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RESUMO

Nos estudamos neste trabalho a importancia, para a depen
dencia com a temperatura do comportamento cooperativo da hemo-
globina, da nao equivalencia funcional das cadeias polipeptidi
cas que constituem a molecula de hemoglobina.Com este proposi-
to, nos introduzimos os parametros termodinamicos de interacao
alosterica denominados"efetivos", que relacionam as duas ulti-
mas etapas da oxigenacao da hemoglobina com as duas primeiras.
Nos mostramos que a energia livre de interacdo a]ostéfica efe-
tiva esta fortemente correlacionada ao parametro de Hill que e
a medida classica da cooperatividade; portanto, a energia 19 -
vre de interacao alosterica efetiva & uma medida da cooperati-
vidade. Dados experimentais recentes mostram que a energia 1i-
vre de interac3o alostérica efetiva & uma fungdo crescente da
temperatura; isto e devido as entalpia e entropia de interacao
alosterica efetivas serem quantidades positiVas. Para analisar
este comportamento em fermos deargumentos relativos a Termodi-
namica, nos deduzimos eqdagﬁes para o0s parametros termodinamj-
cos de oxigena¢ao da hemoglobina como funcac dos de suas ca --
deias. Como as equagbes assim obtidas tem um grande numero de
termos, nos aplicamos o mesmo tratamento a um dimero hipoteti-
co, obtendo relacoes mais simples. Concluimos, em ambos os ca-
sos, que o carater pesitivo das entalpia e entropia de 1ntera—
gao a1oster1ca efetwvas e devido a presenca de termos coopera-
tivos e ant1cooperat1vos. Como estes estao ausentes em equa -
c0es que se referem a homoproteinas alostericas, a dependencia
com a temperatura caracteristica da cooperatividade da hemoglo
bina depende da presenca de cadeias nao equivalentes.

No calculo das contrijbuicoes cooperativas e anticoopera-
tivas dos parametros termodinamicos de interacdo alosterica e-
fetivos nbs nos defrontamos com a indeterminancia de um proble
ma de muitos corpos; Fizemos duas abroximagaés, das quais-obtg
mos resultados para varios ambientes quimicos e temperaturas.
Nos pudemos demonstrar que a nao equivalencia funcjonal das ca
dejas da hemogiob1na TeVa ap seu comportamenta tercho caracte‘
r1st1co e que ta] efeito e acentuado pelos efetores DPG e IHP,
que ligam-se seletivamente a um tipo de cadeia, assim como pe-

lo efetor H+
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ABSTRACT

We study in this work the importance, for the temperatu-
re dependence of the cooperative behaviour of hemoglobin, of
the functional non-equivalence of the polypeptide chains from
which the hemoglobin molecule is built. With such purpose we
have introduced thermodynamic ai]oste;ic parameters called "
mean a]1dster1c parameters”"which relate the Tast two oxygen
bindings to the firstiwo ones. We showed that the mean alloste
ric free energy is sthong]ycorre1ated to the Hil1l parameter
Which is a cTassic measure of cooperativity; hence, the mean a
1losteric free energy meésutes the hemoglobin cooperativity.Re
cent experimental data show that the mean allosteric free ener
gy decreases with temperature; this is due to the mean a]lOstg
ric enthalpy and entropy being.positive quantities. To analise
such behaviour’in terms of Thermodynamic'$ arguments we have
derived equations for the thermodynamic parameters of oxygen
binding to hemog]obih in terms of those of its chains. Since
the obtained equations havera great. number of terms we applied
the same treatment to a hypothetic dimer from which we derived
simpler relations. From both cases we concluded that the posi-
tive character of the mean allosteric enthalpy and entropy 1is
due to the presence of cooperative and anticooperative terms.
Since the 1a§t terms are absént in the equations of a]]osferic
homoproteins, the'charécteristic temperature-“dependence of he-
moglobin’'s cooperativ{ty depends  on the presence of non-equij-

valent chains.

In calculating the cooperative and anticooperative con -
tributions to the mean allosteric parameters we faced the inde
terminateness of a many body problem. We made two aproximati -
ons from which we obtained results for various chemical enviro
nments and temperatures. We were able to show that the functio
nal ncn equivalence of hemoglobin's chains yields its characte-
ristic thermal behaviour and that such a effect is enhanced by
the effectors DPG and IHP known to bind especifically to one
kind of chain, and by Ht as well.
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CAPITULD I
INTRODUCAD

0 problema ao qual nos dedicamos, 0 equilibrio Hb/0,,
tem sido intensivamente estudado desde o principio do seculo,
devido nao s0 a sua importancia em si, mas tambem a possibili-
dade de estender o0s conhecimentos adquiridos ao estudo de ou-
tros sistemas, ja que dentre as proteinas que apresentam a pro
priedade denominada alosteria1, da qual trataremos no decorrer
deste trabalho, a hemoglobina tornou-se, sem duvida, a melhor

conhecida.

A molecula de hemoglobina e formada de quatro subunt
dades ou cadeias (ver o proximo capitulo) sendo que cada sub-
unidade combina-se reversivelmente com uma molecula do oxige-
nio e interage alostericamente com as demais. Por interacao a
losterica designa-se a propriedade que a hemoglobina (e outras
proteinas alostericas) apresenta de uma subunidade ter a sua
afinidade pelo ligante controlada pela ocupancia das demais. A
afinidade por oxigenio de uma subunidade e taoc maior quanto
maior for o numero de subunidades vizinhas ocupadas; por este
motivo, a interacao alosterica que ocorre na hemogiobina e de

nominada cooperatividade.

Parte do esforgco empregado no estudo da hemoglobina
foi dirigido para a determinagao de sua estrutura, da qual tra

taremos no proximo capitulo; outra parte, mesmo antes de a es



trutura da hemoglobina ter sido desvendada, foi dedicada a ela
boracao de modelos para a cooperatividade. 0s modelos atualmen
te aceitos foram criados a partir de uma mistura de dados es-
truturais, medidas do equilibrio Hb/O2 e hipoteses sobre o me
canismo da cooperatividade. Uma caracteristica comum a estes mo
delos e ser a cooperatividade devida a mudancas de conformacao
da estrutura quaternaria 2da. molecula em que contactos (liga-

¢oes quimicas fracas), localizados nas interfaces das subunida

des, sac rompidos.

Uma questao que domina o problema da cooperatividade
divide estes modelos em orquestrados ("concerted®) e séquen-
ciais. 0Os modelos orquestrados assumem que ha uma mudanca de
conformacio determinante para a cooperati ¥idadegye ocorre em
uma certa etapa da oxigenacgao; 0s modelos sequenciais assumem
que em cada etapa ocorrem uma mudanga de conformagao significa
tiva. Os ultimos permitém reproduzir melhor algumas evidencias
experimentais, mas os primeiros apresentam um menor numero -de
variaveis independentes e por isso sao considerados mais prati

cos.

Neste trabalho, n0s consideramos que o mecanismo da
cooperatividade e sequencial e utilizamos o modelo de Adair 3
que, apesar de ter sidog primeiro a ser proposto, e o mais ge
ral. Fazemos também uma referencia ao modelo de Guidotti { que
nos auxilia a pensar sobre algumas suposicoes., Ambos 05 mode-

los serao descritos no proximo capitulo.



Dois dos modelos mais importantes sao o modelo orques
trado de Monod, Wyman e Changeux5 (MWAC) e o modelos sequencial
de Koshland, Nemethy e Fitmer® {KNF). Embora haja bons textos
sobre estes modelos e nos nao os utilizemos em nosso trabalho,
& conveniente fazer uma breve revisao sobre os seus aspectos

mais gerais.

0 modelo MWC pressupoe que ha dois estados conformacio
nais acessiveis a molecula de hemoglobina. Em cada estado a
simetria da molecula & conservada e as afinidades por oxigenio
das subunidades sao iguais e, portanto, independem da ocupan-
cia de outras subunidades. Em diferentes estados as afinidades

por oxigenio sao diferentes.

0s dois estados sao denominados R e T. Quando nao ha
moléculas de oxigenio adicionadas a hemoglobina (deoxihemoglo-

bina), os estados R e T participam do equilibrio.

R < T {(1.71)

0 0
_ 1T,

L . A adicao de oxigenio
R
[ o]

™\

cuja constante de equilibio

32 hemoglobina nos estados R e T ocorre segundo as reagoes

> >
RO + 02 <« R] T0 + 02 + T1
>
R1 + 02 <+ R2 T.I + 02 + T2
N N (1.2)
R2 + 02 < R3 T2 + 02 < T3
-+
R3 + O2 < R4 T3 + 02 < T4
sendo que as reacoes da esquerda tem constante de equilibrio

e as da direita k..

kp I



0 modelo se propoe a reproduzir a cooperatividade da
seguinte maneira: a deoxihemoglobina no estado T e mais esta-
vel do que no estado R{L>>1), mas as constantes de equilibrio
de adicdao de oxigenio ao estado R sao maiores (kR>kT), de for
ma que a tetraoxihemoglobina & mais estavel no estado R do que
no estado T. Deste modo, a adicao de oxigenio a hemoglobina no

estado T induz a transicao T+R, o que torna mais facil a adi-

cao das proximas moleculas de oxigenio.

A principal caracteristica do modelo MUC e a partici
pagao de apenas dois estados. 0 modelo KNF assume uma situacao
oposta, a cada adicao de uma molecula de oxigenio ocorre uma
mudanca de conformagao. E assumido que cada subunidade existe
em duas conformacoes (A e B) e que a afinidade por oxigenio do
estado conformacional B e muito maior do que a do estado A. A
adic3ao de oxigenio.-a uma subunidade induz mudancas de conforma

¢dao nas demais.

Neste trabalho, nos preocupamos nao com a elaboracgao
de modelos para a cooperatividade, mas com um aspecto do pro-
blema da hemoglobina cuja importancia so recentemente foi reco
nhecida e, mesmo assim, de um ponto de vista diferente do nos
so. As subunidades que constituem a molecula de hémog10bina

nao sao identicas, embora semelhantes’

, ha duas subunidades de
nominadas o e duas subunidades denominadas B. Durante muito tem
po se pensou que 0 equilibrio Hb/O2 pode ser completamente des
crito independentemente da diferenciacao entre as subunidades.

Uma das caracteristicas utilizadas para estudar o equilibrio

Hb /0, e a saturagao fracional Y (fracao de subunidades ocupa -



das por moleculas de oxigenio) como fungdao da concentracao de

oxigenio no meio (curva de saturagao fracional). PeHer8 e

weberg, mostraram recentemente com base em argumentos previa -
mente desenvolvidos por Nyman44, que a assimetria de um grafico
de Y contra log 02 e devida a presenga de interfaces especia-
lizadas na molecula de hemoglobina que, como veremos no proxi-
mo capitulo, decorre da diferenga entre as cadejas a e B. Se-
gundo estes autores, a assimetria da curva de saturacao fracio
nal devida a@ assimetria da molecula de hemoglobina € importan-
te para a funcao de transportador de oxigénio] que a hemoglobi
na desempenha. 0 nosso trabalho e feito de um ponto de vista
semelhante ; nos mostramos que, no intervalo de temperatura de
significado fisiologico, a cooperatividade da hemoglobina au-
menta com a temperatura e que este efeito e o contrario do que

seria de se esperar de uma proteina formada por subunidades fun

cionalmente equivalentes.

- Nos baseamos a nossa argumentacao no modelo sequen-
cial de Adair que, sendo o mais geral, € o menos detalhado;por
este motivo, ao introduzirmos no modelo de Adair a diferencga
entre as cadeias o e B, 0 numero de variaveijs incognitas tor-
na-se maior do que o numero de variaveis que podemos conhecer,
) quernos levou a fazer duas aproximacoes cujas formas e resul

tados sao descritos no capitulo 4,

A interacao alosterica, & definida em termos de
diferencas entre energias livres e, na verdade, ha muitas defi

nicoes possiveis. Nos definimos uma variavel que denominamos

energita livre de interagao aleostérica efetiva (‘:Gg4 ]2), dada



pela diferenca entre as somas das energias livres de adicao das

duas ultimas moleculas de oxigenio e das duas primeiras.

Nos capitulos seguintes, fazemos uma analise da varia-
cao de G§4,12 com a temperatura, com base em dados experimen -
tais e em equacoes que deduzimos a partir do modelo de Adair e
de equagoes fundamentais da Termodinamica. Como aquelas equagbes
sao muito extensas, pois a diferenciacao entre as subunidades
acrescenta muitas constantes deequilibio ao modelo de Adair, nos
baseamos parte da nossa argumentacao em um modelo dimerico, cu
jas subunidades podem ser identicas ou diferentes, e que, embo-

ra mais simples, conserva os aspectos mais relevantes do proble

ma da hemoglobina aos quais este trabalho se refere.

Outra caracteristica da alosteria que Tevamos em consi
deracao e a participacao de ligantes denominados efetores ou
agentes alostéricos heterotrdpicos aos quais o equilibrio Hb/0,
g sensivel. Este assunto esta relacionado com o nosso trabalho,
pois alguns efetores atuam especificamente sobre as cadeias B
acentuando assim a sua diferenciagao das cadeias o e outro efe
tor, o ion H+, que nao foi considerado implicitamente nas eqﬁg
¢oes que deduzimos mas esta presente na forma parametrica, € de
masiadamente importante para nao ser levado em conta. Pudemos
deduzir,atraves de calculos realizados com uma de nossas aproxi
macoes, que o efetor H+, apesar de atuar sobre os deois tipos de

subunidades, tem uma acao mais intensa sobre as cadeias B.

Consideramos necessaria uma revisao sobre a estrutura

e_fungéo da hemoglobina e de outras proteinas alostericas, mas,



como este tema e muito extenso, nos limitamos a apresentar no
praximo capitulo as informacoes mais importantes para a compre

ensao do equilibrio Hb/Oz.



CAPITULOD 11
2 - A HEMOGLOBINA COMO EXEMPLO DE PROTEINA ALOSTERICA
2.1 - Proteinas Alostericas

Os mecanismos que permitem aos seres vivos integrarem
informacoes sobre o meio externo e mudangas metabolicas inter
nas sao, em grande parte, baseados em mudangas de conformagao
em proteinas10. A propriedade, denominada alosteria, que faz
com que estas proteinas tenham a sua funcao controlada consis-
te em interacoes entre regioes distantes (em uma escala molecu
lar) da cadeia polipeptidica.E interessante observar que o ter
mo alosteria, que significa outra estrutura, surgiu relaciona-

do ao modelo de dois estados MWC.

Uma caracteristica comum as proteinas alostericas e a
presenca de cadeias poliptidicas (denominadas cadeias ou Subu-
nidades) unidas por ligacoes quimicas fracas. 0 esforgo, gue
ocorreu nas ultimas decadas, para entender a hemoglobina como
um prototipo de proteina alosterica levou a modelos baseados em
mudancas nas interfaces das subunidades (estrutura quaternaria)
e nas suas estruturas internas1] (estruturas terciaria e secun

darial .

As caracteristicas das proteinas alostéricas abrangem

uma vasta gama de variacgoes. Seu peso molecular pode variar de

12

alguns milhares a alguns milhoes de daltons Quanto a funcao,

destacam-se as proteinas transportadoras de okigenio e as enzi



mas (proteinas que catalisam uma reagao quimica), sendo que as
subunidades que constituem estas ultimas podem ter a mesma fun

¢ao ou fungoes diferentes.

Um exemplo, citado come o caso mais complexo, dentre
todas as proteinas alostericas com estruturas terciaria a qua-
ternaria conhecidas, de arranjo espacial entre as subunidades,

]3. Esta enzima

e a enzima ATCase, da bacteria Escherichia Coli
catalisa o primeiro passo de uma sequencia de reacoes que Teva
as pirimidinas, sua agao catalitica e inibida pelo produto fji
nal. A ATCase e constituida por seis subunidades de peso mole-

4

cular 3,3 x 107, que tem acao catalitica, e seis subunidades,

de peso molecutlar 1,7 x 104, que tem acao reguladora. 0 produ-
to final da sequencia de reacoes iniciada pela ATCase, Tigan-
do-se as subunidades reguladoras, inibe a funcao das subunida-
des cataliticas. Como mostra a figura 2-49 da referencia 13.,as

subunidades reguladoras estao contidas em um "sandwich" forma-

do pelas subunidades cataliticas. _

OQutra caracteristica comum as proteinas alostericas &
que a reagao quimica associada a funcao de uma subunidade ocor
re em uma regiao definida, denominada eitio ativeo. 0 numero de

sTtios ativos pode variar de dois ate algumas centenas]2

Em muitos casos, o sitio ativo nao e parte da cadeia
polipeptidica mas uma estrutura, denominanda grupo prostético,
implantada na proteina. Um exemplo tipico de grupo prostetico
€ 0 heme (FIGURA 2.1.1) formado por um anel porfirinico com um

atomo de ferro no centro.
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FIGURA 2.1.1
0 heme & formado por um anel porfirinico com um atomo de ferro

no centro.
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Entre as proteinas alostericas transportadoras de oxi
genio compreendem-se as hemoglobinas]4 e as hemocianinas15. Es
tas proteinas tem um tipo de interagao alosterica denominado
cooperatividade, importante para a sua fungao biologica. A co
operatividade consiste em um sitio ativo ter a sua afinidade
por oxigenio regulada pela ocupancia dos demais da seguinte ma
neira: a presenga de uma mo]épu]a de oxigenio em um sitio ati-
vo faz com que a afinidade por oxigenio de outros sitios ati-
vos livres seja maior; inversamente, quando um sitio ativo e
deoxigenado, outros sTtios ativos ocupados liberam oxigenio com
uma facilidade maior. -

As hemocianinas]z’]S, contendo dois atomos de cobre
em cada sitio ativo, ocorrem em alguns artropodos e moluscos e
seu peso molecular varia de 400000 a 9 x 106 daltons. Nos ar-
tropodos, o peso molecular de uma subunidade varia de 66000 a
75000'da]tons, sendo que cada subunidade contem um sitio ativo
ao qual liga-se reversivelmente uma molecula de oxigenio. Nos
moluscos, estima-se que ha dois atomos de cobre por cada 50000

daltons.

0 termo hemoglobina e, de uma forma geral., wutilizado
para designar proteinas transportadoras de oxigenio cujos si-
tios ativos sao hemes. Nos invertebrados as hemoglobinas sao,
algumas vezes, moleculas de dimensoes comparaveis as das hemo
cianinas com centenas de sitios ativos12. Nos vertebrados as
hemoglobinas sao moleculas de peso molecular de cerca de 64000

daltons e contem quatro subunidades, sendo que cada uma tem um

' . . - .~ .16
heme ao qual liga-se reversivelmente uma molecula de:oxigenio ~,
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As hemoglobinas e as hemocianinas, assim como outras
proteinas alostericas, tem a sua fungdo controlada por substan
cias denominadas agentes alostericos heterotrdpicos ou efeto
res. 0 cation HY & um efetor ao qual sao sensiveis tanto as he
mocianinas quanto as hemoglobinas; o comportamento cooperativo

17,18. As

em relagao a presencga de H+ e denominado efeito Bohr
hemoglobinas tetramericas e algumas hemocianinas tem a sua afi
nidade por oxigenio diminuida, na faixa de pH 9,0-6,5, em con
centragoes crescentes de H+; outras hemocianinas apresentam um
efeito Bohr 1nvert1do]2, ou seja, adicionam oxigenio em concen
tragoes crescentes de H™. Outros efetores sao alguns fosfatos
organicos {hemoglobinas), C1 (hemoglobinas e hemocianinas),
7t e ++

C Mg (hemocianinas). De uma forma geral, os efetores sao

essenciais ao comportamento cooperativo; em solugao agquosa, na

ausencia desses efetores, as hemoglobinas e hemocianinas sao

muito pouco cooperativas.

As enzimas alostericas cujas subunidades tem a mesma
fungao podem ser cooperativas, como a hemoglobina e a hemocia-
nina, ou anticooperativas, i-e., a agao catalitica de uma subu
nidade & inibida pela presenga de substrato ligado ao sitio a
tivo de outra subunidade. A agao catalitica de enzimas que nao
apresentam interacoes alostéricas e descrita pela equagao de
Michae]is—Menten19; segundo este modelo, uma molecula de enzi
ma (E) combina-se com o substrato (S), com uma constante de ve
locidade k], para formar o complexo ES que pode se dissociar
em E e S (reacao inversa), com uma constante de velocidade k2,

ou na enzima e nos produtos da reacgao (P), com uma constante

de velocidade k;. A reacao geral e
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k
] k
E+Sa—" ES — > » E 4+ P (2.1.1)
K
2

A suposicao de que a concentragdo de complexo ES permanece

tante {estado estacionario) e, portanto,

ky[E][S] = (kp + kq) [ES] (2.

Jeva a equacao de Michaelis-Menten

[s]

V=V _— {2.

max rs] + Ky

onde Vm e o limite superior da reacao de dissociagao do

ax
plexo ES em E e P {queseria observado quando IS| » «) e

KM = {2.

ky

& a constante de Michaelis. .

cons

1.2)

1.3)

com

1.4)

Ocorre que as enzimas alostéricas {cooperativas ou an

ticooperativas) ndo obedecem 3 equagao de Michaelis-Menten. Co

mo mostra a FIGURA 2.3.2, a curva da fracao de sitios satura -

dos (curva de saturagao fracional) como fungao de concentracgao

de ligante &, tanto para as proteinas transportadoras de oxige

nio gquanto para as enzimas, hiperbdolica , se nao ha interacgao

alosterica entre os sitios ativos, ou sigmoidal, se a presencga

de ligante adicionado a um sitio ativo determina um aumento na

afinidade de outro sitio ativo pelo ligante. Se a interagao a-

lostérica & anticooperativa, observa-se uma curva de saturagao
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fracional tambem hiperbolica que indica uma menor afinidade

da proteina pelo ligante.

A hemoglobina (nome pelo qual passaremos a designar
as hemoglobinas tetramericas) e a mioglobina sao um exemplo da
discussao acima. A mioglobina e uma proteina monomérica e, por
tanto, nao alosterica que apresenta uma curva de saturagao fra
cional hiperbolica que n3ao e afetada sensivelmente por varia-
coes nas concentracoes de H+, €1, etc... A hemoglobina & for
mada por quatro subunidades semelhantes @ molecula de mioglobi
na que interagem cooperativamente e apresenta uma curva de sa-

turacido fracional sigmoidal sensivel a de H', C17, 2,3-Difos

foglicerato (DPG), Inositolhexafosfato (IHP),... etc.
2.2 - Hemoglobina

As estrutura quaternarias da molecula de " hemcglobina
em seus estados completamente oxigenado e completamente deoxi-
genado estao representadas nas FIGURAS 2.2.1 e 2.2.2. As qua-
tro subunidades que constituem a molecula de hemoglobina, embo
ra semelhantes entre si e a molecula de mioglobina, nao sao i
.dEnticaé; diferencas estruturais permitem destinguir dois pa-
res de subunidades (subunidades o e subunidades B). A posicao

das subunidades o« e B na molecula de hemoglobina permite que

aquelas sejam identificadas como Cps Gy BI e BII

A molecula de hemoglobina, em seus estados oxi e deoxi,
tem um eixo de rotacao CZ’ indicado nas FIGURAS 2.2.]1 e 2.2.2,

que faz com que o par o BI seja equivalente ao par a1 BII e
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que o par oy By seja equivalente ao par arg Bp- Tambem ha dois
pseudoeixos de rotagao CZ gue sobrepoem a subunidade arg a su
bunidade By e 2 subunidade oy a subunidade Bi1- Como consequen
cia, a molecula de hemoglobina tem quatro tipos distintos de

interfaces: uma interface oo, uma interface RR, duas interfa-

ces ay BI(Ou ayq BII) g duas interfaces a; B (ou ayp BI).

Nos mamiferos, as subunidades o contém 141 aminoici-
dos e as subunidades B 146 aminoacidos. Em ambas as subunida-
des o heme esta contido em um envolucro hidrofobico formado pe
la cadeia polipeptidica. Em hemes isolados da cadeia polipepti

+ -
3 ) e nao se

dica, o atomo de ferro esta no estado ferrico (Fe
combina reversivelmente com moleculas de oxigenio. Nas moléecu-
las de mioglobina e hemoglobina funcionalmente ativas, os ato-
mos de ferro, tanto na forma oxigenada quanto na forma deoxige
nada, permanecem no estado ferroso (Fe2+) e tem a propriedade

de combinar-se reversivelmente com moleculas de oxigenio; esta

propriedade e devida ao ambiente quimico criado pela cadeia po

lTipeptidica.

Um atomo de ferro no estado ferroso tem a configura-
cao eletronica 1s® 2s? 2p® 3s? 3p® 3d°. Na camada 3d,os 6 spins

podem estar alinhados de tres maneiras distintas

R N B N S =2
IR S =1
EE AR S =0
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No deoxiheme o atomo de ferro & paramagnetico (S=2) e

no oxiheme & diamagnéticozo (5=0).

Na FIGURA 2.2.3 estao indicadas as distancias entre os
hemes nas formas oxi e deoxi na molecula de hemog]obinaZ]. 0
ordenamento espacial da molecula ocorre de forma a haver pou
cos contactos entre subunidades identicas (interfaces oo e BB)
e muito contactos entre subunidades diferentes (interfaces

22 '

ap Bp € o BII) . As interfaces ay BII e o BIdestinguem—se

I
das interfaces oy 8; e app Brp- B interface ap 8 e a mais ex

tensa, sendo estabilisada por contactos entre 34 cadeias Tlate-
rais de aminoacidos, mas tambem € a mais rTgida23, passando por
poucas modificagoes entre os estados conformacionais das FIGU-

RAS 2.2.1 e 2.2.2. ﬁ interface aq BII’ que e .estabilizada por
contactos entre 19 éadeias laterais no estado conformaciona 1 da
FIGURA 2.2.1, e atribuido o principal papel no mecanismo da co-
operatividade. Como mostra a figura 2.2.2 da referéncia 18,quan
do uma molecula de hemoglobina & oxigenada, alguns contactos sao
rompidos na interface ap 87 € outros sao formados. Tanto a oxi
quanto a deoxi hemoglobina dissociam-se em dimeros (ver secao

2.5) a; & de acordo com a reagao ap orp B Byp 7 2ap By, mas a
-a constante de equilibrio desta dissociacao e, para a 0xi hemo-
globina, cerca de 10.000 vezes maior do que para a deoxi hemo -
globina; isto se deve a interface oy BII ser estabilizada, na

forma oxi, por um numero de contactos menor do que na forma deoxi.

0 entendimento atual sobre o mecanismo da interagao a
Jostérica na hemoglobina fundamenta-se na ligacao de uma mole-

cula de oxigenio ao heme, na ligacao de heme a proteina e nas
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interfaces entre as subunidades o« e B. Como mostra a FIGURA
2. 2.4, o heme esta ligado covalentemente a cadeia polepeptidi-
ca através da ligacao entre o atomo de ferro e o atomo de ni
trogénio da histidina proximal. No deoxiheme, o atomo de ferro
e pentacoordenado; quando o sexto ligante (que em condigoes nor
mais e 0,, mas CO tambem liga-se cooperativamente @ hemoglobi-
na) 1iga-se ao heme, o atomo de ferro, deslocando-se para ©
plano do heme, puxa a histidina proximal. 0 movimento do atomo

de ferro para 0 plano do heme inicia a sequénci% de transforma-

coes que leva da deoxi a oxihemog1obina23.

A etapa do mecanis-
mo que se segue a liga¢dao de uma molécula de oxigenio a um he-
me & a quebra de ligacoes quimicas nas interfaces entre as ca

deias o e B. Segundo os dados de difracao de raio X para oxi e

a deoxi hemoglobinas, as interfaces o BI e agg BII comportam-

I
. . . 23 . . .
-se como unidades rigidas “, sendo que as principais transfor-

macoes ocorrem nas interfaces o BII e Se, como mostra

“rp Pr-
a FIGURA 2.2.1, ha uma molécula de DPG ou IHP ligada a interfa
ce 88, 0 estreitamento da separacdo entre as cadeias B torna-se

importante para a interagao alosterica.

0 papel que o atomo de ferro desempenha no mecanismo
da cooperatividade e um assunto controvertido. Pensava-se que
o anel.porfirinico na hemoglobina e uma estrutura plana
e que 0 atomo de ferro, ao passar de spin alto para spin bai
x0, tem o seu diametro reduzido, deslocando-se, por este moti-
vo, 0,6 A° para o plano do heme . Recentemente, medidas fei-
tas com EXAFS ("extended x-ray absorption fine structure") mos
traram que 0 heme tem uma concavidade dirigida para a histidi-

na proximal e que as distancias entre o atomo de ferro e oOs
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FIGURA 2.2.2
Molecula de hemoglobina em seu estado conformacional completa-
mente deoxigenadoNo centro d e a i
I a molecula ha um eixo C2 perpendi-
cular ao plano do desenho; tambem ha dois pseudo eixos C, nas
. - O 2
direcoes vertical e horizontal. Ve-se uma molecula de 2,3-di

fosfoglicerato ligada a interface B8
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FIGURA 2.2.1

Molecula de hemoglobina em seu estado conformacional completa-
Tente oxigenado. No centro da molecula ha um eixo C2 perpen-
dicular ao plano do desenho; tambem ha dois pseudo eixos C,

nas diregoes vertijcal e horizontal.
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DEOXYHEMOGLOBIN

FIGURA 2.2.3

. - B} 0] . . -
Distancias {em A" )entre o0s hemes, na oxi e na deoxihemoglobina.
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FIGURA 2.2.4
0 heme esta ligado a cadeia polipeptidica atraves de uma liga-
¢ao covalente entre o atomo de ferro e um atomo de nitrogenio

da histidina proximal.
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quatro nitrogeéniosdo heme varia apenas cerca de 0.02 A°  entre
os estados oxi e deox124. Nao obstante, as evidencias atuais

continuam aatribuir ao atomo de ferro e a histidina proximal
o papel de gatilho da sequencia de transformac0es responsavel
pela cooperatividade. No deoxiheme, a histidina proximal esta
rotacionada cerca de 8° em relagao a um plano perpendicular ao he
me; no oxiheme, a histidina proximal move-se para uma posicao
perpendicular ao heme e desloca-se cerca de 0,5 A° em direcao

ao heme, pois a concavidade deste torna-se menor.

A figura 2.1.9 da referencia 18 e a FIGURA 2.2.3 ilus
tram como a mudanga de conformacao entre os estados conformaci
onais oxi e deoxi tornam as subunidades o e B funcionalmente
nao equivalentes. Na transigao para o estado conformacional oxi,
o dimero ap By roda cerca de 15° em retacao a0 dimero ary Brrs
diminuindo assim as distancias entre as duas subunidades B e
as duas subunidades a, mas a posicao do eixo desta rotacao a
tal que a distﬁncia entre as subunidades a pouco varia, mas a
distancia entre as subunidades B diminui cerca de 6 A®. Se uma
molecula de DPG ou IHP estd localizada na interface BB, 0o ba-
lanco de energia livre faz com que a afinidade por oxigenio das

sybunidades B torne-se menor.

2.3 - A Curva de Saturacao Fracional e a Interacao Aloste-

rica

Gilbert Adair3, baseado em medidas de pressao osmoti
ca que indicavam que a hemoglobina & tetramérica nas condicoes

em que a curva de saturacao fracional e determinada,propos uma se
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quencia de quatro etapas para a oxigenacao de hemoglobina:

Hb + 0, A Hb(0,) (2.3.1)
Hb(0,) + 0, Ko, Hb(0,), (2.3.2)
Hb(0,),+ O, _ K, Hb(0,) (2.3.3)
Hb(0,) 5+ O, LU Hb(0,), (2.3.4)

A aplicacao da lei da acao das massa aos equilibrios
(2.3.1)...(2.3.4) leva as seguintes equagoes para as concentra

coes das espécies oxigenadas:

[Hb(0,)] = Ky [Hb][0,] (2.3.5 )
THb(0,) ;] = K K, [Hb] [0,]° (2.3.6 )
THb(0,) 5] = K K K, [H5] 0,77 (2.3.7 )
[HB(0,) ] = KKy 4K, D] [0,]° (2.3.8 )

A fracao de sitios saturados (Y) e dada por

[Hb(0,)7]+2 [Hb(O 3THB(O 4 [Hb( 0
Y Z I_ (2)21 + ]: (2)3] + [ (2)41 (2‘3-9)

4 Y] +[Hb(0,)] + [HD(0,) ,MHb(0,) ]+ [Hb(0,) !

Aplicando as relacoes(2.3.5)...(2.3.8) a equagao

(2.3.9) obtemos a equacao de Adair

2 3 4
N Ky [0 42K, K, [0,1 743K, KoK T0,1+4K, KoK oK, [0,] (2.3.10)

= . ? 3 ]
44 1K, [0,15K, K, [0,] “+K Koo [0,] 74K KoK oK, 0,17
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Como mostra a FIGURA 2.3.1, o estado monooxigenado po
de ocorrer em quatro microestados, o estado dioxigenado pode o
correr em seis microestados, o estado trioxigenado pode ocor =~
rer em quatro microestados e 0 estado tetraoxigenado pode ocor
rer em um microestado. Se quisermos exprimir as constantes dos
equilibrios ( 2.3.1)...(2.3.4) em termos de constantes de equi
17brios intrinsecas de adicao de oxigenio a um sitio ativo
(k],kz,k3 e k4), devemos utilizar coeficientes estatisticos de

acordo com as equagoes

By
Ky = - K (2.3.11)
K, = -2k, = 2« (2.3.12)
2 = 5 ko = Ky 3.
g 2
Ky = —g= kg = — kg | (2.3.13)
K, = —— k (2.3.14)
Iy Y 3.

A equacao de Adair, em termos das constantes de equi

1ibrio intrinsecas, tem a forma

2 3 4
ky 0,043k ky (051 43k, ko kg [05] 4k ko Kok, (0]

Y= > 3 T (2.3.15)
148k, [0,]+6k, k, [0,] Ak Kok [05] 7 +kgkpk k3 [0,]

Na TABELA 2.3.1 estao expostas as constantes de Adair

determinadas experimentalmente por Tyuma, Imai e Shimizu25 em

concentracoes crescentes de DPG. A FIGURA 2.3.2 mostra qual &
a vantagem que a hemoglobina tem, como transportador de oxige-
nio, sobre uma proteina monomeérica como a mioglobina. Se, por

exemplo, a pressao parcial de oxigenio nos alveolos pulmonares
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g de 100 mm Hg e nos capilares de um miusculo & de 20 mm Hg, a
diferenca de saturacao fracional de uma curva de saturacao ti
pica da hemoglobina entre estes dois pontos e 0,72; a miog]obi
na, por sua vez, libera 10% do seu oxigenio neste intervalo de
pressao, Ou seja, a cooperatividade faz com que a hemoglobina
libere Z vezes ©0 volume de oxigenio que liberaria se os si-

tios ativos fossem independentes.

Um indice util para determinar a afinidade da hemoglo
bina ou da mioglobina por oxigenio & a pressao parcial de oxi-
génio em que metade dos sTtios ativos estao saturados (Pgp) s
i.e., em que Y = 0,5. 0 Peg de adigao de Tigante a uma protei

na tetramerica como a hemoglobina & dado pela relacgao

1

(kqk,kgk,

e (2.3.16)

)1/4
Como mostra a FIGURA 2.3.2, o Pso da hemoglobina

e maior do que a mioglobina - 0 que ‘indica que

a associa¢ao cooperativa entre as subunidades diminui a afini-

dade da hemoglobina por oxigenio. Este efeito faz com que a he

moglobina Tibere em pressoes parciais de oxigenio baixas uma

fragao significativa das moleculas de oxigenio que adicionou

em pressoes parciais de oxigenio altas.

Na ausencia de interacbes alostericas entre as subuni
dades as constantes de equilibrio intrinsecas sao identicas

(k]=k2=k3=k4) e a equagao {(2.3.15) se reduz a
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k[0
Y - 051 (2.3.17)
14k [0,]

Note-se a semelhanca desta eguagao com a equacao de Michaelis-
-Menten (2.1.3). 0s sistemas que obedecem a equacao (2.3.17)
tém uma curva de saturacao fracional hiperbolica como a da mio
globina FIGURA 2.3.2. 0 Psg de uma proteina Nnao cooperativa e
dado por pcy= 1/k, de modo que na equagao (2.3.17) a constante
k pode ser substituida por Psgs €OM O resulttado

pOZ

Y = — ¢ 2.3.1
p-02” Pso ( 8)

a onde p02 designa a pressao parcial de oxigenio.

A curva de saturacao fracional tambem pode ser descri

ta atraves de uma equacgao denominada equacgao de H11]26 que, em

bora nao se baseie nas caracteristicas fisicas do sistema, e
util para definir quantitativamente a cooperatividade. Se a co
operatividade fosse muito grande (tendendo ao infinito) a adi

cao de oxigenio @ hemoglobina poderia ser descrita atraves da

‘reacao

Hb + 40, —— HB(0,),

cuja equacgao para a saturacao fracional seria

(poz)“

(P02)4 +(P50

)4

Esta ultima equagao nao permite descrever corretamen

te a curva de saturagao fracional, mas verifica-se que se subs
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tituirmos os expoentes por um numerec n, sendo que 1 <n <4, a
equagao
n
(Py )

2
Y - , (2.3.19)
(P0,) "+ (pgg)”

que se refere a uma reagao do tipo

(2.3.20)

permite descrever a curva de saturagao fracional entre os limi

tes y = 0,1 e Y = 0,9.

Se reescrevermos a eqgyagao (2.3.19) como

Ty = (p50> (2.3.21)

torna-se evidente que, quando p02 = Pgg € portante, Y = 0,5,
qualquer n e uma solucao. Tomando o logaritmo dos dois lados

da equacao (é.3.20), temos que
10g '~ = nlo - n o (2.3.22)
g T-Y g p02 g p50 +J

Um grafico dos pontos experimentais de log (Y/{1-Y))
contra ]og(poz) na maioria dos casog, em um intervalo centrado
em Tog{(Y/(1-Y)) = 0 (Y=0,5) e com extremoslog(Y/(1-Y))¥ -1{¥=0,1)
e log(Y/(1-Y)) £ 1(Y = 0,9), apresenta-se como uma reta. A inclinagdo

da reta & o parametro de Hill(n).

n menor do que 1 indica comportamento anticooperativo,
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n maior do que 1 indica comportamento cooperativo, sendo que

quando a cooperatividade tende para o infinito n tende para 4.

Este nao & o unico modo de definir a cooperatividade.
A interacao alostérica em cada uma das quatro etapas da oxige-

nacao e dada, em termos das constantes de Adair intrinsecas,

por _,
60 . - -RTen o (2.3.23
isi‘] k.l_'l ) ’ )
a onde G? 51 e a energia livre de interacao alostérica da

iesima etapa. Como mostram os valores da TABELA 2.3.1, a ulti
ma constante de Adair e grande comparada com as demais, de for
ma que 0s valores tipicos de Gg] e ng variam entre -1Kcal/mol
(interacao cooperativa) e +1Kcal/mol (interacao anticooperati-
va), mas o valor de GEB (cerca de -2,5Kcal/mol) & sempre 0
mais negativo. A soma de todas as interacoes alostericas e da

da por

4
6ay = I G = -RTEn -— (2.3.24)

sendo que GZI varia entre -3 e -4 Kcal/mol.

Um parametro que se revelou util para estudar a dife

renciacao entre as cadeias o e 8 @

C - e
634,]2 = RT'En W (2.3.25)
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que definimos como a energia livre de interacao alosterica efe

tiva.

%ﬁ (k3k4)/(k]k2) e a constante de equilibrio da reagao

2 Hb(0,), Z Hb(0,), + Hb (2.3.26)

4
Gg4’}2 representa, portanto, a estabilidade de uma moTEcu1a de
hemoglobina completamente oxigenada e de uma moléecula hemoglo-
bina deoxigenada comparada € estabilidade de duas moléculas de
hemoglobina duplamente oxigenadas ou, em outras p.a]r:wras,Gg‘_,L,12
representa 0 quanto a adicao das duas primeiras moleculas de
oxigenio torna mais facil a adigao das duas ultimas.

De acordo com dados experimentais recentesZ7, a ental
pia de interacao alosterica efetiva Hg4’}2 e positiva, i.e., o
In(kgky/kyks) e uma funcao crescente da temperatura. Nos cap7-
tulos seguintes nos argumentamos que esta caracteristica 56 po
de ser entendida se considerarmos as cadeias o e B como sendo funcional -

mente nao equivalentes e mostramos como uma analise assim fun

damentada permite interpretar os dados experimentais.

Guidotti4’28 propos em 1967 um modelo em que a oxige
nacao da hemoglobina ocorre em duas etapas. Este modelo baseia
-se em que, provavelmente devido a estabilizagao das interfaces
ap Brp & apq By> em uma solugao de hemoglobina parcialmente sa
turada com oxigenio e na ausencia das condigoes que favorecem
a dissociacao tetrémero-dTmero22 (ver secao:2.5), as especies

quimicas cujas populacoes predominam sao Hb,Hb(0,), e mﬂ02)4.
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De acordo com o modelo de Guidotti, a oxigenacao da

hemoglobina ocorre segundo as reacoes

K
']
Hb + 20, <= Hb(0,), (2.3.27)
K2
Hb(0,), + 20, == Hb(0,), (2.3.28)
e a saturacao fracional & dada pela equacao
2 4
K [0,7° + 2Ky, [0,]
Y = (2.3.29)

2(14K, [0,] %+ KK, [0,]%)

Note-se a semelhanca desta equacao com a equagao (3.2.5)
do capitulo seguinte. Se considerarmos valido o modelo de Gui

dotti, as equacoes do capitulo III, com algumas modificacoes,a

plicam-se diretamente ao equilibrio Hb/0,.

0 parametro de Hill esta relacionado as constantes de

equilibrio ki e k, pela equagao -

8

n =
2+ (Ky/K,) /2

(2.3.30)

k] e k que representam as duas primeiras e as duas

23
ultimas etapas da oxigenacao da hemoglobina, podem ser expres-
sas, como fungao das constantes de equilibrio intrinsecas do
modelo de Adair, pelas equacoes

- 6k, & (2.3.31)

2

1,
K2 =% k3 kg (2.3.32)
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Substituindo estas duas Ultimas equag¢tes na equacao

(2.3.30), obtemos

. 8
n = 77 (2.3.33)

k1 k
2 + 6 k1k€>
374

Quando k3k4/k1k2 =1, n =1; quando k3k4/k]k2 <1, -

n <1 e, quando k3k4/k]k2 +~ o o, n ~ 4, Desta forma, a intera-
cao alosterica efetiva 624 12 comparada ao parametro de Hill

revela-se, como este, uma medida de cooperatividade.

A equacao para o parametro de Hill como funcao das
constantes de Adair intrinsecas € bem mais complicada do que

a equagao {2.3.30), obtida com o modelo de Guidotti:

2 »
| 3
b kypgot 24(k K ) * 36 KkykpkaPgotl6
n = k 2 ' +
] 2 : 3
4 kTp50+]2 ( + 12 k]k2k3p50+4
1/2
12 « +24( K1 k2 # 12 kikokapo
1P50 k3kg 1X2%3Psp
- 77 (2.3.3%)
12 kap. . +12 k7k2> + 4 Kk 3 44
“1P50 (igyg 2K3Pgot
ky ky 1/2 L
0 termo (——. e 0 unico que tem os mesmo coe

ficientes nos numeradores e nos denominadores dos dois termos
do lado direito da equagao (2.3.31). Se negligenciarmos, nesta

ultima equacao, os termos em Pgg> Obteremos a equagao (2.3.30).
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\Hemoglobin

30 40 50

P50 P50
FIGURA 2.3.2
Curva de saturacao fracional da hemoglobina comparada a da mio
globina. Esta figura i1ustra tambem o comportamento de uma.en—

zima cooperativa comparado ao de uma enzima nao cooperativa.
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FIGURA 2.3.3

Variac3o da interacdo alosterica efetiva com o parametro de

Hi11. A curva cheia representa o modelo de Guidotti4.
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Na FIGURA 2.3.3 esta ilustrada a variacgao deGg4’]2/RT
com 0 parametro de Hill para 24 pontos experimentaiszgg para
comparagao, tragamos tambem a curva do modelo de Guidotti obti
da com a equa¢dao (2.3.33). Ha uma forte correlagao entre
Gg4312 e 0 parametro de Hill, o que indica que G34,12’ que € a
grandeza que apresenta o comportamento peculiar em relagao a

temperatura que comentamos acima, esta relacionada com o com-

portamento cooperativo da hemoglobina.
2.4 - 0 Papel dos Efetores Heterotropicos

A curva de saturagao fracional Hb/O2 e alterada pela
presenca de fosfatos organicos (DPG e IHP) e ions H*,sendo que

a acao destes ultimos e denominada efeito Bohr.

A FIGURA 2.4.1 ilustra a influencia dos fosfatos orga
nicos no equilibrio Hb/0,. Um aspecto aparente e que a afinida
de por oxigenio diminui na presenca de DPG e IHP, sendo que o
efeito do IHP @& mais intenso. Em [C1 ] = 0,1 M a hemoglobina
liga-se a DPG e IHP com uma estequiometria de 1 mol de fosfato
por um mol de hemog]obina. Sabe-se que a ligacao tanto do DPG

30 cg (FIGURA 2.2.1)

quanto de IHP localiza-se na interface

A FIGURA 2.4.2 mostra a dependencia de Tog(pgy) com o
pH(efeito Bohr). A afinidade por oxigenio tem um minimo em
pH = 6,2 e, tanto do lado acido quanto do lado basico do grafi

— 31
co, e crescente

0 efeito de dois ou mais ligantes em uma proteina po
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de ser entendido com o auxilio da Teoria das FungBes Gorrelacio

nadas (Linked Functions) de Nymansz.

Seja uma proteina (M) que combina-se com dois ligan-

tes (L] e L2), sendo que ha n sTtios que adicionam L] em si-

ti0os que adicionam L2. Havera n x m reacoes do tipo

kij
1L] + JL2 + M00 — Mi,j (2.4.1)
a onde 1 = 1,...,n 3 "J =1,...,m

A concentracao da especie M, j e dada por

i J
T e N L 1 (5 I By (2.4.2)

e as fracoes de sitios saturados (saturacao fracional) pelos

ligantes L, e L2 sao, respectivamente

i ki’j[L]]i[szj , @og : E ki 50T 1,0
S | (2.4.3)
T T 109[L]]

LERE
dlog I T k. . Mn.,1
1 Pt b (2.4.4)

 Tog [L,]

Consideremos a reacao
MY+ Ly, — M (2.4.5)

i . - . . . - L -
aonde M' designa todas as especies quimicas que contem i mole
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culas de L1 adicionadas.

i i j
3 = 2 ly5] = Mgl 141" ki3T50 (2.4.6)
i-1 TR B J
M= ?I:Mi—],j:l = [MOOJLL]] § k-',_],j[l—zj (2.4.7)
A constante de equilibrio Ii e dada por

. 5 j
PO LS _ PRl (2.4.8)

i 1T J
L R IILYY

Biferenciando ]og(Ei) com respeito a 1og(L2), obtemos

- 3 3logs J
slog(k;) 109 % kjjllal™ 2To0 jki—];j[LZ:I

_ . = m(y) -y} 2.4.9
aTog(LZ) 3109[12] a]og[sz ( 2 2 ) ( )

i i-1 _~ . ° i
aonde Y; e Y2 sac respectivamente, as saturacgoes fracio-

nais, com respeito ao ligante L,, das especies quimicas com i
e i-1 moleculas de ligante Ls adicionadas. A diferenca (Y;~Y;4)
e- uma medida da quantidade (A L2) de ligante L2 adicionado ou

Tiberado quando ocorre a adicao de iesima molecula de Ly de

forma que

? log ki
=m A L2 (2.4.10)

910g[L,] '

A aplicacao da equacao (2.4.10) ao efeito Bohr leva a

relacao
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+ 3log ki
N B PRI (2.4.11)
apH
aonde AHT & o nimero de protons liberados na iésima etapa da

;
oxigenagao

0 trabalho de Imai e Yonetani33 mostra que a forma da
curva de saturacao fracional varia com o pH e, portanto, a coo
peratividade e o efeito Bohr sao fenomenos interligados. Al-
guns resultados experimentais estao expostos na TABELA 2.4.1 ;
o numero de protons liberados na Gltima etapa de oxigenacao per

manece constante na faixa de pH 8,8 - 6,5.

Wyman34 propos um modelo para o efeito Bohr em que
ha participacgao de oito sitios (dois em cada subunidade). No
modelo de Wyman as subunidades a e B sao equivalentes. Calcu-
los por nos efetuados indicam que as afinidades das subunida-
des o e B por oxigenio variam diferentemente com a concentra-

cao de H*; os resultados estdo comentados no capitulo IV.

0s efetores DPG e IHP ligam-se a um sitio em cada mo

lecula de hemoglobina. A aplicacao da equagao (2.4.8) leva a
relacao

— 1+ M L]
k. = k;, ——1 """ i =1,...,4 (2.4.12)

1 1
T+ M, [

aonde ky e ki sao as constantes de Adair intrinsicas na presen
¢ca e na auséncia do efetor,{L] designa a concentragao de  DPG

ou IHP e M _,...,M sao as constantes de equilibrio de adicao

4
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Po, mm Hg

FIGURA 2.47.1

Curvas de saturagao fhaciona%sda hemoglobina nas condigoes:
(1) 1,7 mM IHP

(2) 0,1 M HCI

(3) 0,1 M HC1, 2,0 mM DPG
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log {rO, )2

FIGURA 2.4.2

Efeito Bohr

10
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AH:(mo]/1)

pH 8,25 pH 7,5 pH 6,6
;
1 0,30 0,43 0,417
2 0,54 0,80 0,53
3 0,28 1,07 0,56
4 0,10 0,10 0,11

L—.

TABELA 2.4.1

42

Protons liberados em cada etapa{i) da oxigenacao da hemo-

. . . 43
globina;valores determinados por Imai e Yonetani



TABELA 2.4.?2

43

Efetor| Referencia | M’0 M, M, My My
DPG 25 |3.1x10% |1.81x10° _ . _
DPG 35 |8,2x10% | 2,0x10%| 5;6210%]1,3x10% | 7,7x10%
THP 35 7 - - - l2,0x10°

2,4x10

valores das constantes

DPG e IHP

de equilibrio de

adicao dos efetores
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do efetor as espécies Hb,...,Hb(OZ)q, respectivamente.

Na TABELA 2.4.? estao expostos alguns valores de M.
determinados experimenta]mentSS’?SA afinidade da hemoglobina
por DPG e IHP decresce nas sucessivas etapas de oxigenacao. A
hemoglobina 1i§a~se a IHP com uma afinidade maior do que a DPG;
a substituicao na equagao (2.4.12) das constantes de adicao de
IHP mostra que na presenga deste efetor as constantes de Adair
sao drasticamente reduzidas, i.e., a afinidade por oxigenio di

minui, 0 que permite explicar as diferencas entre as curvas 1

e 3 da FIGURA 2.4.1.
2.5 - Associagao entre as Subunidades

As propriedades do tetramero a, B, estao relaciona-
das com as propriedades das cadeias o e B isoladas e do dimero
aB . A hemoglobina, em seus diversos estados de ligagao, disso

. - - ~ . 36
cia-se em dimeros aB atraves de reacoes do tipo

a, B, 2a8 (2.5.1)
(3,8,)(0,) 5 == (a8)(0,),+(a8)(0,) (2.5.2)
(598,)(0,), == 2(aB)(0,), (2.5.3)

A FIGURA 2.5.1 mostra como estao relacionados os valo

res experimentais das diversas energias livres envolvidas.

0 dimero uB apresenta-se como nao cooperativo dentro
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do erro experimental, ja que as suas duas energias livres de
oxigenacao {(no canto esquerdo da FIGURA 2.5.1) sag iguais. As
especies quimicas ay Bys (azsz)(oz) e(aZBZ)(OZ)3 estao estabi-
lizadas por energias livres de associacao decrescentes {(em vé
lor absoluto) o que esta de acordo com a ideia de que nas su-
cessivas etapas de oxigenacao contactos nas interfaces aIBII e
ar; B sao rompidos, mas a espécie (aZBZ)(OZ)4 e um pouco mais
estavel do que a especie (3282)(02')3.;0 deoxitetramero € 6.3 kcal/mol

mais estavel do que o tetraoxitetramero; segundo a FIGURA 2.5.1,
esta energia livre de-estabi1izag§o esta distribuida entre a
primeira etapa de oxigenagao, as duas etapas intermediarias e
a ultima etapa, de forma que nao ha uma transigao definitiva
que ocorra em uma determinada etapa, o que esta em desacordo

com o modelo MWC (ver Introducao). 0 fato de a energia livre
de associagac que leva a especie completamente oxigenada ser
menor do que a energia livre de dissociacao que leva a especie
triplamente oxigenada constitui o efe1t037 denominado "quaternary
enhancement" em que a hemoglobina triplamente oxigenada tem
uma energia livre de oxigenagao cerca de 600 cal/mol menor do
que as subunidades B isoladas, ou seja, a associacao entre as
subunidades faz com que a hemoglobina, em sua Ultima etapa de
oxigenacao, tenhé'uma afinidade por oxigenio maior do que a

das subunidades isoladas.

As subunidades B, quando na ausencia de subunidades a,
formam o tetramero Ba nao cooperativo.Vaﬁfﬂc&se37 que a ener-
gia livre de oxigénagﬁo de uma subunidade B que faz parte do
tetramero Sq(AGg4 =-8,56 + 0,12 kcal/mol) & menor do que a

energia livre de oxigenagao de uma subunidade B na forma de mo
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0—
B
cao de uma subunidade a isolada (AGS-: 8,11 + 0,08 kcal/mol) e

nomero (AG,-= 7,72 * 0,3 kgal/mol). A energia livre de oxigena
menor do que a energia livre de oxigenagao de uma subunidade B
na forma de monomero e maior do que a energia livre de adigao

de uma molecula de oxigenio ao tetramero By -

Resta saber qual & a relacao entre as energias 1ivres
de oxigenagao das subunidades a e B na molecula de hemogiobina.

Ha evidencias experimentais38’39

, sobre o que foi denominado o
xigenagao preferencial das cadeias a, que 1ndicaﬁ que, em Su-
cessivos estados de equilibrio em que a saturagao por oxigenio
de uma solucao de hemoglobina & feita aumentar, as cadeias G
sao oxigenadas antes das cadeias B, i.e., a populacao de ca-
deias a oxigenadas, quando a saturagao por oxigenio & pequena,
e maior do que a populacao de cadeias B oxigenadas; as eviden-
cias experimentais também indicam que os efetores DPG e IHP ,
que ligam-se seletivamente interface a BR .reduzindo assim a afi-

nidade das cadeias B por oxigenio, acentuam a oxigenacao prefe

rencial.
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Associac¢ao Dimero-Tetramero
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CAPTTULO TIII
3 - UM MODELO DIMERICO
3.1 - Descricao do Modelo

Um modelo util para se entender, nao todos, mas al-
guns aspectos do equilibrio entre hemoglobina e oxigenio € um
dimero hipotetico formado pelas subunidades & e y, semelhantes
as cadeias a e 8 da molecula de hemoglobina. A semelhanca  do
que ocorre com as moleculas de hemoglobina, as subunidades ¢ e
y sao passiveis de interagoes alostéricas; aléem disso, e  in-
cluido no modelo um agente heterotropico L que liga-se seleti-

vamente as cadeias ¥.

Como ja foi comentado (Introdugao)}, neste trabalho fa
zemos uma analise sobre as consequencias da diferénciagﬁo en-
tre as cadeias o e B; para tanto, permitimos que as cadeias vy
do dimero transformem-se em cadeias &, obtendo assim um homodY
mero &&. Desta forma,rpodemos comparar um heterodimero com um

homodimero.

Nas equagoes que se seguem, 0s indices 6, v, Sy e ¥§
indicam, respectivamente, adicao de oxigenio a uma cadeia &, a
uma cadeia y.,a uma cadeia y quando a cadeia & ja foi ocupada e
a uma cadeia & quando a cadeia y ja foi ocupada. Estes Tndices

indicam tambem adigao do ligante L as especies §0,v, 8y0,, etc.

0s indices A e D referem-se, respectivamente, a adi-
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¢ao de 0, e a adigao de L. Da mesma forma, K e k denotam cons
tantes de equilibrio com 02 e M denota constantes de equili -
brio com L. Para as entalpias, entropias e energias livres,usa

mos os simbolos usuais H,S e G.0 simbolo de uma espécie quimi

ca entre chaves ([ ]) indica a sua concentracao.

No capitulo seguinte, sobre o equilibrio Hb/0,,utili-

zamos uma notagao semelhante a exposta acima.
3.2 - Constantes de Equilibrio

De modo analogo ac modelo proposto por Gilbert Adair
para o0 equilibrio Hb/0,, a adicao de oxigenio ao dimero ocorre

em duas etapas

§y + 0, — (6v)0 (3.2.1)

2

(67)0,+ 0, = (6)(0,), (3.2.2)

As reagoes (3.2.1) e (3.2.2) estao associadas as cons
tantes de equilibrio extrinsicas K] e KZ‘ As constantes de e-
quilibrio extrinsicas estao relacionadas (ver capitulo II) pe
los fatores estatisticos 1/2 e 2 as constantes de equilibrio

intrinsecas k] e kz

(3.2.3)

(3.2.4)

A saturagao fracional do dimero e dada, como  fungao
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das constantes de equilibrio extrinsecas e intrinsecas e da

concentracao de oxigenio (ou atividade) [0,|, pelas equagdes

K, [0,]+ 2K K, [0,]°
2{]+K1[D2]+K]K2[Oé]2}

(3.2.5)

2
kg [0]+ Kk [0,

. (3.2.6)
1+2ky [0,7+ kyk, [0,]

Se considerarmos as diferengas entre as cadeias 6 e vy,
ha duas reagoes de adigdo da primeira molecula de oxigenio ao

dimero
sy + 0, — 80,y (3.2.7)

Sy + 02 :5y02 (3.2.8)

com constantes de equilibrio kg e ky, respectivamente,de acor

do com a convenc¢ao que fizemos acima.

Do mesmo modo, ha duas reacoes de adicao da segunda

molecula de oxigenio ao dimero, com constantes de equilibrio

k6Y e kyﬁ'
80,y + 0, ——60, v0, (3.2.9)
ayoz + 02 — 602 v 02 (3.2.170)

Para obtermos as constantes de equilibrio k] e k2 co

mo funcao de kG’ k ., de e kYﬁ’ partimos das equacgoes

Y
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1 [8v(0,)]
k) = 5 ———l (3.2.11)
[ﬁfj[pé]
5Y(0
ky = 2 [6¥(02),] (3.2.12)
[GY(OQ)] [Oé]

deduzidas de (3.2.1), (3.2.2), (3.2.3) e (3.2.4).

Como ha duas especies monooxigenadas (60,7 e §¥0,)

a concentragao de dimero monooxigenado & dada por

[6v(0,)] = [80,v] + [5v0,] (3.2.13)

A partir de (3.2.7) e (3.2.8), obtemos que

80,71 = k,  [6v1[0,] (3.2.14)

1

(5v0,] k, [8v][0,] (3.2.15)

-

Da mesma forma, a partir de (3.2.7), (3.2.8), (3.2.9)

e (3.2.1D), obtemos
2 2
[esoﬂozj]=k6k5Y (6v1 [0,1° = k. k s [6v] [0,] (3.2.16)

aonde k6k5 = kYkY5 por conservacgao de energia livre

y
Substituindo (3.2.14),(3.2.15) e (3.2.16) em (3.2.11) e (3.2.12),

btemos
© ' (3.2.17)
N
k=7 (kg + k) (3.2.17)
k. k
k, = 2 §_ "8y (3.2.18)
k.+k
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Substituindo (3.2.17) e (3.2.18) em (3.2.6), obtemos

] 2
= (ke+k )[0,] + k k. [0
2 1 ey LT sKsy L02] (3.2.19)
:

#(kgrk ) [0,]+k ks [0,17

Esta ultima equagao ilustra o fato de que parte da in
formagao experimental que temos sobre 0 equilibrio Hb/Oz, (cur
va de saturacao fracional) ndo aepende explicitamente das cons
tantes dos equilibrios intermediarios (neste modelo (3.2.7) ,
(3.2.8) e (3.2.9)) mas sim de como estas constantes se agregam

para formar as constantes de Adair.

Se 0 equilibrio §y/0, ocorre na presenca de um agen-
te heterotropico L que liga-se seletivamente as cadeias Y, as

equagoes (3.2.17) e (3.2.18) tornam-se algo diferentes.

Temos agora quatro espécies monooxigenadas e duas es

‘pécies dioxigenadas, de forma que
[6Y(0,)7 = [502{_\+[502ij+ L6y 0,1+ [8v0,L] (3.2.20)
[6y(02)é] = [502y023 + [Bozyoztj : (3.2.21)

aonde [502‘(__\ \ [ﬁyoz__\ e [602y02__] sao dadas por (3.2.14)(3.2.15)
e (3.2.16).

Para obtermos as concentracoes das demais espeécies
presentes nas equagoes (3.2.20) e (3.2.21), temos que conside

rar as seguintes reacoes de adicao do ligante L:



53

&y + L » 8yl (3.2.22)
80,y + L < 80,vL (3.2.23)
6¥0, + L < §v0,L (3.2.24)

60,70, + L <  §0,y0,L (3.2.25)

cujas constantes de equilibrio sao, respectivamente, MO, Ma .

M. .
MYeﬁy

A partir de (3.2.22), temos que a concentracao total

de deoxidimero e dada por
oyl = [ov]l + [evt] = [svI(1+M [10) (3.2.26)

Da mesma forma, a partir de (3.2.14), (3.2.15),(3.2.23)

e (3.2.24), obtemos que

[60,vL] = kM [8v] [0, [L] | (3.2.27)

[6v0,L] = kyMy]:dY:] 0,1 (3.2.28)

e, a partir de (3.2.16) e (3.2.25), obtemos que

2
[602Y02L]=k5kéym6Y[ay_‘| [02] T (3.2.29)

As constantes de Adair s3ao agora dadas por

1 [v(0,) ] 1 kg(T4Mg L) +k (T4M [L]) (3.2.30)

172 [sv] 051 ¢ 14My [L]
§v) (0
[Csv)( 2)2]T 2 kgkg, (T4 [LT)

[5v(0,)1710,] kg (14Ms[L] ) ok, (1+M, [C])

(3.2.31)
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agnde

[8v¢ 02)]T = [60,v]+[60,vL]+[6v0,]+ [ 6v0,L]

= kg (T+M; L1y [sv] [02]+ky(1+Myl:L] ) [s¥] [0,] (3.2.32)

[av (02)2]T = [60,v0,]1+ [aozyozLj

= kgkg, (1M [11) [0,1° [5v] (3.2.33)

e |8yl e dada pela equagao (3.2.26).

3.3 - Entalpias, Entropias e Energias Livres de Oxigenagao

Aplicando as relacgoes

2 d
85 = R Soronk (3.3.2)
aT

dk AH

dk _ o AH_ (3.3.3)
dT RTZ

AH

84 - As - R enk (3.3.4)

as equacgoes (3.2.30) e (3.2.37), obtemos expressoes para as en

talpias e entropia de oxigenacaec intrinsecas nha presenca de L.

Antes de expormos os resultados obtidos € conveniente

fazer as seguintes definigoes:
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Jﬁe_JY sao as fracoes das especies monooxigenadas sem

ligante adicionado

3= [505v] ‘ - s (3.3.5)
8 [502Y] +[502ij+ [ayozj + [5y02L] kg { 14+M; (L] )+ky( 1 +MY[L] )

§y0 k

L6v0,] - Y (3.3.6)

J = : =
Y (60, Y:[+[5ozyL]+[6y02 J+[6v0,L] k6(1+M6[L]+k,Y(T+MY[L])

h6 e hY sao as fracoes das especies monooxigenadas com ligante

adicionado

- [60,7] ) ket L] 3.4.7)
° [50, v]+[80,vL]+ [6y0,]+[6v0,L] k(144 [L] )+ (14 [L]) o
5v0,L kM L
h = L0t = - oMy (3.3.8)
¥ [60,v]+[8v0,L]+[8v0,]+ [6v0, L] k6(1+M5[L])+kY(T+MY[L])
e
ng = Jg + hd (3.3.9)
n_ = 3j_ +h (3.3.10)

. — /
jSY e hyd sao, respectivamente, as fracoes das espe-

cies dioxigenadas sem e com ligante adicionado

[80,¥0,]
3 = 212 S (3.3.11)

T [0, v0,]+[60,y0,L] (14, L)

- Sy

] _ L]

) BozyozLJ M
OV [80,v0,]+[80,v0,L] (1 g [17)

(3.3.12)
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p e g sao, respectivamente, as fragoes das especies

deoxigenadas sem e com ligante adicionado

Loyl ] (3.3.11)
[6v]+[8vL] T+M L]

M L
- oyl Mol (3.3.12)
[6v]+[8v]lL] 14M (L]
E interessante observar que
p +q =1 (3.3.15)
h6+Jé+hy+ JY = n6+hY =1 (3.3.16}
Jgy * gy =1 (3.3.17)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
AHG’ ASG e AGS’ AHY’ ASY e AGY, AHGY’ ASSY e AGGY ’
0 0 0 o . 0 0 0 .0 0 0 . O
DHO’ DS0 e DGo’.DHG 4 DSG e DG6 s DHY,DSY ,DGY ’DH&Y’DS&Y e
[}GgY sao, respectivamente, as entalpias, entropias e energias

livres das reacoes (3.2.7),(3.2.8), (3.2.9), (3.2. 22),(3.2.23),

(3.2.24) e (3.2.25)

0 0 0 0 0
AHy AS] e AGy, AH,. AS,

as entalpias, entropias e energias livres padrao das reagoes

e AGg sao, respectivamente ,
(3.2.1) e (3.2.2).

Temos ainda, as entropias e energias livres de mistu

- . PR
ra das varias especies presentes



uSO = pRé&np + gRing (3.
MG, = Tus,, (3.
uS1 = JGRﬁnJ6+ JYREnJY+h6R£nh6+hYR£nhY (3.
uGy = Tud, (3.
uS, = JSYREnJGY + hﬁYRZnhsY (3.
uG2 = Tu52 (3
e as seguintes variaveis
_ 0. - 0. _ 0
= qDHO, USO = qDSO, oG = qDG0 (3.

mos

AH]

AH

mos

. | AHg AHg+DHg
AS] = Rﬁn{k6(1+M6(L))+ k}!]+M¥(L))}+ gt hS_mﬁT"—_' +
_fﬁ; AHO+DHC DHS ]
T + h'Y —-uT - P\En(]+M0[L])-q '—T—'"]' R«Kn"é‘ (3.

UHO

aH

UHZ

0

SO

GO

Hoy

1 -

GY:

6Y=

J

n

_ 0 0,
hﬁDH6+hyDHy’ US]

0

_hayDHaY5 052=h5YD85Y
- AHS - aK®
6y Y
AS? - as®
Sy Y
AGS - g°
Sy Y

; UGZ= h

- 0 G, _ 0O (8]
= hgDSg+h, DST506)=h D6g+h DE) (3.

0

DGGY

Sy

(3.
(3.

(3.

Aplicando a equacao (3.3.1) a equagao (3.2.30),

8
ou

6

O 0
A HG + nY AHY + OH] - UHO

0 0 0y - 0 0 0 0
A H6 +h6(AH6+DH5)+JY AHy+hY(AHY + DHY) qDH (3.

o

(3.

Aplicando a equagao (3.3.2) a equacao (3.2.30),

(3.

57

3.18)
3.19)
3.20)
3.21)
3.22)

.3.23)

3.24)
3.25)
3.26)
3.27)
3.28)

3.29)

obtg

3.30)

3.31)

obtg

3.32)
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Esta equacao pode ser simplificada com a utilizacao

das relagoes

0
AH
0 0
Ren(1+M [L]) + — = aDSg + Rafn[L] - wS (3.3.33)
BHY AHg+DHg
REn {k6(1+M5[L])+kY(T+My[LJ)} +is— +hy
fﬂi AHO +DHO o o
+ 3yt +hY ——IT—~X = n6A56+nYAS +GS]+(h +h yRen[L]- UST ,»  (3.3.34)

assumindo a forma

AS. = n

1

0 0
6A56+nYASy+ 051- oS +R{h +h -qien[L]+

1

“uSy + uS_ 4+ Rin 5 (3.3.35)

0

Combinando (3.3.31) e (3.3.35) atraves da relagao fun

damental

AG

AH - TAS ) (3.3.36)

obtemos

262 n.26%n 26%+ oG

1 S 8 Ty Ty ]_UGO+UG1-UGO *

1
- RT(h, + hy—q)ﬂn [L] - RT&n » (3.3.37)

S

Atraves de um procedimento analogo ao utilizado na
obtencao das equdgﬁes (3.3.31), (3.3.35) e (3.3.37), aplicamos

a equacao (3.3.1) a equagao (3.2.31), tendo como resultado

aHo= KO +AH +h DH

0 . 4] 0 0
o= OH 5y~ DHg 3 DH = g (AHG+DH

s 6)-hY(AHO+DH$) ~(3.3.38)

8
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ou

AHO = AHg+ H

0 o}
2 naAHﬁ' nYAHY + o, - 0H1 (3.3.39)

0_.
&Y

Acrescentando e subtraindo AH$ a esta ultima equacgao

e utilizando a relacao (3.3.16}, obtemos

o o

0 0
AH, = HGY + nGAHY + nYAH(S +aH,, - GH] (3.3.40)
0 _ ,u0 A0
onde HGY = AHGY AHY

Aplicando a equacao (3.3.2) a equacgao (3.2.31), obte-

mos
. AHg+AHgY DHg
AS, = Rﬂnkak6Y+ — ¢t RZn(]+M6Y(L))+ héY-nT—l +
CaHY aHGeDH]
- R£n{k6(1+M6(L))+ kY(1+MY(L))} “JG—T“ - hd——~T———— +
AH$ AH$+DH3
-4, = - b, L+ Ren2 (3.3.41)

Esta ultima equacao pode ser simplificada com o auxi

lio das relacoes

AHO+AHO
8 &y _ 0 0
REN kgks  + ——p— = 4S5 + ASc {3.3.42)
AH®
__SY. -
Rﬂn(1+M6Y[L])+h6Y 7 aS, p82+h6YR£n[L] (3.3.43)

D
—

(%)

(%)

.34), assumindo a forma

o
w
t

e 0 4] 0 )
= A85+A56Y _nGASG_nY&SY+082_GS] u82+u81 +

+

R(hGY—(h6+hY))£n[L] + Rén? (3.3.44)
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Adicionando e subtraindo AS? a esta ultima equagao e

utilizando a relacao (3.3.16), obtemos

0 _ (0 0 0 _ _
ASZ SGY +n6ASY +nyA86 +052 US] USZ+pS] +
— I’ - "
+ R(hg = (hg+ hY))KnLL] + RL&n2
o o 0
aonde S6 = ASGY ASY

Combinando (3.3.40) e (3.3.45) atraves da relagao fun

damental (3.3.36), obtemos

0 _ A0 0 0 _
AGz = G6Y+n5AGY+nYAGG+GG2 oG1 +
+ ”GZ"”GI - RT(héy—(h6+hy))£n[L]— RTLn?2 (3.3.46)
aonde GO = AGS. - AGD
oY Sy Y

Podemos obter agora as entalpias entalpias, entropias
e energias livres de interacao alosterica. Subtraindo (3.3.31)
de (3.3.40), (3.3.35) de (3.3.45) e (3.3.37) de (3.3.46), obte

mos, respectivamente

o,,0 _ ,0 _,0 _ 0_,,0 _
MHp-0HY = Hoy = He  #(ng=n, ) (AH]-0H ) +oH =20k, +oH (3.3.47)
0 ,0_0 _.0 _ 0 _,c0 =0
A52"A81_821_86y+(n6 nY)(ASY A56)+ 582 2051+GSO +
"“32+2”S]_“SO+R(h5Y‘2(h5+hy)+Q)ﬂn[LJ + Réng (3.3.48)

Ar2-ac%= 6%, = g

0 0
2~8G7= Gy (n6—ny)(Aﬁy— GG) + GGZ—ZGG] + GGO +

o
6Y+

#Gy= 2uG)+ WGy - RT(hg -(2hgth )+q)en[L)- RTLnd (3.3.49)
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Quando o agente heterotropico esta ausente ([L] = 0}

obtemos as seguintes equagoes:

AHY = jdAHg + 3 AH$ (3.3.50)
bSY = Gghsg + 5880 - usy ¢ REny (3.3.51)
DG = 5869 + 386D + UG, - RTLng (3.3.52)
BHY = HgY + jSAH$ + § AHS (3.3.53)
Asg = ng + jﬁAsg + jYAsg + uSy + REn2 (3.3.54)
AGy = GgY +‘j6AG$ + jYAGg - UGy - RTLn2 (3.3.55)
Hg]- HgY +(j5—JY)(AH$ —AHg) (3.3.56)
sg1= ng +(j6—jY)(AS$— S3) + 2uS, + REnd  (3.3.57)
651 = GEY +(j6-jY)(AG$—AGg) - 2uG; - RTZn4 (3.3.58)

sendo que, nas equacoes para j(S (3.3.5) e jY(3'3'6)’
[Sozyt] = [8y0,L] = O

e que, na equacgao para uS](3.3.20)

Se permitirmos que o dimero &y se transforme em um di

ro 68, as equacoes tornam-se bem mais simples :

BHY = AHQ (3.3.59)
5

asy = ASg (3.3.60)
0o _ 0]

AGY = AGY (3.3.61)

AHS = AHO (3.3.62)

2 88
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AS) = 8SY. (3.3.63)
AGy = AGY (3.3.64)
Hop = H§s = AHZ. - AHY (3.3.65)
Spy= Sgs = BSgs - ASG (3.3.66)
65q= Ggg = MG, - AGY (3.3.67)

3.4 - Sobre as Entropias de Mistura
'As entropias de mistura “Sd (eq. 3.3.18),uS](mL3.3.20)
e uS, (eq. 3.3.22) resultam da destinguibilidade das cadeias

§ e y e das espécies com e sem ligante adicionado.

Podemos tomar como exemplo o equilibrio (3.2.1)

sy + 0, b 5y(0,) , (3.2.1)

no qual as cadeias S8 e y sao indestinguiveis, e o equilibrio
- - -

§y+0, < 36602Y + JYayoz R (3.4.1)

no qual as cadeias & e y sao destinguiveis.

A estes equilibrios correspondem as constantes de e-

quilibrio intrinsecas ks (eq. 3.2.17)

kp = 1/2(kg + k)
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e k., que pode ser calculada com 0 auxilio das equagOes (3.2.14),

=1

(3.2.15) e (3.4.1)
J J
(60,47 °+ [6v0,] ¥ i
=k Ok Y (3.4.2)

K
- [5v] [0,] 5

Aos equilibrios (3.2.1) e (3.4.1) correspondem tambem

as energias livres

]

0
AG] = -RT&n 5 (k5 + ky) (3.4.3)
NN
o _ _ & Y
bGy = RTLn k6 kY (3.4.4)

Como pode ser facilmente verificado, subtraindo (3.4.4)

de (3.4.3), obtemos

AG] - AG] =-T uS, - RT&n2 (3.4.5)
aonde 1S, & uma entropia de mistura na ausencia do agente hete-
otropico L (hy = h = 0).
r p ( S v )

A equagao (3.4.5) ilustra o fato de que a destinguibi
lidade das especies quimicas que participam dos varios equili-
brios entre §vy, O2 e L esta presente nas entropiasde mistura

uSO, uS] e uSZ.
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3.5 - A Fidelidade Termica do Dimero &y

Entende-se por fidelidade termica a manutengao da coo
peratividade em um intervalo de temperatura que vai de 5 a

40°%¢c.

A hemoglobina, com outras proteinas, tem uma protecgao,
(que lhe confere uma certa estabilidade termica) contra o peri
go de se desnaturar quando submetida a uma elevagao de tempera
tura ou a outraé mudancas do meio. A desnatuiagao representa
uma perda brusca da identidade da proteina (destruicao das es
truturas quaternaria, terciaria e secundarias); a interagao a
losterica, que e um efeito que involve troca. de energia rela-
tivamente pequenas (o egquivalente a ruptura de cerca de duas

pontes hidrogenio), poderia ser perturbada, ao ponto de cessar

a sua fungao fisiologica, antes da hemoglobina se desnaturar.

0 problema da resistencia a uma elevagao de temperatu
ra se coloca entdo em dois niveis. Primeiro e necessario que a
hemoglobina nao perca a sua identidade quando submetida a uma
elevagao de temperatura; alem disso, tambem €& importante que
propriedades frageis, como a interacao alosterica, sejam pre-

servadas.

A condicao para que o dimero seja cooperativo € que a
energia livre intrinseca de adicao da segunda molecula de oxi-
genio seja mais negativa do que a energia livre intrinseca de
adicao da primeira molecula do oxigenio. Esta condigao pode ser

expressa como
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kp/ky > 1 (3.5.1)

ou como

0

G21=fRT£n(k2/k]) < 0 (3.5.2)
Para entender em que condigoes o dimero 8y poderia

deixar de ser cooperativo, devemos estudar o comportamento es

perado das equagoes (3.3.47), (3.3.48) e (3.3.49).

A nossa intencao & reproduzir neste modelo as caracte
risticas mais importantes do equilibrio Hb/0,. A interacao a
losterica tende a aumentar a afinidade das subunidades o e B

por oxigenio; assim

0 0 0 0
AGaB <AGB H AGSY < AGY (3.5.3)
e, consequentemente
Gy < 0 (3.5.4)

Podemos tambem prever que

0 0 0
H = AHY - AH” < 3.5.5
Sy 5y ¥ 0 ( )
0 0 0
= A - 4859 < 0 3.5.6
S gy S sy v ( )

A primeira destas suposig¢Oes (3.5.2) & justificada com
0o seguinte argumento: tanto no dimero &y quanto na hemoglobina

a alosteria e devida ao rompimento de ligacoes quimicas fracas
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nas interfaces das subunidades; assim, o caloer de adigao da
primeira molecula de oxigenio a uma subunidade -ﬂAH$) e igual
a troca de calor envolvida no rompimento de ligacoes quimicas
entre as subunidades subtraida da troca de calor intrinseca a
oxigenagao de uma subunidade y. .Quando uma molecula de oxige -
nic e adicionada a especie 80,y para formar o dioxidimero, as
ligacbes quimicas fracas entre as subunidades ja foram rompi-
das, de forma que o calor trocado neste caso (AHgY) e mais ne
gativo do que o calor trocado no caso anterior, portanto

0

AH® < AH
v

8y (3.5.7)

e a inequagao {3.5.5) se verifica.

A inequacao {3.5.6) & justificada com um argumento se
melhante. Podemos atribuir duas contribuigoes as entropias de

oxigenacao AS$ e AS ; a perda de entropia de translagao da

0
Sy
molecula de oxigenio ((AS$)tr) e as entropias de relaxagao re

sultantes da liberag¢ao de graus de liberdade antes constrangi-

dos pelas ligagbes quimicas entre as subunidades ((AS$)r) e

((855.) )

Como (ASS € a entropia de relaxagao de uma molecu

GY)P
la ja relaxada e razoavel supor que

(Ang)'r =0 (3.5.8)

temos tambem que
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(ASS)r > 0 . (3.5.9)

ja que a entropia aumenta quando o sistema & relaxado, e que

o
(a5 Ygp < O (3.5.10)
0 o o
AS. = (BSU) .+ (BS) (3.5.11)
0 0
S° = (AS 3.5.12
AS o (A5 )¢y ( )

subtraindo (3.5.11) de (3.5.12) constatamos que

0

0 0 0
S = A ~AST = - (AS < 0
Sy %Y Y ( Y)r

0 termo seguinte a ser examinado e (n(S - nY)(AGz-AGg)

o termo (jé"jy)(AG -AGg) e sempre positivo, pois, partindo da

relacao fundamental K = exp(-AG/RT) e das equagoes (3.3.5) e
(3.3.6) temos que, se AG% < AG?, entao g > jY’ por outro la-

do, se AG$ < AGO

- . S . . —~
5> entao JY Js» © @ inequagao

0

) >0 (3.5.13)

.l . 0
R A -
(J53y) (26 - G
sempre se verifica porque os dois termos do lado esquerdo sao

ambos positivos ou ambos negativos.

Se admitirmos que, a semelhanca da acao dos efetores
DPG e IHP sobre a interface BB da molecula de hemoglobina, )

efetor L diminui a afinidade das subunidades y por oxigEnio,eE
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tao a inequacao

(nﬁ—ny)(AGf;—AGg) > 0 (3.5.14)

tambem se verifica por serem positivos os dois termos do lado

esquerdo.

Seguindo as evidencias experimentais que indicam que
as subunidades B da molecula de hemoglobina, as quais se ligam
os agentes heterotropicos DPG e IHP tem menor afinidade por 0

xigenio do que as subunidades u(AGg

0
< GB)’ sendo que esta ca
racteristica se acentua quando a concentracao destes agentes

heterotropicos (DPG) e (IHP) aumenta, assumimos que

AG6 < AG (3.5.15)
eaportanto
- ne > nY (3.5.16)
Assumimos tambem que
0 0
AH <AHY (3.5.17)
e, consequentemente
0 0 :
(na—ny)(AHY - AHS) > 0 (3.5.18)
e que
0 0
ASG < ASY (3.5.19)
e
0 0 \
(”5'”Y)(ASY‘A55) > 0 (3.5.20)
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A influencia do agente heterotropico L sobre a intera
¢ao alosterica e introduzida, em parte, atravées dos termos
(0H2—26H1+0H0), (GSZ—ZGS]+OSO) e (GG2—2061+QG0), das equagoes
(3.3.47), (3.3.48) e (3.3.49).

A influencia de L acentua a diferenga entre as cadeias

6§ e y. Tomemos como exemplo a equagao {3.3.30)

0

o_ - 0 0, . 0 0 o, _ 0
AHI_ 3 AH6+h6(AH6+DH§)+JYAHY+hY(AHY+DHY) qDH0 {3.3.30)

S

0]

] na ausencia de L

e a equacgao (3.3.50) para AH

o

AHI

= GgbHg + 3 BH (3.3.50)

A comparacao entre estas duas equacOes mostra que a
equacao (3.3.30) tem, alem dos termos cujos coeficientes 530

. . 0 ) 0 0 ..
Js € 3y os termos (AH6+DH6) e (AHY+DHy), de coeficientes hy e

hY’ em que as entalpias DHg e DH$ de adicao do ligante L (equi

1ibrios {3.2.7) e (3.2.8) atuam com uma corregéo aos termos AH®

¢

c

e AHY de adicao de oxigenio (equilibrio (3.2.7) e (3.2.8).

D termo (h —2(h6+hY)+q)£n[L] nao sera considerado

Sy
nesta analise, pois, quando a concentragao de L & muito peque

na, hé’ hy, hﬁye g tendem para zero,_de forma que
(héY—Z(h6+hy)—q)£n [L1> 0 &n 0 = 0O (3.5.21)
Quando a concentracao de L e muito grande hG’ h6Y e g tendem

para 1 e hY tende para zero, de forma que
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(hGY-Z(h6+hY)+q)£n[L] > (1-2+1)enlL]= © (3.5.22)

e, alem disso assumimos que, também em concentragoes intermedi

arias de L, o termo (hGY—Z(h6+hY)+q)£n[L] nao & importante.

As entropias de mistura uS,, uS, e kS, tambem nao se
rao consideradas. As entropias de mistura atingem os seus valo
res maximos quando a mistura e equimoTar; assim, os valores maxi

mos de uSO, US] e u52 sao
1 B
USO = 5 Rl’_n?-+—2 Rf_n?= - 1,4 (3.5.23)
S, = 1 1 T.1
s -I = —4 Rf_n Z"’ *a- R'E,n 'Zr‘i‘z R'E,n

] 1 1 -
USZ = ? R'En —2 Rf_n ‘2- = ~1.4

Comparados com o valor tipico de uma entropia de oxi

genagao da hemoglobina AS=20 ¢al/(mol OK),USO,1£] e uSZ podem ser

despresados.

Com base nas consideragoes feitas acima, podemos ana-

o

8] 0]
21° e S

oy 21

Tisar o comportamento de G
Se o dimero tem um comportamento cooperativo (k2>k]),

entao GST<0 e GgY<O (eq. 3.5.4). Desprezando o0s termos

RT(héY—Z(h6+hY)+q)£n[L] e (u6,-2uG+uG ) na equagao (3.3.49) ,

a condicao de cooperatividade torna-se

o 0 o 0
G2]= Gﬁwﬁ(nﬁ_nY)(AGY- G6)+(UGZ—2_GG1+ GGO) <0 (3.5.24}
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Na ausencia do agente heterotropico L(Gg] dado pela

equacao (3.3.58)) a condicdao de cooperatividade &
0 _ .0 . 0 .0
6217 By *+(3g-3,) (860~ G9) < 0 (3.5.25)

Se as subunidades que constituem o dimero sio iguais

Gg] dado pela equagao (3.3.67)), a condicao de cooperatividade
e

607 . GgY < 0 (3.5.26)

Esta ultima equacao mostra que, se as subunidades que

constituem o dimero s3ao identicas, para haver um comportamento

cooperativo & suficiente que a afinidade por oxigénid da espe-

cie 5025 seja maior do que a afinidade por oxigenio da espe-

cie 6. Se as subunidades que constituem o dimero sao diferen-

tes, para haver um comportamento cooperativo na auséncia do a

gente heterotropico-L e necessario que

0

69,

.. 0_ .0

v G ) (3.5.27)

0
5)
portamento cooperativo na presenca do agente heterotropico L,

ja que (jé—jy)(aﬁi—AG >0 (eq. 3.5.14), e, para haver um com

€ necessario que
0
| > (n -nY)(Aas-AG ) +0.Gy= 206, #36 (3.5.28)

S S

As inequacoes (3.5.27) e (3.5.28) mostram que,.  para
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que o dimero 8y seja cooperativo, nao e suficiente que a afini
dade por oxigenio da espécie 502Y seja maior do que a afinida-
de por oxigenio .da especie 8y. Além disso, a interacao alosté-

rica (GgY) deve sobrepujar os demais termos da equagao (3.5.24).

0
57 "y) 5
zem um efeito que podemos chamar de anticooperatividade nac a

0s termos (n (AG$-AG ) e (0G2—20G1+0G0) introdu-

lTosterica {por nao ter origem na interacao alostéerica entre as

subunidades).

Tomemos como exemplo o dimerody sem interacao aloste-

0 0_, .0 0 _ , .0
5 G_AGjﬁ e AGY = AG@Y

mo as cadeias § tem maior afinidade por oxigenio do que as ca

rica entre as subunidades (AG <AG$,AG }- Co
deias v, a primeira molecula de oxigenio liga-se preferencial-
mente a uma cadeia &, de forma que k]§ kg, e a segunda molecu-
la de oxigenio liga-se preferencialmente a uma cadeia vy, de for

ma que k2§ kY . Como k6>ky , k] > k2 e 0 dimero tem um compor-

tamento anticooperativo.

- 0 0 0 : . .
Denominamos Géy’ HGY e S6Y de energia livre, entalpia
e entropia de interacao alosterica reaijs e Gg], Hg1 e Sg] de

energia livre, entalpia e entropia de interacao alostérica efe

tivas.

Pode-se mostrar que, no caso do dimero &y na ausencia
do agente heterotropico L, a diferenca entre as energias 1i-
vres de interacao alosterica real e efetiva € funcao apenas da
relacao X = ké/kY (ou de AG%—AG$), ou seja da diferenca entre
as subunidades e .
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0 o _ x-1 _ X X 1 1
621 G(S'Y = m RTZnx-2RT (mzn—x—;-l- + mﬂn m)"RTﬂnq
(3.5.29)
A FIGURA (3.5.1) ilustra a variacio de (GnggY) com

0 0]
(AGG~AGY).

0 que se conclui das consideracoes feitas acima & que
o dimero 8y pode apresentar uma curva sigmoide identica 3 cur
va signoide de um dimero 8y, sendo que'a interac3ao alosterica
real do dimero &y e maior do que a interacao alostarica do di

mero &8 .

E dificil julgar se este efeito tem alguma importan-
cia bioiagica. Podemosesﬁmaf que €& vantajoso que as forcas que
determinam o comportamento cooperativo de uma proteina (ou qual
quer outro comportamento importante) sejam maiores do que ou-
tras forcas que ocorram do modo aleatorio.

0 comportamento de Hg] e Sg] depende da ré]agéo entre
os termos cooperativos e anticooperativos presentes nas equa

coes (3.3.47) e (3.3.48).

De forma esquematica, temos que

o > 0 < 0 0

Hyy < 0 se [H5Y1 > (na—nY)(AHy—AH6)+oH2-20H1+UHO (3.5.30)
e que

0 > 0 < 0 0
So1 < 0 se [Séy] > (na_ny)(ASY_ASS)+USZ_ZOS]+USO (3.5.31)
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Se as subunidades que constituem o dimero sao identi-
cas, Hg], Sgl e Gg] sao dados, respectivamente pelas equacOes
(3.3.65), (3.3.66) e (3.3.67). Neste caso, os mesmo arqumentos
que permitiram justificar as inequagoes (3.5.4), (3.5.5) e

(3.5.6) nos levam a concluir que

8]
‘ Hoy < O (3.5.32)
s <0 (3.5.33)
o 5.
e
% < 0 3.5.34
21 (3.5.34)

Uma diferenca importante entre o dimero 66 e o dime-

ro 6# e que este, de acordo com as inequagoes (3.5.30)e (3.5.31),

pode apresentar Hg] >0 e Sg] > 0 e ainda assim ser cooperati-

0-(
21

dimero §6, por sua vez, se a sua cooperatividade tem um meca -

0), desde que a condigio TSS.,>H?. seja satisfeita; )
217721

vo (G
nismo como o que conhecemos sobre a hemoglobina, obedecera as
inequagoes (3.5.32), (3.5.33) e (3.5.34). Outra diferenca que,
apesar de ser mais especulativa, encontra um paralelo no equi-

- v - 0 0 O
Tibrio Hb/OZ, esta em como se comportam H21’ 32] e GZ] se  a

interagao alosterica e feita aumentar (Gg] torna-se mais nega-
tivo). Um modo de fazer com que o dTmero torne-se ma{s coopera
tivo e aumentar o niumero de contactos, na interface das subu -
nidades, que sao rcmpidos na primeira etapa da oxigenacao; se
ist

ccorre, entao o calor trocado e a entropia de relaxagao
mencicnada na equagao (3.5.9) tambem aumentam (em valor absolu
to), de forma que, se a interacao alostérica do dimero &y tor-

, ~ 0 . .
na-se maior, entao H21 e Sg] tornam-se mais negativos,como mos
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tra a FIGURA (3.5.2). 0 dimero 8y pode apresentar um comporta
mento oposto a este, como o comportamento ilustrado na FIGURA

(4.4.2), observado para o equilibrio Hb/0,.
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FIGURA 3.5.1
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CAPTTULO 1V
4 - 0 EQUILTBRIO HEMOGLOBINA-OXIGENIO

4.1 - Constantes de Equilibrio

Na FIGURA4.1.lestao ilustrados os diversos caminhos e
as diversas especies quimicas que ocorrem entre a deoxihemoglo

bina e a oxihemaglobina.

Segundo o modelo proposto por Gilbert Adair3, a hemo-
globina e oxigenada através de uma sequéncia de quatro equili-

brios.

'(4.1.1)

Hb + 0, —— Hb(0,)
Hb(0,) + 0, <~ Hb(0,), (4.1.2)
Hb(0,), + 0, <— Hb(0,), (4.1.3)
Hb(0,)4 + 0, ——= Hb(0,), (4.1.4)

aos quais correspondem as constantes de equilibrio extrinsicas
KI’ Ko K3 e K4 ou as constantes de equilibrio intrinsecas k],

k k, e k

2 3 4-
secas estao relacionadas de acordo com as equagoes

As constantes de equilibrio extrinsecas e intrin-

Ky = 4k, (4.1.5)
K, = 2 k 4.1.6
2 =7 K (4.1.6)
K, = 2 k (4.1.7)
3 73 K3 '

1
Ky = 2 Ky (4.1.8)
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Em termos das constantes de equilibrio intrinsecas, a

saturacao fracional e calculada segundo a equagao

2 3 4
ky 0, + 3k]k2]D2] + 3k]k2k3[D2] + kykykak, [0,]

Y =
2 3 4
T+ 4k][Oé]+ bk k,[0,]%+ 4k]k2k3[02] + kykokok, [0,]

(4.1.9)

Se considerarmos as cadeiasa e B:como sendo diferen-
tes, podemos deduz}r equacoes analogas as equacoes (3.2.17) ,
(3.2.18), (3.2.30) e (3.2.31) do capitulo anterior. Como 05 ra
ciocinios envolvidos nas deducoes destas equagoes sao essenci-

almente os mesmos, nos nos limitamos a destacar 0s aspectos que

diferenciam o equilibrio Hb/0, do equilibrio §y/0,.
2 2

Seja a primeira constante de Adair K1 (ou k]), A FIGU
RA 4.1.1 mostra que ha duas especies monooxigenadas:aIOT%IBIBII

ou apoy 0,818 e ajar 80,8, ou ajayBB0, .

E importante lembrar que, cCOmo 0S5 sitios OpsQry ef%’BII
sao funcionalmente equivalentes, dIOZGIIBIBII’ GIGIIOZBIBII e
GIGIIBIOZBII’ GIGIIBIBIIOZ sao diferentes potagoes para as mes

mas especies. Passaremos a indicar as especies monooxigenadas

por GOZGBB e aaBOZB.

Se k e kB sao as constantes intrinsecas de oxigena-
¢ao de um sitioc o e de um sitio B, entao as constantes de equil
1ibrio de formagao das especies al,aBB e aoBO,8 sao 2ka e ZkB,
respectivamente (ja que ha dois sitios o e dois sitios B8). Se

gue-se que
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[00,aB8] = 2 k [Hb][0,] (4.1.10)
[0a80,8] = 2 k [Hb][0,] (4.1.11)
HbO 2k +2K_)[Hb] [0
o o1 H0 g (2K ][2]=—]4-(2ka+2k8) (4.1.12)

VU sl * ([0,

Se o equilibrio Hb/0, ocorre na presenga de um agente
heterotropico (que pode ser um dos fostatos organicos DPG " ou

IHP) L, gque liga-se seletivamente as cadeias B, entao

[HbO,] = [a02a35]+'[aozasstj+[aasozsj +[0080,6L] (4.1.13)

[a0,088L]= 2 k M [Hb] [0,][L] (4.1.14)
[0aB0,8L]= 2 kBMB[HQI[OZJIL] (4.1.15)
[Hb] = [Hb] +[HbL] = (T+M_[L]) [Hb] (4.1.16)
2k (1 2k, (1 }
- ;{ ‘- %‘ {2k (14M [L])+2k (1M (L] ) ’ ' 17)
T+ M [L]

sendo que Ma e M_ sao constantes de adigao de L segundo os e-

B8
quilibrios

00,088 + L « " 40,088l (4.1.18)

00,8 + L _ > 0aB0,BL (4.1.19)

De acordo com a FIGURA 4.1.1, ha 16 constantes de e-
gquilibrio envolvidas na oxigenagao da hemoglobina. Este numero
pode ser reduzido para nove porque ha sete equagoes de conser-

vacao de energia
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ko g = kg Kg o (4.1.20)
o ko g % kg Kga (4.1.21)
Kao Kaap = KapBy Kay8yrap; = Kaysp ka8 o) (4.1.22)
"5 “spa T B1e “eragyy T Meyap; epap e t1-29)
Ko Koo Xaas Kaass = *g Kagkpgakgpac (4.1.24)
karfiary Kaass = K81og8y; Kapao (4.1.25)
“arBriorr kaaps T ¥Brorfrr ¥egao (4.1.26)

0 conjunto que escolhemos € constituido pelas constan

tes de equilibrio intrinsecas ka, kB’ kaa, kBB"kaIBI’ kaIBII’

kaaB’ kBBa e kaaBB ou pelas constantes de equilibrio extrinse-
cas Zka’ ZkB, 1/2kaa, 1/2kBB, k“IBI’ kaIBII’ ZkaaB’ ZkBBa e
kauBB'

Temos ainda as constantes de adigao de um agente hete

rotropico L

M
oo
Mep
aap0,80, + L ——— {xaBOZBOZL (4.1.28)
M“IBI

aIOZaIIBIOZBII+L e uIOZuIIBI OZBIIL (4.1.29)

M
0 0y 2PIT o 0.L 4.1.30
ap0sa7 B804 —— a0 0718810, (4.1.30)
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oo

uOZaOZBOZB + L o— u02a028028 L (4.1.31)
MBBu

aOzuBOZBOZ + L — GOZGBOZBOZ_L (4.1.32)
MaaBB

uOZaOZBQZBO2 + L — 302a02802802+L (4.1.33)

Em termos destas constantes de equilibrio, as demais

constantes de Adair sao dadas por

! M L
k&kuu(l+Mcu[L])+k8k88{1+HBB|Li)+2kukalsl{]+?hlsl|L[)+2kak01811(1+ oty 1t

KZ;;%kzz (4.1.34)

2k (1 [LE) + 2k (1M iL])

2 k ankuu knuﬁ(]mmBILI )+2kBkBBkBBa“+MBBa’L”

Ko=2 = ¥ + ¥ 4 '-l .35
3 3 3 m]+M@jL|)+RBIBS(I HﬂﬁjL]H?KukaIB]_(—I_HQIBI|LL) Zkﬂkclﬂnﬁﬂqﬁulu) ( )

K ‘__"l k kukaukuuﬁkc-mBB(“”auBS]L” ( 4 'l 36
4 4 : 4 _ ZkukuukmB{HMwBB“” v ZkBkBEkBBu(]+MBBuILEJ T )
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FIGURA 4.1,

Equilbrios intermediarios que ocorrem entre a deoxi e a oxihe-

moglobina.
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4.2 - Parametros Termodinamicos de Oxigenacao

Expressoes para as entalpias, entropias e energias 1i
vres de oxigenagao sao obtidas aplicaﬁdo-se as equacgoes (3.3.1),
(3.3.2), (3.3.3.) e (3.3.4) as equacgoes (4.1.17), (4.1.34) ,
(4.1.35) e (4.1.36). Como este procedimento e equivalente ao
apresentado no capitulo anterior, nos nos limitamos a apresen
tar os resultados. De acordo com a notacac introduzida no capi
tulolll, os simbolos A e D indicam, respectivamente, oxigenacao

e adicao do ligante L.

No capitulo anterior foram introduzidas as fragoes mo

lares p,q,jd,j h..h , jGY e h6 - No caso do equilibrio Hb/Oz,

Y* 8Ty
o numero de fragoes molares & bem maior, Jja que, na presenca de

¥

um agente heterotropico, ha duas especies deoxigenadas, quatro
especies monooxigenadas, oito especies dioxigenadas, quatro es

pecies trioxigenadas e duas especies tetraoxigenadas.

E'conveniente, por uma questao de simplicidade, siste-
matizar a definicao destas fracoes molares. Comecemos por defi

nir as variaveis

[Hb]y = [Hb]+[HbLG= {1+ M [L]}[Hb] (4.2.1)

sl
o
.:’
[
—
i

= E302u83]+[QOZQBBL3+[@u802§]+[@a8028L] =

{2k (144 _[LT) +2k, (1+4,[L])} [HE]TO,] (4.2.2)
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- +
iHo 2)2] (d02a02831+[a02u0288ﬁ1+ [da802802]+[§u80280 L]+[o,0 a0y OZBIIJ
+{a 0,00 1870,81 L]+ [0 0p0 11810, ]+ [a 050y (8181 0pL]

=k k (14M [L])+k ko (14 [L]) +

2
+ Zkak“IBI(HMO‘IBI Ll )+2k“k“1311“+M°‘IBII L fo,]  (4.2.3)

[#5(0,} 5] =[a0,a0,80,F] +[u02u025023L]+[aozagozsozj+[a02u302502L] =

~ 3
= {2k k ko1, [|])+2|<B BBkBBu(HMBBa[L]}.,|;Hb]£02] (4.2.4)

Hb(0,), =[20,a0,80,80,]+ [20,0,80,80,L] =

4
= {k_k_, kakmBB(HMmBB[L])} [Hb] [0,] (4.2.5)

As fracoes molares das especies deoxigenadas sao defi
nidas por
[Hb] ]

p = . (4.2.6)
[Hb] +{Hb L] T+M [L]

[HbL] M, [L]
- - (4.2.7)
[Hb] +[Hb L] T+M [L]

De forma similar, para as demais especies, sao defini

das as fragoes molares:
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especies monooxigenadas

_ 2k [Hb] [0,] _ ZkB[Hb] [0,]
JO‘. = 3 JB = - (4.2.8)
[HbO,] [HbO,]

especies monooxigenadas com L adicionado

2k M [ [p] [0,] ., - 2kghg [LT [Ho] [0, (4.2.9)
o [HbO,] [Hb0,]

especies dioxigenadas

2 2
iy = ‘ k_w[Hb] Sl igg - 5 g 121 L0, (4.2.10)
[Hb(0,),] [Hb(0,),]
2 2
3 _ kOl-IBI[Hb] [OZJ L B ZkukOLIBIII—.Hb:] EOZ:]
Ju 8~ H J“IBII_ ——— S
I°1 [Hb(0,),] [Hb(0,),]
especies dioxigenadas com L adicionado
2
oo [Hb(0,,) , Be” [Hb
) _
_ Zk&kquI MOLIBI [L] [Hb] [02] i . 2k kOLIBIIMOLIBIID—] [Hb] [02]
= - s hy,
BI [Hb(02)2] I II [Hb(0 2 j[
especies trioxigenadas
k_[Ab] [0, | Phghggkgg, [H0] [0,1°
_ 0 oo oof g : (4.2.12)

3 ¢ .
w8 [Hb(0,)4] . [H(0,) 5]



especies trioxigenadas com L adicionado

2k k [L] [Hb] [02]

h - o oo aaB aaB
aob
[Hb(0,) 5]

2kgkggkggaMgpi (LT [HE] [0,1°
BBa [Hb (0 ) 31

especie tetraoxigenada

4
j _ kakaakaaﬁkaaﬁﬁ[Hb][b2]
aaBB '

especie tetraoxigenada com L adicionado

h _ kakaukaaékuuBBMaaBB _
aaBB
[Hb(0,) 4] _ 1+Mm88[L]

As variaveis

n =Jj+ h
As variaveis
h] = ha + h8
h, = h + h + h + h , etc
2 oo BB uIBI GIBII

(L) 6T [0,1° M, ppTL]

87

(4.2.13)

(4.2.14)

(4.2.15)

(4.2.16)



88

sao definidas de acordo com a equacao geneéerica

h = I h, n=1,2,3,4 (4.2.17)
n - n

Temos tambem as entropias e energias livres de mistu-

ra
us, = R (pn(p) + atn(q)) (4.2.18)
uG, = TPSO (4.2.19)
WS = R(3En(3 )+, () +3 en(3g)+h en(h ) (4.2.20)
uG, = Tus, (4.2.21)

uS, = R(Jaaﬂn(aaa)+JéB£n(JBB)+JaIBlﬂn(JaIBI)t
+ n{j Y¥h_&n(h_ J)+h,. £n{h, )+h £n{h )+

cﬁBII uIBII oo ac’ BB 88 uIBI GIBI |
h n(h (4.2.22
7 A NPRELICH.) ( )
uGZ = TuS2 (4.2.23)

WSy = R a3 oe) oo gnh o) +ige En(Ggq J+hoo tn(hy . ))

u63 = TuS3

h

u34 - R(jaaBBEn(jaaBB)+hauBB£n( aaBB))

u64 = TuS4
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e as variaveis

_ 0 0
oHy = h DHo + hoDHY (4.2.24)
oH., = h DH +h oH® +h_ DH®  +h DH® 4.2.25
RN BRTBE opByarfy arBrpogbyy ( )
- 0 0
oHy = ho o DHo o+ oo DHOoo (4.2.26)
oH, = h DH® (4.2.27)

4 aaRR aofB

0
B 2
te heterotropico L segundo os equilibrios (4.1.18), (4.71.19) e

onde DHg . DH etc... sao entalpias padrao de adicao do agen

(4.1.27)...{(4.1.33). Do mesmo modo, obtemos GS?, etc... e OG?

0
B

0

g ,etc.

etc..., substituindo DHg , DH

0
B ]

etc... por Dsg , DS
ou por DGZ » DG etc...

0 simbolo £, colocado antes de um parametro termodina
mico, indica uma somatoria em todos os passos que levaram £QUE

Ta determinada especie quimica. Assim, por exemplo

B 0 0 0 0
ZGaaBB = AGa + AG +AGauB +AGGGBB (4.2.28)
H = aHO + aH? + AHC (4.2.29)
Brorfrr B Brog Braghrg

Antes de passarmos ao enunciado das equacoes para 0S
parametros termodinamicos de oxigenagao, falta definir as en-

talpias, entropias e energias livres de interacao alosterica e

0 . 0 0 0
fetiva (H34 12 » 534’]2 e 634 ]2) e reais (Haas ,S(mB > GaaB
0 0 0
€ HuuBB ? SuuBB * GauBB)
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o _ AyO o _ ,,0 _ ,.0
MOy 1o = AHG + aHY - aHd - aHD

534 _ Asg + ASZ - AS? - Asg (4.2.30)
0 _ 0 ,p0 _ .0

634 12 = 063 + AGY - 4GS - AG)

0 S - R A - as® a0 A - )

Hoag = OHiqg ™ AHg 5SS o= BSL o=0S% 308 - A(% (84.2.31)
0 ) 0 . ,c0 0 0  _,.0 .0
Howgp = Mogssfos 5 ASguge = AS0 g 0S0g 3060 co=AG) oo=AGag

Em termos das variaveis acima definidas, os parametros

termodinamicos de oxigenacao sac dados pelas Seguintes equa -

= naAHa + nBAHB + UH] OHO (4.2.32)

=
%]
1

0 0 . ' L
LN AS + nBASB+ 05,-05 =S, +uSO+R(h]—q)zn[L]+R£n2+R£n-E (4.2.33)

° n_AG +n AGO+UG1—UGO+UG]-uGO—RT(h]—q) n[L]+RT£n2-RT&n —l (4.2.34)

AG] T R e g
AHO = n ZH ZH. _+n ZH +n nH -n AHOn AHO+0H ~oH
2 7 Moo Maa® gs BB apBp 0B o, B ! a o BB 270
171 I"11 I”11
(4.2.35)
ASO = n S +n_.%S__+n %S +n nS -n ASY +
2 ag oo RBTTRA OLIBI ay 8[ OLIBII OLIBII o o

0
? -
nBASB+US US] u52+uS]+(nOLIBI OLIBII)RJZn REn2 +
R(h,~h)en[L]+ Ren 5 (4.2.36)



AG

AH

AG

AH

0
2

w Q

w O

n

G +n
ao oo B

8 ZGBB+n

-n AG -n AGB+GG2 OG]+UGZ—UG]—(n

+RTLN2 = RT (h,-

naaBZHaaB+nBBaZHBBafnaa

n

naaBZSaaB+nBBaszBa“naa %S

n

R

naaBZGuaB+nBBaZGBBu_nda

n

RT(1-n

ZH

B

IH
afr; o

7S
aBrp o8

{1-n -n
@By

G
afrp o

-N
afy

aaBp aoB

+ aH,-

oH

G

arbr

2

ZH

arby

6104

oo

+05S 052 p53+U52
11

o Jn2 + Ren 3
A1PIT

Bi1

)£n2 - RT4n

arBrr

ZH@uBtnBBa

LG

EHBB&

+Nn
arfry

2
3

“Mag

+{h

LG +
@By

+n JRTLNZ +

arfy opfyg

%H

3

-nBB IS

-h

n TH

- +
S 1 S (5

%S

- n .
BB QIBI aIBI

o) Ren[L]+

%G

-n__ILG_.-n
oo BB BB uIBI “IBI

3

+oH

2

.

+0G3~0G2+UG3—UG2 (h3

oH

ho)RTEn[L] +

+

+
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(4.2.37)

(4.2.38)

(4.2.39)

(4.2.40)

(4.2.41)
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3= ZSaaBB"naaszsuas_nsBuZSBBa+OS4"OSB - uS4 + uS3 +

REn 2 + (hy=h,)REN[L] + Ren 4 (4.2.42)

AG EG&&BB_naaBZGaaB"nBBaEGBBa+ GG4-UG3+ uG4—pG3 +

- (h,=h,)RTLn[L]+RTgn 2 - RTLn 4 | (4.2.43)

H _ 0 o}
34,12~ Hogettt

aa88+(nua -

J(ZH +

gg J(ZHggmZH )

)+n

+n (ZH  +ZH__-2IH
aa arBri oy

88 (ZHaa +ZH_ -2IH )+

BE aIBII

+ oHy= 20H, + OHO (4.2.44)

0 _ <0 o _ -
S34,]2 - Saa8+%m188+(qla %B)(ZSBB ZSGQ)+

+n (S +IS -2 5
Qo

- 215
OfrIBI o

)+ n

81 (ZSaa+ZS

)

s
BB oy B by

+ 054-2052+050~US4+2p82-pSO+(h4—2h2+q)Rﬂn[L] +

- (n, g+ N g JR2Zn2 + REn 36 ' (4.2.45)
1 IP11

0 0 _
=G G M ZG EGQG) +

0 —
38,12 = B tCaapp™(Maa"es! (£0gg

+n (ZG  +2G, _-22G )+n
oo

(2G_ 426G, -2LG } o+

B8 ““Carby;

-+

UG4—2062+GG0+uG4"2uGZ+UGO—(h4“2h2+Q) RTAn[L] +

+(n__ +n JRT2£n2 - RTLn 36 (4.2.46)
apdp arbrg
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4.3 - Aproximacoes

Nas equagoes (4.1.17), (4.1.34), (4.1.35) e (4.1.36)
ha 17 vériﬁveis incognitas (as quatro constantes de Adair e a
constante MaaBB sao, em muitos casos, determinaveis experimen-
taimente). Por este motivo fizemos duas aproximagoes que permi

tem obter as constantes de equilibrio intermediarias ka, kB ,

etc..., como fungao das constantes de Adair.
4.3.1 - Primeira ‘Aproximacgao

As constantes de equilibrio de adigao do agente hete-
rotropico L sao eliminadas (das equagoes para as constantes de
Adair) atraves da suposicao de que as constantes de equilibrio

intermediarias sdao funcgoes parametricas da concentracdao de L.

Nas equacgoes (4.1.35) e (4.1.36), o produto kB kBBkBBa

e substituido por k_k k (k_ k_ k., = kk k .
a “apBp TBpapByy ' B BB BBo TararBy BrorByg

ver FIGURA 4.1.1)

Desta forma, obtemos equacoes para as variaveis

Cr=Kys =Ky, €3=K KaKg e =Ky KKsky
Cp = 2k, + 2k, (4.3.1)
Cp = Ky Kotk g+ 2Kk oty (4.3.2)
3 = 2k, Konkuar 2Rk, K6 g (4.3.3)
C4 - ka Ko kuaB kauBB (4.3.4)
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Atraves deste procedimento, ficamos com nove incdgni-

k . k k k

tas: k .k s s
RB aIBI

) 3 k > k ,k
a’ B oo aIBII aaB BIQIBII aofB

Fazemos, a seguir, as seguintes aproximacoes "fortes":

i)ku = kua; jsto esta baseado no fato de que a quantida

de e os tipos das pontes salinas quebradas quando uma subunida

de e oxigenada sao independentes da ocupancia da outra subuni-

dade o?3.

ik, = k : 0 trabalho de Pemn123
B aIBI

¢ao alosterica ocorre atraves das interfaces a By; © nao das

mostra que a intera

interfaces uIBI

As aproximacoes "fortes" permitem que o numero de in-
cognitas seja reduzido para sete e que as equacdes (4.3.7)...,

(4.3.4) sejam reescritas como

C, = 2ku + 2kB 7 (4.3.1)
Y -

Co = k * 2kak8+ kBkBB+ ZkakaIBII (4.3.5)
. o2 |

Cy = 2ka kaaB + ZkakBkBIaIBII (4.3.6)

2

Cs = kg Kuoekauss (4.3.7)

0 numero de incognitas e reduzido para quatro,atraves

das seguintes aproximacoes "fracas":

ik, = k ; as consequencias’ desta aproximacao e suas

BB
provaveis causas serao comentadas na secgao seguinte, em que a
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a . - . . .
1- aproximacao e aplicada e dados experimentais.

i1)A interacao alosterica e independente da ocupancia de

, mas e dependente da ocupan

= Kog )

outro sitio a(kaaB = kaIBII = kaB)

cia de um segundo sitio B(kBIOtIBII = kauBB

As aproximacoes "fortes" e "fracas" permitem gque te-
p ¢ 4 & q

nhamos um sistema de quatro equacoes e quatro incognitas

Cy = 2k + 2k, (4.3.1)
C, = k2 + k2 + 2k k,+ 2k K (4.3.8)
2 o B o B o aB T
C3 = 2k k1o + 2K Kokl (4.3.9)
Cq = ki kig Kig (4.3.10)

cuja solucao e
c ¢
Cs -7 1% 7
K, = 5 (4.3.11)
8
4c c
N,
7 2
5 4
Co -1
Cy
KG':T- kB (4 3.]2)
f
C._ 2.
2" Z
s = (4.3.13)
] 8
Cq
KG,B = ﬁ:— (4.3.]4)

S
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4,3.2 - Segunda Aproximagao

Ainda nao foram projetadas experiencias que permitam

determinar as constantes de equilibrios Ma, M Maa, etc.... ,

B!
das reagoes (4.1.18), (4.1.19) e (4.1.27)... (4.1.33). 0 que
se determinou experimenta]mente35 sao as constantes de equili-

M, e M, das reagoes

brio M, My, My, Mg .
Hb + L «— Hb L (4.3.15)
Hb(0,) + L <— Hb(0,) L (4.3.16)
Hb(0,),+ L «— HB(0,),L (4.3.17)
Hb(0,) g+ L <= Hb(0,) 5L (4.3.18)
Hb(0,) 4+ L — Hb(0,) ,L (4.3.19)

sendo que M4 = MaaBB

Do equilibrio (4.3.16). temos que

~ [Hb(0,)L] ~ [a05088L]+ [aaB0,8L]
M1 Dib(0,) )1 [ 0,0pe]l+ [aa0,8] (L]

(4.3.20)

Das equacoes (4.1.18), (4.1.19), (4.1.14) e (4.1.15),

temos que
[a0,apBL] = 2k M_[HB] [0,] [L] (4.3.21)

[@aB0,8L] = 2k M, [1b] [0,][L] (4.3.22)

Introduzindo as equagoes (4.3.21),(4.3.22),(4.1.14) e
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(4.1.15) na equacao (4.3.20), obtemos

M 2k tMg2ky M 2k Mg2ky (4.3.23)

B K,

M]=

2k +2k
o

Nestas :equagoes e nas que se seguirao, as constantes
de equilibrio intermediarias foram supostas funcgoes parametri-
cas da concentragao de L (como na aproximacao anterior). A bar

ra superior em k, e K, indica o valor em que [L] =0

8
0 valor de k; e suposto independente da concentragao
de L. Esta aproximacao pressupoe que uma molecula de fosfato
organico (DPG ou IHP) & deslocada da interface BB quando a pri
meira molecula de oxigénio e adicionada a uma cadeia B (nao sen
do deslocada quando uma molecula de oxigenio e adicionada a

uma cadeia a).

A aproximacao seguinte e que k, e kB sao da mesma

ordem de grandeza mas M6 << Ma . Esta aproximagao tem a mesma

B
justificagao que a anterior.

Tendo sido feitas estas consideracoes, a equacgao

(4.3.23) se transforma em

M, = & ¢ | (4.3.24)

A seguir, nos consideramos que Ma = MO . Isto se jus-

tifica se supormos novamente que o deslocamento de uma molecu
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la de fosfato da interface BR independe da ocupancia das ca-
deias o, pois este fato so ocorre quando uma molecula de oxige

nio e adicionada a uma cadeia R.

Podemos agora ter uma equacao para Ka em funcao de va

riaveis que podem ser conhecidas atraves da experiencia
_ ]
K = 11 (4.3.25)

Acrescentamos as aproximacoes acima descritas as apro
ximacOes "fortes" da segao anterior e a suposigao de que

K, = Esta Ultima hipotese se justifica se tornarmos a

K
B BB
considerar que uma molecula de fosfato organico e deslocada da
interface BR quando uma molecula de oxigenio e adicionada, pe

la primeira vez, a uma cadeia R. Ficamos assim com um Sistema

de equacoes formado pela equacao (4.3.25) e pelas equagoes

Cy = 2k 42k, (4.3.1)
2= |
Cp = KgtkgkgiZhgkgr2k, Ky g (4.3.26)
C, = k% k_ .k (4.3.7)
4 7 "o “aaB oaBR T

Este sistema de equacOes admite a seguinte solugao

Ky H, |
K = 2 (4.3.25)
Ky (MM

K, =K, = 1 - 0°1 (4.3.27)

BB B oM

o}

KM -k M

K = To ~171 (4.3.28)

B 2M
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C.-k“-2k k.-k, K
Ky g = c o o8B BB (4.3.29)
AIPII 2k
Q.
Cq
Koag Keags = 7" (4.3.30)
o
E interessante notar que, como
k M .
R (4.3.31)
kg MM,

a relacgao Ka/KB, segundo a 28 aproximacgao, depende apenas das
constantes de equilibrio (de adi¢ao do agente heterotropico L)

MO e M]

4.4 - Confronto com os Dados Experimentais

Com a aplicacao da Priméira e da Segunda Aproximacoes
a dados experimentais obtemos valores numéricos das constantes
de equilibrio e parametros termodinimicos dos equilibrios in-
termediarios. Estes resultados, por sua vez, permitem estudar

a validade das suposicoes feitas no capitulo anterior.

Na TABELA 4.4.1 estao expostos os resultados obtidos
com a aplicacao da Primeira Aproximacgao aos dados de Tyuma,Imai
e Shimizu25 em concentracoes crescentes de DPG. A primeira e a
segunda colunas mostram a acao seletiva do DPG sobre as ca-
deias B; a energia padraoc de oxigenacgaoc das cadeias a(AGg) pou
co varia com a concentracao de DPG, mas a energia livre padrﬁo
de oxigenagao das cadeias B decresce (eﬁ valor absoluto) cerca

de 50% quando a concentracdao de DPG atinge o maior vaior da ta
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bela. A diferenca entre aGg em AGE € uma fungdo crescente da

concentracaoc de DPG.

L . = 00! 0 o
= =A
A energia livre de oxigenacgao 86, &GGIBII Gaas re

presenta a adicao da segqunda e da terceira molecula de oxige-
nio; o seu valor absoluto e decrescido em cerca de 30% quando

a concentracao de DPG e maxima. A energia livre de oxigenagao

o" o] o]
=4 =4
AGuB GBIGIBII GaaBB

da quarta moléculas de oxigenio, mantem-se praticamente inalte

, que representa a adicao da terceira e

rada. Isto se deve a gque, como mostram o0s valores da TABELA

2.4.2, na Ultima etapa de oxigenagao a maior parte das moléecu-
1]

8 e, em to

das as concentragoes de DPG, menor do que a energia livre de

oxigenagao das cadeias B isoladas; este efeit037, denominado

las de DPG ja foi deslocada das interfaces BB.AGS

"quaternary enhancement", foi comentado no capitulo I.

Uma comparagao entre as duas ultimas colunas da TABE
LA 4.4.1 mostra que a interacao alosterica GZ; e menor do que
a interacao alosterica efetiva Gg4’]2 e que esta diferenga au
menta com a concentracao de DPG. De acordo com as aproximacoes
"fortes” e "fracas" da Primeira Aproximagao, as equégﬁes para

0os parametros termodinamicos de interacao alosterica (equagoes

(4.2.44), (4.2.45) e (4.2.46)) transformam-se em

< o' o" _ 0 _ 07_ o'
34 72° Hu8+HaB+2(nm1nBB)(AHB LK) ZnGIBIIH“B (4.4.1)
0 _ OI 0" 0_ 0 ) 0.
S34=12H SHB+SGB+2(naa"n88)(ASB Asu) znuIBII Sa8+
+ 2uS,-R(n +n )22n2 + REN36 (4.4.2)
2 apBy opBpg



0 o' o"

631,127 GaptGup*2(ny Nag)

- 2u62+ (na

onde

o' _ 540" _,,0
Hap = AH g~ 0Hg
o' _ o' ,.0
S = ASupT8%g
o' _ o' , .0
Gug = AG g 4G

n =

Ao

"gp~

na =

171

n B =
“IPIT (k +k
o

+n
181 o1Bpg

GAGE—AGE)- 2n 6°

JRT2&n 2 - RTEn 36

aB oB B

0!] OII 0

o
1]
>
<]
1
>
o

(ka+k

2 .
8) + 2kaka8

2
kB

(ka+k

2 .
g) 2k koo

2K k
o

(ka+k

5 B
B) + 2kaku8

2k k'
o

oB
7

B) * Zka&B

+
uIBII o B
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(4.4.3)

(4.4.10)

Na TABELA 4.4.2 estao expostos os termos dominantes

da equagao {(4.4.3).

A associacao entre os termos

cooperativos

. . . . ~ ~ . o}
e anticooperativos permite que a interacao alosterica Ga" se

8 Pl

_ - ~ . . 0
ja grande comparada a interacao alosterica efetiva 634,]2- 0

termo 3 (anticooperativo) resulta da nao equivalencia

funcio-

nal das cadeias o e 8. 0 termo 4 (anticooperativo) resulta de
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- - !

a energia livre de formagao da especie a 0, a B B 02 (AGOB )
_ I I1 1 11° ¢
‘a partir da especie aOZaBB ser menor do que a energia livre
de formagao da especie o 0,0 R O,R (AGO), 0 que da origem a
) i 11111 B

uma nao equivalencia funcional das cadeias B. A soma dos ter-
mos anticooperativos da TABELA 4.4.2 aumenta com a cOncentra -
¢ao de DPG; apesar disso, a hemoglobina torna-se mais coopera-
tiva em concentragoes de DPG crescentes porque, segundo a apli
cagao da Primeira Aproximacao aos dados de Tyuma, Imai e Shimi
zu a cooperatividade aumenta com concentragao de DPG, de forma
a sobrepujar a anticooperatividade. A Primeira Aproximagao nao
pode ser aplicada aos dados de Tyuma, Imai e Shimizu sem que

fossem fejtas corregoes as constantes de Adair (dentro do erro

experimental) que estao indicados na TABELA 4.4.1.

Na TABELA 4.4.3 estao expostos os resultados obtidos
com a aplicagcao da Primeira Aproximacao aos dados de Imai e
Yonetani33 em que a concentracao de Ht Qaria na faixa do efei
to Bohr acido. Em concentracoes crescentes de Bt (valores de-
crescentes de pH) tanto o parametro de Hill quando 634’]2 ten

dem a ter a sua magnitude aumentada, i.e., a hemoglobina tor-

na-se mais cooperativa. Os valores das interacoes alostericas

GSB e GSB acompanham esta tendencia. As energias livres de
. - o} o o' o" .
oxigenacao AGG . AGB ’AGGB e AGaB diminuem (em valor absolu-

~ + .- - -
to) com a concentragao de H' ; como ja foi visto na secao 1.4 ,

]

a hemoglobina Tibera oxigenio quando o pH diminui. GZB mantem-

-se praticamente insensivel a uma variacao de pH, o gue esta

de acordo com o fato de que, similarmente ao que ocorre com
+

DPG, AH, (TABELA 2.4.1) mantem-se constante em diferentes valo

res de pH. A segunda e terceira colunas da TABELA 4.4.3 mos-
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tram que tanto AGg quanto AGE variam com o pH, mas a variacgao
AGg e majior, ou seja, 0s resultados obtidos com a ‘rimeira

proximagao indicam que, assim como os efetores DPG e IHP, 0
efetor H' age mails intensamente sob as subunidades Bdo gue sob

as subunidades «a.

Na TABELA 4.4.4 estao expostos os resultados obtidos
com a aplicacao da Primeira Aproximagao aos dados de Imai - e

4%uipresenga de C1 e ausencia de DPG e IHP. Como este

Yonetani
trabalho experimental fornece a variacao das constantes de Adair

entre 10 e 35°C, foi possivel obter as constantes de equili -

brio intermediarias k , k., k', e k" nesta faixa de tempera-
o B “aB aB

tura e, consequentemente, os parametros termodinamicos AHZ s AH; s
Ol 0" 0 0 OI OII
AHO:B ) AHaB ’ ASa , ASB ’ASaB e ASGB

Na FIGURA 4.4.1 estao expostos os graficos de Van't

Hoff das constantes de equilibrio ka, k k! e k& e as re

B’ "oB B -
tas ajustadas com o auxilio do metodo dos minimos quadrados.Na

TABELA 4.4.5 estao expostas as respectivas entalpias e entro -
pias de oxigenagao. Na TABELA 4.4.6 estao expostos os termos

dominantes das equacoes (4.4.1), (4.4.2) e (4.4.3}. 0s termos

e HZB ) sao grandes

B
0s termos entalpicos anticooperativos, por sua vez,tSE

entalpicos de interagao alostérica (HgB

. . 0
(em valor absoluto) comparados aos termos de energia livre Ga

B
bem envolvem diferengas de energia maiores do que os respecti-

0
e G
o

vos termos de energia livre. A curva de saturagao fracional for

0
8 e Gas se to-

marmos como exemplo a Primeira Aproximagao) envolvidas na in

. - . 0
nece informacoes sobre as trocas de energia (Ga
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teracao alosterica descontadas as contribuicoes entropicas;nao
ha dados experimentais sobre as entalpias de interacao aloste-
rica dos equilibrios intermediarios, mas uma analise como a
que fizemos permite mostrar que estas sao grandes comparadas

com aquelas.

Na TABELA 4.4.7 estao expostos os resultados obtidos
com a aplicacao da Primeira Aproximagao a seis casos do traba-

27 .= . . ~
, as condigoes experimentais de cada caso estao

Tho de Imai
indicadas na TABELA 4.4.8. Nao foi possivel obter 05 erros teo
ricos associados aos erros experimentais das constantes de Adair
porque os dados de Imai nao estao na forma de constantes de
Adair mas de entalpias e entropias de oxigenagcao. As energias
livres da TABELA 4.4.7 concordam, de forma geral com os resul-
tados obtidos com o0os dados de Tyuma, Imai e Shimizu@iUma dife-
renca importante entre estes dois conjuntos de resultados e
que, como se pode ver comparando as TABELAS 4.4.4 e 4.4.7, no
0 o'

0“
B ? GaB € GaB

meiro; isto indica que os resultados obtidos com o trabalho de

segundo cado AGg - AG sao maiores do que no pri
Imai sao melhores do que os obtidos com o trabalho de Tyuma ,
Imai e Shimizu pois, como veremos adiante, uma das falhas da

Primeira Aproximacao esta em superestimar a magnitude da dife

ranca AGg - AGE Um exame das TABELAS 4.4.7 e4.4.8 mostra que
AGg - AG; toma o seu menor valor absoluto quando sao minimas

as concentracoes de C1 e H+ e os efetores DPG e IHP estao au
sentes. 0s resultados obtidos com o trabalho de Tyuma, Imai e
Shimizu indicavam que DPG causa um aumento na magnitude dos

termos cooperativos e anticooperativos, sendo que estes sao su

perados por agqueles. Uma tendencia oposta e indicada, pelos pre
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sentes resultados, para o efeito de IHP em pH 6,5; a compara -
¢ao dos casos 5 e 7 da TABELA 4.4.7 mostra que o efetor IHP
—_— . - . . ol oll I\:!O
causa um drastico decrescimo nas magnitudes de GGB’GGBEEG34,]2’
0 que esta de acordo com o efeito, ilustrado na FIGURA 2.4.1 ,
que este agente heterotropico tem sobre a afinidade da hemoglo

bina por oxigenio.

0s dados recentes de Imai tem uma caracteristica que
nao esta presente em trabalhos anteriores. Como mostra a TABE
LA 4.4.9, em todos os-sete casos experimentais as entalpias
(ng,]z) e entropias (524,]2) efetivas de interacdo alosteri-
ca sao positivas, ou seja, a interacao alosterica efetiva e
um processo endotermico. Na FIGURA 4.4.2 estao ilustrados 0s
graficos da Vant't Hoff de (k4k3)/(k1ké) para 4 casos de Imaij;
as retas tem inclinacao negativa.e, quanto maior @ 634’]2, me
nor € a inclinacao (em valor absoluto); esta tendencia & opos-
ta ao que foi previsto com base no modelo dimerico do capitulo

anterior para uma proteina alostérica que tenha subunidades i

denticas.

Utilizando as entalpias e entropias de oxigenagao for
necidas pelo trabalho de Imai pudemos calcular as constantes
de Adair entre 10 e SSOC; estes resultados, por sua vez, permi

e k" _ em

,k‘ OLB

tiram calcular as constantes de equilibrio ka,k @B

8
varias temperaturas. Fazendo graficos de Van't Hoff destas cons
tantes de equilibrio obtivemos, como fizemos com os dados de
Imai e Yonetan$§ os parametros termodinamicos dos equilibrios
intermediarios (AHZ, etc ... e ASZ , etc...) segundo a Primei-

ra Aproximacao.
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Na TABELA 4.4.10 estao expostos os termos dominantes
das equacgoes (4.4.1), (4.4.2) e (4.4.3) assim obtidos para os
casos 4 e 5 de Imai (TABELA 4.4.8). No caso 5 os resultados sao
semelhantes aos éxpostos na TABELA 4.4.6 com a diferenca ' que
agora os termos anticooperativos se op0em aos termos cooperati
vos, fazendo due H§4’12 e 524,]2 sejam positivos. No caso 4 to
dos termos que contribuem para‘Hg4’]2 e 834’]2 , excetuando-se
os da ultima coluna, sao positivos, de forma que as energias 17

vres de interacdo alostérica 62, e G°
af af

1

sao determinadas en

tropicamente.

0 As aproximacoes "fortes" e “fracas"” que fizemos na
\ .

secao 3.1 impoem cinco restrigoes aos sistemas de equacoes (4.3.1)
...(2.3.4). Na FIGURA 4.4.3 estao expostas as energias livres

que levam da deoxi a tetraoxihemoglobina. Uma caracteristica

1] 0 _ 0 n
8e g € 8Gagha = Bgq

taoc de acordo com o valor experimental para a oxigenagao da es

marcante desta figura e que AGga zAGE es-

pecie Hb(02)3 que e o limite superior para as energias livres
de oxigenacao, mas AGEBG esta bem acima deste limite. Isto o-

corre devido a aproximagoes “fracas"AGg::AGgB' ga&;ﬂegﬂﬁell
. OII

sAGaB . Como :consequencia das aproximacoes "fracas" a rela-
1 n
0

¢ao AGZ - AGE e as interacoes alostericas GZB e GaB foram

superestimadas.

e AG

Na TABELA 4.4.11 estao expostos 0s resultados obtidos
com a aplicacao da Segunda Aproximacao aos dados experimentais
de Tyuma, Imai e Shimizu25. A principal diferenca entre estes

resultados e os resultados obtidos com a aplicacao da aproxima
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¢ao anterior aos mesmos dados experimentais e que, como se po

de verificar comparando a quinta coluna da TABELA 4.4.11 e a

0 E‘;

B

para a Segunda Aproximagao, menor (em valor absoluto) do que

sexta coluna da TABELA 4.4.1, a diferenca entre AGZ e AG

para a Primeira Aproximacao. Comparando-se a sexta coluna TABE

LA 4.4.11 e a quarta coluna da TABELA 4.4.1, verificamos que

05 valores de AGZ 8 ‘(que na Primeira Aproximacao corresponde
. I"11
a AGZB ) sdao aproximadamente iguais. Nao e possivel, com a Se

gunda Aproximagao, obter separadamente os valores de AGZ&B

AGZ&BB mas, mesmo asim, o decrescimo de 2 Kcal/mol no valor ab

0 _ 0
soluto de AGaaBB + AGaaBB

deve ser atribuido a AG° .
ool

, entre [DPG]= 0,0 mM e[DPG]=1,0 mM,

0
anBp?’

serem pequenos os valores experimentais de Mq, nao seja sensi-

ja que espera-se que AG por
vel 3 variagao de [DPG]. A especificidade do efetor DPG sobre
a interface 88 e uma condigao imposta a Segunda Aproximagao ,
ao paéso que para a Primeira Aproximacgao e um resu]tado decor-
rente dos valores das constantes de Adair; a compéragﬁo entre
a segunda e a quarta colunas da TABELA 4.4.11 e a segunda e a
terceira colunas da TABELA 4.4.1 mostra que os valores de AGg
sao aproximadamente iguais para as duas aproximacgoes, mas 0s

valores de AGY obtidos com a Segunda Aproximagao sao signifi-

B
cativamente menores do que os valores de AGE obtidos com a
Primeira Aproximacgao; isto ocorre porque a Segunda Aproximacgao
= . =~ " n 0 0 o"

a = =
nao contem a aproximagao "fraca AGaaBB AGBI”IBII AGaB

que, como ja foi comentado, constrange o valor de AGE
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TABELA 4.4.1
o 262 263 1o 260, | 86206 0, Qy | 4o
nM Kcal/mol Keal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol, Kcal /mol Kcal/mol Kcal/mol
0,0 -6,24+0,05 -3,41+0,53) -6,60x0,17| -9,06+0,27 1m,mwwo,ma_ -3,19+0,56| -5,65+0,60| -3,48+0,52
0,2 -6,13+#0,04| -2,17+0,55| -5,3820,42| -9,52+0,45; -3,960,55| -3,21+0,69! -7,35+0,71| -4,23+0,52
0,5 -5,89x0,11] -1,72+1,02; -5,24£0,71} -9,27+0,76| -4,17t0,10{ -3,52+1,2 | -7,55+1,3 | -3,57+0,90
1,0 -5,88+0,09( -1,53+0,94| -4,76+0,86| -9,66+0,88} -4,340,95| -3,23+1,27| -8,12+1,29} -4,70+1,06

Resultados obtidos com a .aplicagao da Primeira Aproximacao aos dados de Tyuma, Imai e mr:iNcmm.

Nos seguintes casos as constantes de Adair foram corrigidas dentro de erro experimental

0,5: k

| DPG| 0,0147- 0,0013 ; xm 0,0213 - 0,0065 ; k, = 0,0195 + 0,0089

1 3

0,00719+ 0,00405

il

{DPG |

1l
—
-
o
~
—
il

0,0139- 0,0010 ; Ko
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af

UL

DPG Termo 1 Termo 2 Termo 3 Termo 4 ~RT 1Tn(36)
mM {Kcal/motl) {Kcat/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mot) (Kcal/mol)
C,0 -3,19+40,56 -5,65+0,60 +1,19+0,23 +4,98+0,90 2,12
0,2 -3,21+0,69 -7,35+0,71 +5,07+0,70 +2,3140,50
0,5 -3,52+41,20 -7,55+1,30 +5,01+0,12 +2,82+0,96
1,0 -3,2341,27 -8,12+1,29 +6,69+1,50 +1,49+0,60

TABELA 4.4.2

Termos dominantes da equagao(4.4.3) :

) = 0, = - 0 - 0

oTermo 1 Gy g 1 Termo 3=2(n_ :mmVA >mm AG )
Termo 2= 9y Termo 4=-2 n 62!
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0 0 0, 0, OI 0 0, Ou 0
& a6, AGg A6 g AGyg |G, -0Gg Gy g B8 34,12 | "
8,8 -7,08 _5,62 7,65 9,83 -1,46 -2,03 4,21 -3,27 2.73
8,4 | -6,92 5,46 ~7,72 -9,69 1,46 2,26 -4,25 ~3,13 2,75
B,0 | -6,87 4,86 ~7,15 9,57 -2,01 ~2,28 4,71 3,41 2,83
7,65 -6,67 4,24 -6,70 9,44 2,472 2,45 -5,20 ~3.61 2,91
7.4 1 -6,35 3,67 ~6,40 9,40 2,68 -2,73 5,73 -3,88 3,05
7,2 1 -6,35 ~2,80 6,14 -9,10 3,55 3,36 -6,30 3,64 2,99
7,0 | -6,34 -1,53 -5,88 -8,78 4,81 ~4,35 -7,25 -3,35 2,86
6,8 | -6,19 -2,37 -5,68 -8,71 3,82 -3,32 -6,35 3,44 2,88
6,7 | ~5,97 1,64 5,79 -8, 80 4,33 ~4,15 -7.,16 3,82 3,04
TABELA 4.4.3 33

Resultados obtidos

As energias livres

com a aplica¢ao da Primeira Aproximacdo aos dados de Imai e Yonetani®>:

sao dadas em Kcal/mol.
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TABELA 4.4.4

T(°K) a6, 86, 6o 860, 86,-06 o Cog 634,12
Kcal /mol Kcat/mol Kcal/mol Kcal /mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal /mol Kcal/mol
283 -6,44%0,02| -3,88+0,28 | -6,960,11| -9,69+0,19 | -2,5640.29| -3,08+0,30| -5,80+0,34, -3,76+0,60
288 -6,38+0,04| -3,81+0,45 | ~7,1240,13| -9,43+0,25 | -2,57+0,25| -3,3040,47| -5,62%0,52| -3,43x1,12
293 -6,3740,04| -4,17+0,31 | -6,99+0,13| -9,2940,20 | -2,1940,31| -2,82:0,33] -5,12+0,37| -3,40+0,08
298 -6,23+0,03| -3,9340,33 | -6,83+0,13| -9,23+0,21 | -2,29+0,33| -2,89+0,35| -5,30t0,39| -3,51+0,70
303 ~6,25:0,03| -3,94+0,27 | -6,57«0,12| -9,06+0,27 | -2,31%0,27| -2,63+0,30| ~5,12:0,33| -3,44+0,71
308 -6,13+0,03| -4,04+0,25 | ~-6,77 0,08y -8,78+0,14 | -2,09+0,25| -2,74+0,27} -4,75:0,29} -3,05:0,64

Resultados obtidos

com a aplicagao da Prifieira Aproxima¢ao aos dados de Imai e Yonetani.

.42




FIGURA 4.4.1

Graficos de Van't Hoff obtidos com a aplicagao da Primeira A-

proximacao aos dados de Imai e YOnetan133:(a)ka,(b)ka,(c)kés,

(d)klg-
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TABELA 4.4.5
AHZ = -9,80 + 0,37 AHg = -2,79 + 4,06
As% = 12 1+ 7 As? - 44+ 14
o B
AH® .= 210,77 + 1,45 AH® = -19,32 1 2,51
aB of
OI 0"
2s® = 213 + 5 £s° = -34 8
aB aB
(AHZ-AHE) = -7,01 * 4,45 (ASZ—ASE) = -16 + 14
_0'__ Oll— _
Hog= -7,98 + 5,50 . Hog= ~16.53 * 6,57
538: 17 + 19 Sge” _38 + 22

Parametros Termodinamicos de oxigenacao obtidos com a aplica-

¢ao da Primeira Aproximagao aos dados de Imai e Yonetani.

As entalpias sao dadas em Kcal/mol e as entropias em cal/(mol

0

K)



Termos H é=-7 98+5,50 é——16 +53+6,57
Cooperativos 59 B=-17j19 52 B -38+22
G2 B=-2,90f0,35 6o B—-S ,30+0,40
1
o Oy _
Termos 2(naa—n88)(AHB -AHa)-+2,10t2,48
. 0 _4e0y_
Anticoopera- 2(naa-n88)(1$5B ASa)-+5j7
tivos | 2(n,,"ng )(A'GO -AG_)=+0,69+0,36
-2 n =+13,41+13,5
aIBI OB
-2 Ny g S é—+29+43
1”11 0
-2 n 8 G é—+4 ,86+1,63
“1P11
: T 0 __
Interacao H34,12— 8,90+3,70
- . 0 L :
Alosterica 534’12— 19+12
, 0 _
Efetiva 634,12— 3,51+0,70

TABELA 4.4.6

Termos dominantes das equacoes (4,4.1),(4.4.2) e (4.4.3)cal
culados com a aplicacao da Ptimeira Aptoximagﬁo aos dados
de Imai e Yonetani % em IC171=0,1M, aus@ncia de DPG e IHP e
T=298°K, As entalpias e energias ljvres sdao dadas em

Kcal/mol e as entropias em cal/(mo]oK).
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TABELA 4.4.7

Caso a8, 26, N o8 %8 | S,

Kcal/mo]l Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol | 'Kcal/mol Kcal/mot Keal/mol Kcal/mot
1 -7,31 -6,53 -7,65 -9,63 -0,78 -1,12 -3,10 - ~2,85
2 -6,78 . -5,37 -7,02 -9,72 -1,42 -1,65 ap“wm_ Ja‘z:ww.md
3 -6,18 -4,36 -6,69 -9,21 -1,82 -2,32 -hMmmi! -2,22
5 -5,60 -2,70 -6,02 -8,58B -2,90 -3,32 -5,88 -3,60
4 -5,72 -3,6]1 -5,72 -8,19 -2,11 -2,11 -4,58 -3,28
7 -5,19 -3,63 -4,26 -6,30 -1.,56 -0,629 -2,67 | -1,67

Resultados obtidos com a aplicacdo da Primeira Aproximagao aos dados de Imaf

ver na TABELA 4.4.8 as condicOes experimentais dos sete casos deste trabalho.
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FIGURA 4.4.72

Graficos de Van't Hoff da interacao alosterica efetiva referen

tes a quatro casos de Ima127(ver TABELA 4.4.8).



TABELA 4.4.8

Anions pH 9,1 pH 7.4 [ pH 6,5
2,6 mM C1° 1
0,1 M C1° 2 3 4
0,1 M C1 ,2 mM DPG 5
0,1 M C17,2 mM IHP 6 L7

Condigoes experimentais dos sete casos do trabalho de Imai

27
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CASO 1 2 3 4 5 6 7
H§4,12 +9,1 12,6 |+0,5 |+3,4 |+1,1 |+6,4 [ +0,7
(Kcal/mol)]
0
534’]26 +40 +54 +14 +22 +16 +30 + 8
(cal/(mol K)
0
634,12 |72:8 [=3,5 |=3,7 [-3,2 |-3,7 | -2,5 | -1.7

(Kgal/mo])

TABELA 4.4.9

Valores dos parametros termodinamicos de interacao a-

losterica efetivos segundo o trabalho de Imai

27

Ver

na TABELA 4.4.8 as condigoes experimentais dos sete

casos de Imai.

120
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Q. 0y . 0 0 _ 0, 0
CASO Ho HO 2(n Ngg) BHG AHS ) m:ﬁ:mmgm K34 12
4 +0,19 +1,84 +1,39 -0,24 +3,40
5 -14,00 -13,60 +6,37 +22,4 +1,10
0, -0y - 0] - 0 _ 0, 0
S0s S b 2(n ;hgelfaSyg AST ) m:QHmmgm 534,12
4 +8 +22 0 -10 +272
5 ~35 -25 +17 +56 +16
O_ O__ - 0 - 4] - O_ 0
QO QO NA:QQqu%ADomw DQQ ) ngﬂmﬁmam mwpwgm
4 ~2,11 4,58 +1,39 42,74 -3,29
5 -3,3] -5,88 +1,16 +5,30 -3,61

TABELA 4.4,10

wwégnénmém termos das equacoes

cacao da Primeira Aproximagao aos dados de Ima

.27

i~ .As entalpias e energias livres

vres sao dadas em Kcal/mo) e as entropias em cal/(mol

0

K)

(4,4.1),(4.4.2) e (4,4,3), calculados

com a apli
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o
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ayazB3028,
;0028182 ¢ Cic2B1B20:

131020,B168,° &
o | o __
BGad_ q, 24 AGBB— 3,41
A - o
GﬂlB:i 3,41 GB;af'6=21
0;0,020,8,8, ¢ , € 1028,028,0,
o a102028;02B5 - o
AGazBz_-%;E(ﬂ313201518202} K 5681a2:-9,43
o | 562, 4-11,9
AGQGB=-6,60 G102325182023 BBO.1 >
) v ayaz028,0.8, K
[} - (o]
AGE F-9,43 AG =-9.,0
e gaes \ 863 o,p,170290 LS §
a;0:0,8,0,8,02
a10,62026:0:8, Nexd =-6,2
w 210,0202,8;8-0, \ A a1Boag W 31320251028202‘

O = = -
o EN: ac;‘gﬁw- 9,42

10,020,8,0,8,0;

FIGURA 4.4.3
Valores das energias livres de oxigenacao dos equilibrios in-
termediérios determinados com a aplicacao da Primejra Aproxima

cao aos dados de Tyuma, Imai e Shimizu25, na ausencia de DPG.
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TABELA 4.4.11

0 0 _ 0 0 , A0 AG° 0 0
|0PG | AG, .DmmA | DPG|=0) Dmm Dog-pmm By . m@@m+>o@@mm
mM Kecal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol
0,0 -5,94%01 |-5,74+0,18 -5,740,18|-0,20:0,28 | -6,93#0,20 | -16,33%(,25
0,2 -5,94%0,1 [-5,7420,18 -5,43+0,24-0,51t0,34 | -5,54%0,50 | ~15,3540,26

__. 1

0,5 -5,94+0,1 |-5,74#0,18 -4,1620,96|-1,78+1,06 | -5,67+0,33 | -14,55+0,32
1,0 -5,94+0,1 -5,74%0,18 -3,82£1,27|-2,121,37 -4,45+1,20 | -14,42+0,44
Resultados obtidos com a aplicacao da Segunda Aproximagao aos dados de

Imai
Nos seguintes casos as constantes de Adair foram corrigidas dentro de
|DPG|= 1,0: %

e msﬂaﬂwcmm

1

0,0139+0,0005; k, =

2

0,00719+0,00405

Tyuma,

erro experimental:
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4.5-Conclusoes

0 nosso trabalho sobre o equilibrio Hb/Oz, que tem si
do intensivamente estudado, fol feito de um ponto de vista ain
da nao abordado. Nos nos preocupamos com as consequéncias que
as diferenciagao entre as cadeias o ep tem sobre a variacao das
constantes de Adair e, consequentemente, da curva de saturacgao

fracional, com a temperatura.

E sabido que a aptidao para "fitar" a curva de satura
cao fracional nao e um bom criterio para avaliar a qualidade
de um modelo, pois, tantc o modelo sequencial de Adair3, que @
o mais geral, guanto os modelos de Monod, Wyman e Changeux5 e
Koshland, Nemety e Fi]mer6 e ate mesmo a equacao de Hi1126,que
nao tem fundamento fisico, e 0s modelos de Pau1in940 e &nyeﬂql
baseados em interacoes heme-heme diretas, sao capazes de fi
tar a curva de saturacao fracional. Recentemente, PeHer8 e
weber9 mostraram que a assimetria da curva de saturacao fracio
nal, cuja medida e o parametro A = ]n(k]k4/k2k3), e explicavel

pela diferenciagao entre as cadeias o e B sendo que a argumen-

tacao & desenvolvida com base no modelo sequencial de Adair.

A introdugao da temperatura como uma variavel a ser
estudada revela aspectos importantes do nosso problema. A dife
renca entre as energias livres de adicao das duas ultimas mo]é
culas de oxigenio e das duas primeiras 624312 (equacao 4.2.30)

e, segundo dados experimentais recentes, uma fungcao crescente

da temperatura. Como a interacao alosterica representa uma mu
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danc¢a na afinidade de uma subunidade pelo Tigante induzida pe-
la ocupagao de outra subunidade, o seu calculo e usualmente fei
to através de uma diferenca entre energiasiivres. H3 muitas di
ferengas a que se pode atribuir um significado fisico e, por -
tanto, muitos modos de definir a interacao alostérica. A acao
da temperatura sobre o equilibrio Hb/O2 se revela de uma forma
peculiar, tanto nos dados experimentais quanto na forma funcio
nal das equacoes que deduzimos, sobre os pafﬁmetros termodina-
micos, que denominamos de interacao alostérica efetiva, H

)
34,12°
534,12 © %34,12°

0s graficos de Van't Hoff das constantes de Adair sao,
dentro de uma boa aproximacao, retas. Isto implica em que, de
acordo com a equacao de Van't Hoff (In{k)= - AH/RT + AS/R), as
entalpias de oxigenagao nao variam apreciavelmente com a tempe
ratura no intervalo em que sao medidas (5“4006). Este resulta-
do permitiu que tratassemos as entalpias de aproximagao das
subunidades (AHa, AHB, etc...) como sendo ‘independentes da tem
peratura; mesmo assim, as equacoes para as entalpias de oxige-
nagao, tanto do dimero hipotetico 8y quanto do tetramero tpBos
foram deduzidas a partir das equacoes (3.3.71)...(3.3.4), que
sac muito gerais, e permanecem validas mesmo se considerarmoé
as entalpias de oxigenacao dos equilibrios intermediarios como

fungoes da temperatura.

As equacoes (3.3.30)...(3.3.67) e (4.2.32)...(4.2.46)
sao uma contribuigao para o estudo do equilibrio Hb/0, e o pro
blema das fungoOes correlacionadas que ainda nao havia sido estu

dado com a enfase que dedicamos aos aspectos termodinamicos. A
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questao que nos preocupou e a seguinte: seja uma proteina gque
tenha subunidades sendo que cada subunidade combina-se com um
Tigante com entalpia de adigao AHi(i=1,...,m); como €, por exem
plo, a entalpia da primeira adigcao de ligante como funcao das
entalpias AH.? A resposta que encontramos e uma expansao . do
tipo AH1 = _g} n1.AH1.s aonde cada coeficiente n, e a fracao mo
Tar da espél;e com uma molécula de ligante adicionada a iesima
subunidade. As equagoes para o0s parametros termodinamicos de
oxigenacao dos capitulos 3 e 4 sao, portanto, muito gerais. Na
forma em que esta0o escritas se referem a quaisquer proteinas

do tipo &y ou u282 podendo ser facilmente generalizadas para

outros casos.

0 detalhamento, tanto das equagOes para adicao de oxi
génio quanto das equagbes em que foi incluida a participacao
de um agente heterotropico, esta alem do que pode ser medido
até agora pois as energias envolvidas sao menores do que o po
der de resolucao dos metodos experimentais; todavia, esperamos
que no futuro estas equacoes possam ser aplicadas diretamente

a dados experimentais.

Nos desenvolvemos uma boa parte da argumentagao com
o auxilio de um modelo dimerico ~ que permitiu chegar a equa-
coes simples, comparadas as do capitulo IV, em que estao presen
tes os principais aspectos do problema. Neste modelo, a ambi -
guidade na definicao da cooperatividade nao ocorre; a energia
1ivre de interacdo alostérica e dada pela comparacao, de acor
do com a equagao (3.5.2), entre a segunda e a primeira etapas

de oxigenacao.
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As equagoOes para os parametros termodinamicos de inte

2
i

racio alostérica ((2.3.47),...,(2.3.49) e (2.3.56),...,(2.3.58))

0 0
contem os termos H . SO e G

Sy 8y 8y
interacgao alosterica intersitio. A propria definigcao de coope

que podem ser denominados de

ratividade nos levou a concluir que GgY < 0 (eq. 3.5.4). Com

base no que se conhece sobre o mecanismo da cooperatividade na

o} 6]
Sy Sy

(3.5.5) e {3.5.6)); isto foi confirmado pela aplicagao da Pri

hemoglobina nos assumimos que H <0es < 0 {equagoes

meira Aproximacac e dados experimentais (TABELAS 4.4.6 e 4.2.10),
com excegao do caso 4-de Imai. 0s demais termos das eguagdes aci’
ma mencionadas, que denominamos de anticooperatividade nao a-

losterica, sao devidos a nao equivalencia funcional das ca-

deias § e y e 3 participacio do efetor L.

0 comportamento predito para a variacao da 1interacao
alosterica de um dimero 66 com a temperatura e o oposto do que
se verifica nos dados experimentais de Imai. NOos argumentamos,
com base no modelo dimerico e mostramos, com os resultados .ob-
tidos com a Primeira Aproximacao (TABELA 4.4.10), que isto se

deve ao papel dos termos de anticooperatividade nao alosterica.

0 fato de o numero de incognitas das equacoes (4.4.7)
...(4.4.2) exceder o numero de variaveis que podemos conhecer
nos levou a fazer as duas aproximacoes do capitulo 4. Alem dos
resultados que comentamos acima, estas aproximacoes permitiram
mostrar a acao especifica dos efetores DPG e IHP sobre a inter
face BB. E importante notar que esta especifidade nao & uma condi

cao g priori da Primeira Aproximagao mas o e da Segunda Aproxi
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macao. Em ambas aproximacoes, se invertermos os indices a e 8,
as equacoOes permanecem as mesmas, isto e, as duas aproximagoes
nos dizem gque que as cadeias B tem um comportamento distinto

do das cadeias o mas naoc nos dizem a que cadeia atribuir um de
terminado comportamento; isto foi feito com base em evidencias
experimentais. A Primeira Aproximacao levou aresultados que in
dicam que, sem ter a especifidade de DPG e IHP, o efetor H+ a
ge mais intensamente sobre as cadeias B do que sobre as ca-

deias o; como nao ha dados experimentais sobre a oxigenacao pre

. ~ + -~
ferencial com relacao a H , esta questao permanece em aberto.



(13)
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