, g—i =1, A% = ~12.5 WV , & = 20000 e q,/N = ©.9.

Ha figura 3.9 temos o comportamento do fluxo em funcido da
diferenga de potencial através da membrana. Analogamente aos
modelos cooperativos discutides anteriormante, o decréscimo do
fluxo de transporte para grandes diferengas de potencial
{Au — ») & esperado Jj& que neste limite N & pequeno, & XE & o
estado dz bhomba gque cataliza a transigdo conformacional.

Entretanto este decrescimento ocorre de forma abrupta.
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Figura 3.9: Fluno de transporte por molécula homba (¢x/N),

em fungio do potencial da membrana (AP]. Neste grafico
cons ideramps Ek_ H = BOROY 1/5, kzN = 320000 1/=, ks =1 1/5,
Ec Ke

ky; = 1@ 1/s, Kk_3N = 4000 1/s, 1, b6 = 20000

HY/E" = 1.3, q,/H = @&.9.

= 1,

E’ﬁ' i{T"—

Destes trés graficos podemos concluir gque as estados
estacionarios maltiplos existem apenas para determinados wvalores
dos varios parametros do sistema de Transporte Ativo. Veremos
abhaixp que das trés solugbes obtidas nas regifes de estados
estaciondarins maltiplos, a solugido gque leva an fluxo de valor

intermediario n3o & estiavel.
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findlise de Estabilidade Linear:

De acordo com as fliguras acima podemos verificar gue neste
modelo existe a possibilidade de trés estados estacionarios para
um wmesmo conjunto de parametros. Entretanto, € importante
de terminar quais dectes estados estacionarios 530 estaveis, pois
apenas nestes estados estivels & que o sistema pode permanecer
indefinidamente enquanto forem mantidos 0s vinculos
termod indmicos,

Portanto, faremos agora & analice de estahilidade linear das
splugfes ectacionarias obtidas para © mpdels de transporte
adaptado de Edelstein. Veremos gque nem todas as solugies
pstacionarias obtidas 20 estaveis.

A analise de estabilidade linear consiste em werificar a
evolugio temporal do sistema para pequenas perturbagBes em torno
do estado estacionario. As perturbagdes podem levar o sistema de
volta ae estado estaciondrio {estado estacionario estiavel) ou
para estados longe do estado estacionarioc (estado estacionario
instawvel).

Perto do estado estacionario as equagdes podem  ser

linearizadas, e portanto as solugbes s3c do tipo:

H = Hg + u?

x = ae"t {3.78)
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fissim, o criterio de estabilidade sera dado por,

i. Rew ) @ estado estacionario instavel

ii. Rew { @ gstado estacionario estavel

iii. Rew = @ estado marginal (a analise linear nio £

suficiente para determinar 2 estabilidade deste estado}.

Das equagiies (3.68} e {3.61} podemos obter W e KC em Fungdo

de Y e XE,
W= @l - Y {3.79)
. =N -q, - HE + ¥ {3.80)

Substituindo estas expressies em {3.58) e (3.59] e

linearizando vem,

]
g%g- = 2a,,XE? + a,Y (3.81)
3
% = aQ;KE’ + azﬂY’ (3.82}
onde,
all = Nkz - qlk! + Yﬂ{kl - kz) - QXEQ(R..I + kl} (3-83}
dz] = XEo(kl - II.:) -1 (3.84)
A1 = Yn(l - k:} (3.85)
aze = g, - N - 2¥, + REg{1 - k) - kj {3.88)

onde XE, & Y, s3o as solugBes do estado estacionario obtidos

anteriorwente do conjunto de equagBes {3.63}) e {3.66]).



Levando a dependéncia temporal das variaveis XE* e Y', de
acordo com a relagiao (3.78), nas equaglies (3.B1) ¢ (3.82) obtemns

a equagac secular para wi

a;;- w ajs
= &
a3z, azy~ W
ou,
2
w - (a,, -i-a,,)w-’-alla,, — ajedgy = &

w + bw+c =0
b= (1-k;){R-q,) + Volka -k, + 2} +
+ XEo{2k_; + 2k, + kg - 1)} + k,
o = {na, ~ quky + Yo{ky - k) - 2REq(k.; + k,)]x
[q, - N - 2Y4 + KE4(1 - ky) - k;]

- Yol - k,][xn.(k. - k,) - 1]_

onde Y, & dado pela relagdo (3.63) e XE, pela relagdo (3.66).

A andlise nowmérica desta equagdo secular mostra que, na
regido de estados  estacionarios mialtiplos, os estados
estacionarios estadveis s8o sewmpre aqueles que correspontdem ao
menor & a@ waior valor dog trés valores de fluxo obtidos nos
graficas acima. O valor intermediario do fIluxo corresponde ao
estado estacionario instiavel. Nas regides onde existe apenas uma
solugdo, o estado estacionaric & sempre estavel. Este resultado
era esperado ja que duas solupgdes estaciondrias vizinhas ndo

podem ser similtaneamente estaveis.
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f# analise dos graficos 3.7, 3.8 € 3.9, combinada com a
discussfo acima sobre a estabilidade, nos leva a concluir que em
quaisguer dos pardmetros considerados: 6, H'/X" e AP, o sistema
sofre transigbes abruptas {indicadas nas figuras} para
determinados valores dos parimetros. As figuras mostram ainda que
existe o efeito de histerese, Jjad que 0 walor em que ocorre a
transigio depende do caminho percorrido no espago dos parametros.
0 efeito maior & observado no grafico 3.%, onde existe uma
trancigio abrupta, do tipo tudo ou nada, em fungidc da variavel
AP. Além da histerese, segundo Katchalsky e Splanger [43], os
estados estacionarios mialtiplos podem levar a oscilagdes.

Kio existem dados na literatura identificando estes
fenomenns nos sistemas de Transporte Ative. Entretanto sabemos
que em sittemas vivoc existem varios fenfmenos oscilatorios e
diferentes regimes de transporte nac totalwente compreendidos. Os
resultados desta segio mostram que alguns destes fenomenos podem
pstar diretamente relacionados com o wecanismo da bomba de

Transporte Ativo.
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CONCLUSOES

Neste trabalho analisamos as propriedades termodinamicas e
cinéticas do Transporte Ativoe de dwuas classes de modelos de
acesso alternado: modelos ndo cooperativos e modelos nos guails
SUpoOmMos a existéncia de cooperatividade nas transigdes
conformacionais das proteinas.

Para isso introduzimos inicialmente os conceitos da
afinidade da reagio de ATPase .E de gradiente de potencial
eletroguimico, ps quais representam as forgas termodindmicas em
um sistema de Transporte Ativo.

Para analisar as propriedades dos modelos nﬁu cooperativos,
supomos um modelo wminimo [14] para o acessp alternado z partir do
gual encontramos os estados estacionarios do fluxo de transporte
e da taxa de hidrdolise de ATP.

0 wmodelo wminimo corresponde a3 um conjunto simplificado de
reacies, o gual acopla a reag3o de hidrolise de ATP a reagio de
transporte. Mostramos gue as constantes cinéticas deste conjunto
de reacgoes podem depender da diferenga de potencial através da
membrana.

A partir da relagd3o (2.49) podemos concluir gue esta
dependéncia sempre existe para o caso em que a bomba transporta
carga liguida através da mewmbrana. Entretanto, wmostramos na segdo
I1.2 que ecta dependéncia pode também surgir devido a

declocamentos de cargas associadps Aas proteinas durante a
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transig3o conformacional. Em conseqiiéneia da  dependéncia  das
conctantes cinéticas, s fluxns de Transporte Ativo também
depender3o do potencial. ¢ comportamento destes fluxos de

Transporte ftivo em fung3o do potencial esta exemplificado na
figura 2.3.

Oc flunos do Transporte Ativo dependem ainda do gradiente de
concentrag3o de ions através da membrana e da afinidade da reag3o
de ATPase. fAs expreccties {2.45)-{2.52) representam uma genera-
lizagio doc resultados obtidos na literatura [14] sobre o modelo
minimo. Destas exprecsfies podemos deduzir o Transporte Ativo de
wm f(nico ion, o cotransporte de dois ions em sentidos opostos,
assim come, desprezando a fonte de ATP, o Transporte Ativo de um
ion induzido pelo potencial eletroquimico de outro ion.

iz expressoes obtidas para os f{luxXgs, no Caso em que a
proteinz transporta apenas um tipo de ion, permitem mostrar que a
dependéncia destes fluxos em fungl3o da concentragdc de lans ng
meio interno ou no meic externa, apresenta um comportamento
Michasliano. O mesmc comportamento € encontrado para os fluxos em
fungio da concentragio de ATP., Estes resultados wmostram a
similaridade deste processoc Com oS processos enzimaticos usuais.

Das expressiies paraz os fluxos, gbtidas na segao II.3,
pademcs concluir gque somente no caso de estados estacionarios
proximos do equilibrio, os fluxos de Transporte Ativo sfo fungbes
apenas das forgas termodinidmicas. Contrariamente ao gque s@
considera na literatura [14], em geral, os fluxos de Transporte
fitivg dependem do potencial & das concentragfes separadamente,
conforme a discuss3o nas segoes I11.3 e II.4.1. A figura 2.6

demonstra claramente este tipo de dependéncia.
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Em conseqiidéncia deste tipo de dependéncia dos fluxos de
Transporte Ativo com as forgas termodindmicas, mostramos que
ectec fluxoe dependem também da densidade superficial de cargas
da membrana. Esta dependéncia surge porque as cargas da wembrana
modificam o perfil de potencial e de concentragfes de ions na
regifo préxima & superficie da membrana, onde est3o localizadas
as proteinas transportadoras. Este efeito em geral n3o &
considerado na literatura [1,29], onde & usada a diferenga de
potencial entre as faces longe da superficie da membrana.

Segundo o wmodelo tedrico (desenvolvido no apéndice-B e na
sepao 11.4.2) utilizado para o cdlculo do perfil de potencial nas
proximidades da mewbrana, podemos concluir gque, em condigBes
fisiologicas, os fluxos de iransporte dependem de forma
significativa da densidade superficial de cargas na membrana.
Fste resuliadc esta exemplificado na figura 2.9.

Mo capitule III analisamos as propriedades cinéticas de
modelos de Trancporte Ativo cooperativos. o tipo de
cooperatividade suposto neste trabalho corresponde a uma
interago autocatalitica durante as transigbes conformacionais
das proteinzs. Neste capitulo analisamos 2 modelos cooperativos.

0 modelo cooperativo minimo e o modelc adaptade de Lotka 530
Capazes de explicar algumas propriedades dos sistemas de
Transporte Rtivo, verificadas experimentalmente.

0 modele cooperativo wminime apresenta o comportamento
sigmoidal verificado experimentalmente para as cCurvas
{filuxo x substrato} [36]. Este resultado pode ser verificado nas

figuras 3.1 e 3.2.

0 modelo adaptado de Lotka tawbém apresenta a forma
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sigmoidal das curvas (fluxo x subcstrato}. Além disso, estas
curvas apresentam um maximo, come paodemos wverificar nas figuras
2.4 e 3.5. Este resultado correspondes a uma inibig3c por
cubstrato, o gual também & coerente com os resultados
experimentais [36,42].

Ho capitulo III mostramos também a possibilidade de
adaptarmos ao nocso esgquema de reagdes de transporte, mm modelo
cinético que leva ap aparecimentoc de algum tipo de estrutura
dissipatiwa.

& analise numérica das propriedades cineticas do modelo
adaptada de Edelstein mastra a2 existéncia de estados
estacionarios wiltiplos para determinados valores de poteancizal,
concentragdes e afinidade da reagZo de ATFase. Apresentamos esse
recultado nas figuras 3.7, 3.8 e 3.9, para uma escolha particular
dos parametros.

UIma andlise numérica cistematica do comportamento do fluxo
com os parimetros, nos levaria a estabelecer as regifes (no
ecspago de parametros) onde & possivel a existéncia destes estados
estacionarios mialtiplos. Este estudo seria uma extensdo natural
do nosso trabalho.

A existéncia de estados estacionarios maltiplos possibilita
os sistemas fisicos a apresentarem determinadas propriedades
caractericticas, tais como fendmenos de histerese, transigdes
tudo-ou-nada ou oscilagles [28,43]. Embora nio se encontre na
literatura nenhuma evidencia da exicsténcia de estados
estacionarios wmiltiplos para sistemas de Transporte Ative, o
modelo discutido acima poderia explicar um possivel mecanismo de

regulagio nas condigfies fisiologicas.
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APENDICE f

EFEITOS DO POTENCIAL SOBRE AS CONSTARTES CINETICAS

Meste apéndice analisaremos a dependéncia das constantes
cinéticas com a diferenca de potencial elétrico através da
membrana. Fcta analise estid baseada nos trabalhos de Lauger
fia,29].

De acordo com o modelo minimo definido na segdo II.1 o ion
transportado pela proteina deve alcangar o sitio de ligagao
atrawvés de um canal de acesso com profundidade @ 4 COmO indica a
figura 2.!. Da hipotese 2 da seciao I1.1, Ec e Ee representam as
constantes de equilibrio da reac3o dos ions com o sitio de
ligagio.

Sequndo Mitchel e Moyle (1974) [44] o sitio de ligacd3o atua
como um “pogo idnico”. Segundo este conceito, uma mudanga na
diferenga de potencial elétrico entre o sitip de ligagdo & o meio
externo ao canal tem um efeito similar a uma mudanga na
concentracio externa sobre a ocupagio do sitio de ligagdo. Para
uma diferenga de potencial entre o sitio 8 o meio externo igual a
aA®, a constante de equilibrio deve ser modificada pelo fator de
Boltzman: exp[FaA¥P/RT], no caso de ligagao de 1 ion.

Por simplicidade podempns supor que o potencial varia
linearmente entre as entradas dos canais da proteina. O parametro

a na figura 2.1 representa a fragldo da espessura da proteina
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porrespondente a profundidade do canal. Consequentemente se
pxiste uma diferenga de potencial A¥ entre as entradas dos
canais, axAP corresponde a8 diferenga de potencial entre o sitio
de ligagio e o0 meio externo ao canal.

Portanto na situag3o mais geral em que existe a ligagZo de n
ions X ©Om Ccarga z, & a liberagio de m ions y ©om carga zy,
podemos obter a dependéncia das constantes de equilibrio com o

potencial:

Kc = Ro e AU {a.1}
e = ﬁe EVAu {a.2)
onde
a s ng a — mzZa {a.3)
Hox ¥y ¥
¥ = nz ¥ - mz ¥ {a.4)
K X YY
onde

(¢ ¢ a_ ¢ 1) mede a profundidade relativa do sitio ligante
de x no interior da proteina, gquando a bomba estad nos estados
RCsC.

(e s aY £ 1} tem definig3o analcga. Por exemplo, s& a = % o
sitio de ligagd3o de % esta no centro da proteina.

{fe <« v, LA 1) tem definigBes andlogas 3 a € «

respectivamente, para a bomba nos estados KE/E.

.y o

Kc e Ke s30 os valores das constantes de equillbrio para
potengial elétrico nulo, Z, © 2, 5830 as cargas dos lons x € ¥
respectivamente. Ho paso em gque a proteina transporta apenas um

ion, estez parimetros geoméetricos, a e v, gestio indicados na

figura 2.1.
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# trancsicio conformacicnal pode levar a deslocamentos de
grupos de cargas ou rotaglies de dipolos associados a proteina.

Durante a tranciglio conformacional os sitios de ligagio
podem tamhém cofrer um deslocamento o que leva a um movimento de
cargas adicional, correspondente ao movimento dos lons
transportados.

Todos esses movimentos de cargas levam a uma mudanga Al na
energia conformacional da proteina durante a transig3o
conformacional.

Podemos supor que durante a transigio conformacional uma
carga g, associada A proteina, tenha um deslocamento Aui na
diregio do campo exrxternc. Podemos supor também que os sitios de
ligag3o para os 1ion x e y tenham um deslocamento dxx e Axy na
mesms diregdo, respectivmante. Com estas definiglies, a diferenga
de energia conformscional guando os sitios de ligagdo para o ion

¥ estaoc ccupados (AUK), ¢ dada por:

AU = [Q + nz & ]Fa?
H H K
qidxi Axx
com n» = E e d e 8 = 3 (A.5)

onde ey @ a parga elementar e d € a distdncia entre as entradas
dos canais da proteina (figura 2.1}, a qual em geral pode ser
maior que a espessura da membrana [11,29].

De acordo com a teoria de taxas [45], supondo uma barreira
de energia conformacional simétrica, as constantes cinéticas tem

a seguinte dependéncia com AU:
AU

k = ﬁ e 2RT (Q'E)

Portanto levando em conta os deslocamentos de cargas durante
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a trancigio conformacional, obtemos para as demais constantes

cineticas:

Au Au
(n + nz,8 )5 (n *+ nz8 )5

o -3 e qa=4e (8.7)
Au Au
-{n + nz 8 }5— -{p + nz 8_ )z
r=re X w12 s = &5 e xoxl2 (A.8)
. n o+ me g )2
Kk =k_ e vy {a.9)
ce ce

Au
—(;? + mzyﬂy)-z.———

kK =k _e {A.10)
ec ec - !
ohde
6 =1-a -~ ¥ (A.11)
X H X
8 =1-a_ - (A-12)
b4 4 b4
onde

(-1 =z BX < 1) da o deslocamento do sitio de ligag83o de X na

direg3o do campe elétrico ([diregdc perpendicular a membrana )

durante a transigio conformacional. {-1 < By £ 1) tem

interpretag2o analoga.
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APENDICE B

DETERMINQﬁEO DO PERFIL DE POTENCIAL ATRHVéS DE UM MEMBRANA

BIOLOGICA:

O perfil de potencial elétrico através da membrana
normalmente & descrito pela teoria de Gouy-Chapman [45,46]. Hesta
teoria ce suple Que as cargas est3o uniformemente distribuidas na
superficie da membrana e que a constante dielétrica varia
ahruptamente na interface entre a mewbrana e a fase aguosa.

Das egquagdes de Maxwell na aproximagio eletrostidtica podemos
ohter a equag3c de Poicsson, a gqual deve ser resolvida para cada
fase da coluglo na figura 2.7 com as condiges de contorno de

interface entre dois meios diferentes:
wip a - E £ = KEg {(B. 1}

com as condigbes de contorno:

¥y = Pa
Z — — W i i {B.2}
C = Gga
h Fro= ¥ = Fag
g — -5 5 3 o {(B.3}
(EmEm - 1E1 n = o3
P2 = Poa
Z —3 4+ DO i i (B‘q)
i & = Ca2
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i
P, =P =9
h 2 m 1g
l (B.5)
. . . . - i
onde 05 sublindices L, m e 2 indicam as fases da fiqura 2.7, o
indio» a oconocentragioc do ion i, p ¢ & densaidade de oarga loocal, o
@ densidade superficial de cargas da membrana, £ @€ a constante
de permissividade elétrica do vacuc e ¥ &€ a constante dielétrica

do material, no casp, s memhrana ou a fase aguosa (Régua = BG e

it

¥ 2}.

memb .
Devemos =ainda usar a condigic de eletronsutralidade em cada

fase da soluglo. Por simplicidade suporemos & existéncia de

apenas 2 lons ¥ & w com gargas ! e -1 respectivamente. fAssim,

He = W, a =i, 2 (B.6)

p, = F(X_- W) (B.7)

onde X e W s3c as concentragdes molares dos ions ® B W
respectivamente, e a indica a fase.

Supondo que cada fase estd em equilibrio eletroquimico

pbtemos
UQ‘I—H
=N e a « = 1, 2 (B.8)
P P
w = u’ua e (B: 9)
O o
onde u = i l.ogo,
Py = 2FRg senh{u_ - Hoa) (B.1@)

Supondo que as variaveis sdo constantes no plano da

membrana, a equagioc de Poisson, com a relagdo (B.1@}, fica
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dzua
— = késenh u (B.11)
z
onde
aF*
T .
Re ™ £ BT Xo . (B.12)

onde ka & o inverso do comprimento de Debye para a fase a.

A equagdo (B.11) pode ser resolvida exatamente:

i i ka(% t z)
tgh—q-(ua - “oa} = tgha(usa - Hoa) e (3.13)
(+ se a=1 e - se a= 2]
Devido a baixa constante dieletrica da wewbrana, podemos

supor gque ndo existem oargss no seu interior, e portanto o

potencial dentro da membrana & linear
o = Ltie, - v, e+ Lo, o+ e, ) (B.14)
m - h' s g 217 %y g .

Os potenciais de superficie serd@o obtidos pelas condigbes de

contorno (B.3) e (B.5}:

1 m Fo
Eklflsenhf(uls - uyg) = “+ (uzs— u,é) + ﬁTL {B.15}
1 ‘m Fo
2
QRQEQSEnhi’-(UQS - uzn) = - -—1_-1— (Uzﬁ"' ulS) + ET-—- (B.lﬁ}

Temos portato, um sistema de equagBes transcedentais gque
pode ser resolvido numericamente. Entretanto, analisando
numericamente este sistema de egquagOes para Xy, = gz = @.1 M,
podemos concluir gque a espessura da membrana (h = 40 A) &
suf icientemente grande para gue possamos relolver este sistema no

limite h — o {com erro no potencial de superficie i J94}. Assim,

o o 2
® .= Po, * BT 1n] 2 4 J[ < ] + 1 (B.17

as F o o
Sqa Sa
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GDC[ = \/BKEBRm']a (B.lﬂ)

Valores tipicos esncontrados na literatura para a densidade

de carga superficial e para as concentragiies de ions sdo [35,36}:

c = -9.05 pu -0.27 C/m?

Ho 2 .1 N

Nas figuras (Bl} & (B2) abaiso temos os perfis de potencial
para os dois valores de densidade de oarga superficial acimas para
Po1 = @ 8 Py = @ ou 100 mwV. Em todos os casus consideramos o, =
oy .

Na figura {B3) temos os perfis de concentragio para cation e
Anions segqundo a hipdtese de equilibrio eletroquimico em cada

fase, relages(B.B) e (B.3).

¢—Me mbrana —3

100

80 4

60 —
40 — ?
~ 1
N )
£ Q
St
o ~zoﬁ_‘_hxx\\\\ /
<
Q  —404 *
o
—50 -
g (2)
—-80 -
—-100
—~120
—140 -
—160 T T T T T T T Y
—60 —AD -20 2] 20 40 BOD
z (X&)

Figura Bi: Perfil de potencial elétrico atraves da membrana
segundo a teoria de Gouy-Chapwman.

Perfil (1): ®g1 = @mV e ¥y, = 100 nV

Perfil (2): ?u] = ?nz = @& my

Para ambos o5 graficos utilizamos uma densidade de carga
superficial o, = 6, = —©.27 C/m? & Xg, = Hgy = @.1 M.
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-20 *
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—50 ¥ T =7 T T 1 LN
~B0 —40 —20 0 20 40 B0
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Figure B2: Graficos analeogos mos da figura anterior,para uma
densidade de carga superficial ¢, = 64 = -0,05 C/m?.
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Figura B3: Perfil de concentrag¢do para cations (i) e
anions {2) segundo as relagbes (b.8) e (b.9), para o perfil
de potencial da figura B2, isto &, gquando a carga
superficial o; = o5 = ~8.85 C/m?. Hote gque o perfil de

concentracio & o mesmd para gqualguer ¥;;.

Nas figuras acima, 05 potenciais e concentraches de
superficie cio dados por:

i} ey = 63 = -0.27 C/m? ®y, = 137 v

iiY ©; =63 = -0.93 C/m? — P, = ~56 mV, Xy = 0.9 M e

We = .01 M
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