Hemoglobina e Mioglobina

Material de estudo para prova

CCMO0111: Bioquimica, Estrutura de
Voet: Capitulo 10

Biomoléculas e Metabolismo
Dr. Danilo B. Medinas Lehninger: Capitulo 5

iDve
https://app.jove.com/science-education/v/10884/partial-pressure-
and-gas-exchange-in-human-body

https://app.jove.com/science-education/v/12168/cooperative-
allosteric-transitions

Mioglobina


https://app.jove.com/science-education/v/10884/partial-pressure-and-gas-exchange-in-human-body
https://app.jove.com/science-education/v/10884/partial-pressure-and-gas-exchange-in-human-body
https://app.jove.com/science-education/v/12168/cooperative-allosteric-transitions
https://app.jove.com/science-education/v/12168/cooperative-allosteric-transitions

Hemoglobina e Mioglobina

 Primeiras proteinas a terem a estrutura

tridimensional determinada. O\ P Ox /O
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grupo prostético heme presente na hemoglobina (b) CH,

e mioglobina.



Hemoglobina e Mioglobina

Primeiras proteinas a terem a estrutura
tridimensional determinada.

Modelos para compreender a interacao entre
ligantes e proteinas.

Hemoglobina: transporta O, dos pulmoes aos
tecidos. Mioglobina: armazena O, nos tecidos.
Papel fundamental em organismos multicelulares,
onde a simples difusao do O, nao atende a
demanda metabdlica.

O, tem baixa solubilidade em agua. Liga-se ao
grupo prostético heme presente na hemoglobina e
mioglobina.
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A ligacao de O, a mioglobina

 Ainteracao da mioglobina com O,
pode ser descrita por uma constante
de associacao, Ka.
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A ligacao de O, a mioglobina

« Aligacao de O, a mioglobina [L]
apresenta uma curva de saturacao 0= L] + Ky
hiperbdlica. ,
P+ L = PL Ka = [PL] = Ka Ka[L] — @ Concentragéo do ligante na
PIL] Kq P /7 ) melde s sios e
_ sitios de interacdo ocupados ~ [PL] Menor Kd, maior a afinidade.
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A ligacao de O, a mioglobina

 Aligacao de O, a mioglobina é descrita
em termos da pressao do gas.

g 1L
[L] + Kq
_ [Og] o — [O5] o — POy
[Og] + b[ozl + [O2]o 5 POy + Py
o Ligacdo do O, no heme da mioglobina. His distal
’ explica, parcialmente, a exclusao do CO.
A mioglobina satura 0
6 054 em baixa pO,. Grande /0 Il
' afinidade pelo ligante. 0 C
: | |
. —Fe— —Fe—]

Pso 5 10 (a) X (b) b, 4
(b) ( pO, (kPa) >



A ligacao de O, a hemoglobina

A hemoglobina esta contida em
eritrécitos, constituindo 34% do peso
total deste tipo celular. Ao contrario da
mioglobina, possui afinidade variavel
pelo O,, 0 que a permite responder a
diferencas na pressao do gas,
caracteristica importante na sua funcao
de transportadora.

« Composta por 4 subunidades, 2 a e 2 3, o ‘.
que se assemelham a mioglobina. Mioglobina Subunidade B

da hemoglobina

 Sua estrutura quaternaria envolve
interacoes fortes entre cadeias a e 3,
formando dois dimeros, a131 e a2p2.



Deoxi-hemoglobina
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A hemoglobina sofre mudanca conformacional
quando se liga ao O,



Oxi-hemoglobina



A ligacao de O, a hemoglobina

A hemoglobina existe em dois estados
conformacionais, estado R e estado T.

O O, tem maior afinidade pelo estado R,
estabilizando esta conformacao.

Na auséncia de O,, predomina o estado
T, que remete a tenso, dado que possui
maior quantidade de pares idnicos.

A ligacao do O, no estado T desencadeia
sua conversao ao estado R.

Asp FG1
& Subunidade B

Subunidadea LysC5
HisHC3 @

B2 AS[,) His™
NH3 CO0~
FG1  HC3
Argt\\Asp - o Lys+/
COO™ B T S NH3
I HC3 H9 e S C5 !
| Lys® ay TT=~Asp” Argt |
NH; m— CO0~
= 1 H9 HC3
7 Hist Asp~ B,
CO0™ I\ H

HC3  FG1



Conversao do estado T ao R da hemoglobina




Como a hemoglobina (Hb) é capaz de

capturar e depois liberar o O,?

A hemoglobina atua de forma
cooperativa, dada pela transicao
conformacional de T para R de suas
subunidades a medida que o O, se
liga.

A primeira molécula de O, se une
com menor afinidade, se ligando a
uma subunidade no estado T. Essa
ligacao, contudo, induz a conversao
de T para R nas outras
subunidades, facilitando a ligacao
das moléculas de O2 subsequentes.

pO, nos pO, nos
tecidos pulmoes
1,0 —

Estado de alta

- afinidade
' Transicao do estado

de baixa afinidade
para o de alta afinidade

04 |

Estado de baixa

0,2 afinidade

pO, (kPa)

pO, pulmodes = 13,3 kPa (Hb liga);
pO, tecidos = 4 kPa (Hb desliga).



A hemoglobina (Hb) exibe alosteria na ligagcao ao O,

 Uma proteina alostérica é aquela em que a interacao com um ligante em um
sitio afeta as propriedades de ligacao de outro sitio na mesma proteina.

 Alosteérico, do grego allos, “outro”, e stereos, “solido” ou “forma”.

« Interconversao de conformacoes mais e menos ativas pela uniao de
ligantes.

 Moduladores (ligantes) de proteinas alostéricas podem ser ativadores ou
inibidores.

 Quando o ligante e modulador sao a mesma espécie, a interacao é
homotroépica. Quando sao diferentes, a interacao € heterotropica.

0O O, na hemoglobina € um modulador homotropico ativador.



Sitiode | B Instavel
ligacdo | WM Menos estavel
P Estavel

Sitio de
ligacao

Sem ligante. Os segmentos
em cor-de-rosa sao flexiveis;
poucas conformacoes
facilitam a interacao do
ligante. Os segmentos em
verde sao estaveis no estado
de baixa afinidade.

llustracao de
cooperatividade

Interacao do ligante com
uma subunidade. A interacao
estabiliza a conformacao de
alta afinidade do segmento
flexivel (agora mostrado em
verde). O restante do
polipeptideo adquire
conformacao de alta
afinidade, e essa mesma
conformacao é estabilizada
na outra subunidade por
meio de interacoes
proteina-proteina.

positiva entre
subunidades

A segunda molécula do
ligante interage com a
segunda subunidade. Essa
interacao ocorre com uma
afinidade mais alta do que a
interacao da primeira
molécula, originando uma
cooperatividade positiva.




Dois modelos para as transicoes alostéricas na

hemoglobina
Combinado Sequencial
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Descricao matematica da

cooperatividade na hemoglobina (Hb)

P + nL. == PL,

e a expressao para a constante de assoclacao torna-se

(5-12)

Curva de Hill

— [PL,] (5-13) Hemoglobina \,/
* P m=3
” " : 2
A expressao para 6 (ver Equacao 5-8) é S AIERI /
9 [L]™ é (5-14) 1 estado de alta “ ///
S 3 B afinidade ¥
L]" + Kq — Fitae P
Rearranjar e entao tomar o log em ambos os lados resulta B 7 I A 0 . #_/i L
em st //
81 s
0 _ [L] (5-15) P e Mioglgbina //\ |
1=0 K4 Hemoglobina
estado de baixa
0 ok afinidade
log | ~— ) = mlog [L] — log Ky & (5-16) =i
em que K, = [L];5 ~5 | ' | |
o = 0 1 2 3
0 log pO,
log [ — o = nlog pOy — nlog P5g  (5-17)

\ A inclinagao da curva reflete de interagao entre os sitios de
5 . ligacao, uma medida do grau de cooperatividade na proteina
Equacao de Hill 9as g P P



A hemoglobina tambem transporta H* e CO,

H* e CO,, produtos finais da respiracao
celular, sao transportados para os rins e
pulmoes para secrecao.

Conversao de CO, a bicarbonato nos
eritrécitos, com diminuicao do pH.

CO, + H,O==H" + HCOj;

anidrase carbdnica

A capacidade da hemoglobina de ligar O,
varia com o pH e, portanto, é influenciada
pelo teor de CO, em equilibrio com
bicarbonato. pH menor nos tecidos facilita
a liberacao de O,, Efeito Bohr.

Curvas de saturacao da
hemoglobina em fun¢ao do pH




A hemoglobina tambem transporta H* e CO,

thzera pfoton, liga O, nos pulmoes. Liga - s
préton, libera O, nos tecidos.

Subunidade o LysC5

His HC3

* Qual a base do Efeito Bohr?

Dentre outros, a protonacao da
histidina HC3 (His 146 no C terminal da

cadeia ) favorece formacao de ponte

e T bé salina com Asp FG1 e estabiliza o
ambem, estado T, de menor afinidade ao O.,.

@olon
FG1  HC3

P Arg™ \A\sp_\\\s a Lys+/ 5

~~~~~~~~~~~~~ NH

| | H* o I I HC3 Ho S 5
ﬁ+ H2N—(l3—(”3— i/ (lf—N—(lz—ﬁ— Carbamatos podem formar N Lys™ @ TT--Asp” “Argt 1
o R O o O pontes salinas adicionais que s I (%)

- - // .1/+ \\ —

e s estabilizam o estado T. oo oHiE"_Asp B iz
aminoterminal carbaminoterminal HC3  FG1 .

(b) Estado T



A influencia do 2,3-bifosfoglicerato (BPG)

na ligacao do O, a hemoglobina

« BPG, um modulador

; , . e . ¢ o -
alostérico heterotropico 4 | A B0t %”";as dels?ot_“ra‘?“
- . by @' - ~ a hemogiopina em
que reduz a afinidade da , ‘ A e O fungéogdo BPG
hemoglobina por O, por ’ e pounos
estabilizar o estado T. s as0n)’  (Gusldbimes

1,0

« Aumento da [BPG] em
grandes altitudes ajuda
na liberagao do O, nos B
tecidos (~40% capturado §
pela hemoglobina).

010,57+

=~ 5 mM no nivel do mar

~ 8 mMmem grandes altitudes
(4.500 m)

o Estado R 0 ” . L .
Oxi-hemoglobina pO, (kPa)




Anemia falciforme:

uma doenca conformacional da hemoglobina

 Os pacientes possuem eritréocitos anormais,
longos e finos em forma de foice, e que existem
em menor numero.

« Causada por mutacoes nos genes da
hemoglobina.

* O desoxi-hemoglobina mutante (HbE¢Y,
denominada S) torna-se insoluvel, formando
agregados fibrilares.

 Tais agregados deformam os eritrocitos.

 Em heterozigotos, confere resisténcia contra a
malaria (P. falciparum depende dos eritrécitos).

(b)



Exercicios e Problemas

. Comente como a afinidade da mioglobina e hemoglobina pelo O, permitem que estas proteinas
cumpram funcgoes bioldgicas diferentes.

. Explique alosteria e como esta propriedade regula o transporte de O, pela hemoglobina.

. Sob condi¢coes adequadas, a hemoglobina se dissocia em suas quatro subunidades. A subunidade
a isolada se liga ao O,, mas a curva de saturacao para o O, é hiperbdlica e nao sigmoide. Além
disso, a ligacao do oxigénio a subunidade a nao é afetada pela presenca de H*, CO, ou BPG. Qual
dessas observacgoes revela a fonte da cooperatividade na hemoglobina?

. Qual é o efeito das seguintes mudancgas sobre a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio? (a)
Reducao no pH do plasma sanguineo de 7,4 para 7,2. (b) Reducao na pressao parcial de CO, no
pulmao de 6 kPa (segurar a respiracao) para 2 kPa (respiracao normal). (c) Aumento no nivel de BPG
de 5 mM (nivel do mar) para 8 mM (grande altitude).



Exercicios e Problemas

5. Estudos sobre o transporte de O, em mamiferos prenhes mostram
que as curvas de saturacao do O, do sangue fetal e do sangue
materno sao muito diferentes quando medidas sob as mesmas
condicoes. Os eritrécitos fetais contém uma variante estrutural da
hemoglobina, HbF, que consiste em duas subunidades a e duas e
subunidades y (a2y2), enquanto os eritrécitos maternos contém -7
HbA (a2B2). (a) Qual das hemoglobinas tem uma afinidade mais alta /
pelo O, em condi¢codes fisiolégicas, HbA ou HbF? Explique. (b) Qual al
é o significado fisiolégico das afinidades diferentes pelo O,? (c) g & H
Quando todo o BPG é cuidadosamente removido das amostras de 5 +BPG
HbA e HbF, as curvas de saturacao medidas (e, consequentemente, /
a afinidade pelo O,) sao deslocadas para a esquerda. Contudo, a
HbA tem agora uma afinidade maior pelo oxigénio do que a HbF.
Quando o BPG é reintroduzido, as curvas de saturacao retornam ao
normal, conforme mostrado no grafico. Qual é o efeito do BPG
sobre a afinidade da hemoglobina pelo O,? Como as informagoes
dadas podem ser usadas para explicar as diferentes afinidades das
hemoglobinas fetal e materna?

2 4 6 8 10
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