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EDSAC II computing center 

(Cambridge, UK) carrying the 
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the myoglobin 2 Å dataset 

(1958).
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P + L  PL Kdiss = [P][L]/[PL]           [PL] = [P][L]/Kdiss

Y = q = [PL]/[Ptotal] = [PL]/([P]+[PL]) = [L]/(Kdiss + [L])   

Y 

ou 

Curva hiperbólica



Para Mioglobina:

Mb + O2  MbO2

Kd = [Mb][O2]/[MbO2]

YO2 = grau de saturação  = [MbO2]/(MbO2]+[Mb])

= [O2]/([O2] + Kd]

= pO2/(pO2 + Kd) 

Y = [L]/([L] + Kd)  curva hiperbólica
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o
u
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Exercício #1

Y = [L]/(Kd + [L])   

Responda:

Para uma proteína como mioglobina que tem 

um único sítio de ligação para um ligante (e 

sem reguladores alostéricos), calcule quantas 

vezes a concentração de ligante livre [L] tem 

que aumentar para o grau de saturação 

aumentar de Y = 0.1 até Y = 0.9 

(ou seja 10% saturada até 90% saturada).

Sua resposta depende do valor de Kd?   



Confere a simulação 

Y vs L 

no arquivo EXCEL

mexendo com o valor de Kd
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p50 Mb = 2.8 torr

p50 Hb = 28 torr

1 atm = 760 torr

= 760 mmHg

= 101,3 kPa

pO2 atm = 20% atm

= 150 torr

(Christian Bohr, nomeado 3 vezes para o Prêmio Nobel)

(pai do Niels e avó do Aage) 

Ligação de O2 a Hb em pHs diferentes 



p50 Mb = 2.8 torr

p50 Hb = 28 torr

1 atm = 760 torr

pO2 atm = 20% atm

= 150 torr



Modelos para explicar as curvas de ligação de oxigênio a Hb

-Hill equation (1910, Archilbald Hill) (“all or none” binding)

-Adair equation (1924, Gilbert Adair) (sequential binding)

-MWC Model (1964, Monod, Wyman, Changeux) (symmetry model)

-KNF Model (Koshland, Nemethy, Filmer) (induced fit, sequential model)



Modelos para explicar as curvas de ligação de oxigênio a Hb

-Hill equation (1910, Archilbald Hill) (“all or none” binding)

- Prêmio Nobel em Fisiologia ou Medicina para seus estudos sobre 

a produção de calor e trabalho mecânico em músculos.



Hill Equation

Para uma proteina que pode ligar mais de um (n) ligantes:

Hb + nO2  Hb.nO2

Kdiss = [Hb][O2]
n/[Hb.nO2] [Hb.nO2] = [Hb][O2]

n/Kdiss

YO2 = grau de saturação  = n[Hb.nO2]/n([Hb.nO2]+[Hb])

= [O2]
n/([O2]

n + Kdiss]

= (pO2)
n/((pO2)

n + Kdiss) 

=  (pO2)
n/((pO2)

n + (p50)
n) 

Y = [L]n/([L]n + Kdiss) Y = [L]n/([L]n + [L50]
n)

Curva sigmoidal



Exercício #2

Y = [L]n/([L]n + Kdiss) ou Y = [L]n/([L]n + [L50]
n)

Responda:

Para uma proteína tetramérica com N = 4 sítios de ligação para 

um ligante e n = 4,

i) Calcular quantas vezes a concentração de ligante tem que 

aumentar para que o grau de saturação aumenta 

de Y = 0.1 até Y = 0.9.

ii) Repetir o cálculo acima para o caso de n = 2,0

iii) Repetir o cálculo para o caso n = 1,0

Comparar as suas respostas com a resposta do caso da 

proteína monomérica.



• Quebra Cabeça: Para uma proteína com n
sítios, calcular quantas vezes a concentração 
de ligante tem que aumentar para que o grau 
de saturação aumenta de Y = a até   Y = b.



Problemas com o modelo de Hill:

- Cooperatividade inifinita (n = N subunidades) é impossível

....  Logo o modelo está errado

Vantagens

- Modelo simples (apesar de errado) 

- O parâmetro n < N pode ser calculado empiricamente e usado como uma medida de 

“grau de cooperatividade” (neste caso é chamado nH = coeficiente de Hill) 

-Se nH = 1 , não há cooperatividade

-Se nH > 1 , há cooperatividade positivo

-Se nH < 1 , há cooperatividade negativo

-somente dois variáveis nH e Kdiss a serem calculados 

para um conjunto de dados Y vs [L]



Modelos para explicar as curvas de ligação de oxigênio a Hb

-Hill equation (1910, Archilbald Hill) (“all or none” binding)

-Adair equation (1924, Gilbert Adair) (sequential binding)

-MWC Model (1964, Monod, Wyman, Changeux) (symmetry model)

-KNF Model (Koshland, Nemethy, Filmer) (induced fit, sequential model)



Modelos para explicar as curvas de ligação de oxigênio a Hb

-Adair equation (1924, Gilbert Adair) (sequential binding)

- Observou que o “Hill Plot” de Hemoglobina não era uma linha reta



“Hill Plot” para Hemoglobina

Y = [L]nH/([L]nH + Kd)

Y/(1-Y) = [L]nH/Kd

Log(Y/1-Y) = nHlog[L] – log Kd

(logK)/nH

Prove isso!!
L

o
g

 (
Y
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1
-Y
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Modelos para explicar as curvas de ligação de oxigênio a Hb

-Adair equation (1924, Gilbert Adair) (sequential binding)

- Observou que o Hill Plot de Hemoglobina não era uma linha reta

- Sugeriu que a afinidade variava com saturação.



Modelo de Adair: A ligação de ligantes pode acontecer sequencialmente com 

constantes de dissociação que não são necessariamente iguais

E + L  EL         k1 =  4Kd1                 Kd1, Kd2, Kd3 e Kd4 são constantes macroscópicos

EL + L  EL2 k2 = 3Kd2/2          k1, k2, k3 e k4 são constantes de dissociação

EL2 + L  EL3 k3 = 2Kd3/3     microscópicos ou intrínsecos para cada um dos 

EL3 + L  EL4 k4 = Kd4/4     sítios de ligação

Adair equation:

Y = ([EL] + 2[EL2] + 3[EL3] + 4[EL4])    

4([E] + [EL] + [EL2] + [EL3] + [EL4])

Para Hb em pH 7.4, 0.1 M NaCl 

k1 = 41 torr, k2 = 13 torr, k3 = 12 torr, k4 = 0.14 torr  

[EL] = 4[E][L]/k1

[EL2] = 6[E][L]2/k1k2

[EL3] = 4[E][L]3/k1k2k3

[EL4] = [E][L]4/k1k2k3k4



Vantagens do Modelo do Adiar: 

-Muito geral

-Cooperatividade explicada por diferenças nos valores de Kd1, Kd2, Kd3 e Kd4

-Pode explicar cooperatividade positiva e negativa

Desvantagens

-muitos variáveis a serem calculados (Kd1, Kd2, Kd3 e Kd4 no caso de Hb)

-não explica porque sítios equivalentes em proteínas oligoméricas 

tem afinidades diferentes 

Apontou para a necessidade de desenvolver modelos alostéricos
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Max Ferdinand Perutz 

(b. 1914, d. 2002)



dessoxiHb = estado T

Baixa afinidade



oxiHb = HbO2 = estado R

Alta afinidade







Na transição T  R

as subunidades α1 e β1 (coloridos)

giram 15º em torno das 

subunidades α2 e β2 (transparentes)

-Mudanças nas 

interfaces entre 

subunidades;

especialmente nas 

interfaces α1β2 e α2β1 



Modelos Alostéricos

Modelo de Simmetria

(MWC = Jacques Monod, 

Jeffries Wyman, Jean-Pierre Changeux)

1) Proteína multimérica e simétrica

2) Cada tetrâmero pode existir em 2 

estados conformacionais (T e R). 

Estes estados estão em equilíbrio

3) O ligante liga ao estado T com afinidade 

nenor do que no estado R. Dentro de um estado 

(T ou R) a afinidade não depende de número de 

ligantes já ligados.

4) Simetria é conservada durante as 

mudanças conformacionais. 

T                        R



T                        R

L0 = constante de equilíbrio entre T e R

= [To]/[Ro]

kR e kT saõ as constantes de dissociação (Kdiss) 

dos estados R e T para o ligante

Cooperatividade se deriva do acoplamento 

energético dentro dos ciclos termodinâmicos:

L1kT = L0kR      

 L1 = L0kR/kT

L0

L1

L2

L3

L4

kR
kT



Exercício #3

Responda:

Mostrar que para uma enzima seguindo o 

modelo MWC: 

Ln / L0 = (kR/kT)n

Discutir a significância desta relação

T                        R

L0

L1

L2

L3

L4

kR
kT

L0 = constante de equilíbrio entre T e R

= [To]/[Ro]

kR e kT = Kdiss dos estados R e T para ligante



T                        R

L0 = constante de equilíbrio entre T e R

= [To]/[Ro]

kR e kT = Kdiss dos estados R e T para ligante

Cooperatividade se deriva do acoplamento energético 

dentro dos ciclos termodinâmicos 

Ln+1 = LnkR/kT

L0

L1

L2

L3

L4

kR
kT



T                        R

L = [To]/[Ro]

a = [S]/kR ... [S] em unidades de KR

c = kR/kT ... Normalmente < 1 para cooperatividade positiva

Y = [a(1+a)n-1 + Lca(1+ca)n-1] / [(1+a)n + L(1+ca)n]

Vantagens: 

-explica cooperatividade positiva

-explica diferenças em afinidades 

-somente precisa 3 parametros L, kR e kT

(ou L, a e c)

Desvantagens:

-Não há uma razão para acreditar que simetria 

é preservada

-Não explica cooperatividade negativa

L



Modelo Sequencial ou de “Induced Fit”

(KNF = Koshland, Némethy, Filmer) 1) A ligação do ligante induz uma 

mudança conformacional em 

uma subuindade

2) Estas mudanças são transmitidas

para outras subunidades, modificando

sua afinidade para ligante.

3) Se o acoplamento é fraco, 

estados não simétricos podem existir

4) Se o acoplamento é forte, 

as mudanças conformacionais são 

simultâneas e o oligômero mantém 

sua simetria (aproxima modelo do MWC)

5) Acoplamento depende de arranjo 

dos monômeros dentro do oligômero

6) Uma extensão do modelo do Adair



Modelo Combinado

KNF

(acop.

fraco)

MWC MWC
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Modelo Estrutural de Perutz

1) Ligação de O2 causa Fe(II) mover para dentro do plano de heme.

2) Os contatos a1-b2 e a2-b1 tem duas posições estáveis.

3) O estado T é estabilizado por pontes salinas que tem que ser rompidas para

formar o estado R (estabilizado pela energia de formação da ligação covalente Fe – O2).

4) A cooperatividade se deriva da transição TR, ambos simétricos. 

5) A curva sigmoidal de ligação de O2 e derivada de uma combinação das curvas 

hiperbólicas dos estados T e R. 



HELIX F



1) Ligação de O2 causa Fe(II) mover para dentro do plane de heme.



1) Ligação de O2 causa Fe(II) mover para dentro do plane de heme.



2) Os contatos  a1-b2 e a2-b1 tem duas posições estáveis.



HisB97 tem que passar ThrA41 na transição da forma dessoxi (esquerda) para oxy (direita).

As duas posições são “estaveis”, mas qualquer conformação intermediária será de alta energia 

2) Os contatos  

a1-b2 e a2-b1 

tem duas 

posições 

estáveis.

Movimentos de 

a1b1 relativo a 

a2b2



3) Pares iônicas que estabilizam o estado T da hemoglobina



3) Pares iônicas que estabilizam o estado T da hemoglobina

Envolvem, entre outros, resíduos nos C-terminais das cadeias alfa e beta 



3) Pares iônicas que estabilizam o estado T da hemoglobina



Testando o mecanismo de Perutz

1) Remoção dos últimos aminoácidos das cadeias alfa e beta acaba com 

cooperatividade e estabiliza a forma R

2)  Ligação simultânea de inositol hexafosfato (IHP) e NO à Hb gera tensão na 

ligação Hisprox – Fe que resulta na sua quebra. 

3) Mutação de Hisprox a Glicina e substituindo ela com imidazol reduz a 

cooperatividade, aumenta a afinidade e estabiliza o estado R. 

4) Explicação molecular do efeito Bohr

(1,4) (2) (3)



Efeito Bohr: em alta pH, a afinidade de Hb para O2 aumenta

(ou seja: oxi-Hb é um ácido mais forte do que desoxi-Hb; Hb libera H+ quando liga O2)

Isso porque a 

ligação de O2

no estado R 

reduz o pKa de 

vários grupos 

que formam 

pontes salinas 

no estado T: 

i) grupos alfa 

amino das 

cadeias a

formam pontes 

com o C-

terminal das 

cadeias b

ii) grupos HisH+

146 das 

cadeias b 

formam pontes 

salinas com 

Asp94-



BPG:

Produzido em 

quantidades 

altas (mM)

nos eritrócitos

BPG diminui 

afinidade de 

Hb para O2.

2,3 - bisfosfoglicerato      



dessoxiHb + BPG = estado T





[BPG] 

aumenta

em altas 

altitudes

... A captação 

de O2 é reduzida 

... mas a liberação 

de O2

aumenta. 

Isso mantém 

constante a

quantidade 

O2 liberado

na circulação

Dq = 0,37 - 0,38 

Nivel 

do mar

4500 m



Podemos concluir que 

Enzimas Cooperativas são 

necessariamente “multiméricas”?







Larion; Salinas; Bruschweiler-Li; Miller; Brüschweiller. 

Order Disorder Transitions Govern Kinetic Cooperativity and 

Allostery of Monomeric Human Glucokinase. 

PLoS Biology (2012)
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Exercícios, tarefas de estudo e discussão:

1) Baixar os arquivos de coordenados das estruturas de mioglobina humana (3RGK.pdb), 

dessoxihemoglobina (2HHB.pdb) e oxihemoglobina (1HHO.pdb) providenciados n e-disciplinas ou 

diretamente do PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 

2) Abrir os arquivos .pdb em Chimera ou Pymol. Aprender como colorir átomos, resíduos de 

aminoácidos, trechos de sequência específicos, cadeias e representação de estruturas secundárias 

na forma de fitas (ribbons/cartoons) e superfícies.

3) Analisar as estruturas para identificar:

a) as alfa-hélices A-H das subunidades

b) os grupos heme e as histidinas proximais e distais

c) contatos que mantêm a estrutura quaternária na oxihemoglobina e dessoxihemoglobina com 

referência às interações importantes mencionadas na aula. 

d) Procurar os aminoácidos com carga positiva que compõem o sítio de ligação do 2,3-BPG.

4) Delimitar todos os efetores alostéricos da hemoglobina e seus sítios de ligação

5) Ler o artigo de Goodey e Benkovic sobre a relação entre a dinâmica proteica e alosteria (até o 

primeiro parágrafo da página 479).  

6) Ler os artigos de Changeaux e de Cornish-Bowden, prestando atenção aos successos e fracassos 

dos modelos MWC e KNF em explicar cooperatividade e alosteria em diferentes proteínas.  

7) Definir alosteria e cooperatividade e descrever a relação entre os dois conceitos/fenômenos.

8) Comparar as semelhanças e diferenças entre os conceitos de "induced fit" e "conformational 

selection".

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do









