BIOQUIMICA
1° ano de Medicina
Ensino tedrico
2007/2008

92 aula tedrica

Proteinas funcionais: hemoglobina e mioglobina

- Biochemistry (J. M. Berg, J. L. Tymozko, L. Stryer) 62 Ed., W. H. Freeman & Company, 2006, Cap 7.

- Lehninger Principles of Biochemistry (D.L. Nelson & M. M. Cox) 42 Ed., W. H.Freeman & Company, 2004,
Cap 5.
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Objectivos

. Explicar as diferencgas estruturais entre hemoglobina e
mioglobina.

. Descrever como se estabelece e quais as
caracteristicas da ligacdao do oxigénio a mioglobina e a
hemoglobina.

. Avaliar a importancia do Fe do grupo heme na ligacéo
ao oxigeéenio.

. Interpretar as curvas de ligacdo da hemoglobina e da
mioglobina ao oxigénio.

. Analisar a regulacdo da ligacdo do oxigénio ao grupo
heme por H* e CO, (efeito de Bohr), e pelo 2,3-
bifosfoglicerato.




Porque necessitamos
de oxigenio?
Todos os tecidos do nosso organismo necessitam de

um aporte de oxigénio adequado para a respiragdo
celular.

CELULA

MITOCONDRIA

Hemoglobin molecule

Red blood
cell

hitp:/Awww.nim.nih

Mioglobina(Mb) e Hemoglobina (Hb) ligam O,,
facilitando a sua cedéncia aos tecidos.

Mioglobina - armazena O, no mdsculo

Hemoglobina — transporta O, no sangue
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1. Quais as diferencas estruturais entre Mb e Hb?

2. Como se estabelece a ligagéo do O, a Mb e Hb?

3. Quais as caracteristicas da ligacdo do O, a Mb
e Hb?

1. Quais as diferencas estruturais entre Mb e
Hb?

2. Como se estabelece a ligagédo do O, a Mb e Hb?

3. Quais as caracteristicas da ligagéo do O, a Mb
e Hb?




Estruturas da Mioglobina (Mb) e Hemoglobina (Hb)

Mioglobina - armazena
O, no musculo

Hemoglobina — transporta
0, no sangue (GV) Las

Hemoglobin (Hb)

Mioglobina (Mb)

(Jonh Kendrew, 1950)

* Uma unica cadeia (estrutura terciaria)

* 75% da cadeia - conformacédo em a-hélice

\

8 segmentos helicoidais - A ..... H

* 4 a-hélices terminam em prolina

* Interior - residuos apolares: Leu, Val, Phe, Met
- excepcao: His F8 e E7 (AA polares)




Hemoglobina (Hb)

Hemoglobina (Hb)

(Max Perutz, 1950)

* Tetramero: 2 pares de cadeias polipeptidicas, o, B (~Mb), y
el/ou 4, ligadas por ligagdes nédo covalentes.

*Hb adulto A-a, B, (~97%)
F-a,y, (<1%)

* Cada cadeia estéa ligada covalentemente a um grupo heme
(~ Mb).

* Cada cadeia a contacta com as 3, mas nao entre si.
* Cadeia o tem 141 residuos AA; B, y e 5 tém 146 AA.




% Hemoglobina

Sintese das cadeias da hemoglobina humana ao longo
do desenvolvimento:

@ 50 |- o a Hb Gowerl (¢,
%40 Hb Gower2 (o,¢,)
?‘:‘?:ao Hb Portland ,v,)
o
%2" Hb fetal (o, 7))
g 10 Hb A (o2 B2)
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% Hemoglobina

- Existem residuos de AA invariaveis com importantes
funcdes (Ex: His, Tyr)

- AA no interior variam, mas sem alteragéo da polaridade -
manutencao do interior hidrofobico

* Estabilizacao da estrututura tridimensional

- AA na superficie variam muito




1. Quais as diferencas estruturais entre Mb e Hb?

2. Como se estabelece a ligagdo do O, a Mb e
Hb?

3. Quais as caracteristicas da ligacdo do O, a Mb
e Hb?

A Hemoglobina (Hb) e a
Mioglobina (Mb) ligam O,

(2 hemoproteinas) @

Importéancia da presenga do grupo HEME:
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Protoporfirina IX

- 4 anéis pirrélicos ligados por pontes meteno

- A que se ligam:

coo- [slelely
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- 4 grupos metilo

- 2 grupos vinilo

- 2 cadeias laterais de propionato

Estrutura
das
Porfirinas:
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Geometria de coordenacao do ferro na OxiMb e OxiHb

- Exterior - AA polares e ndo polares; Interior - AA apolares,

excepcao His.

- O heme esta numa fenda da molécula.

His distal (E7)

(e}

- O ferro esté directamente ligado a histidina proximal (F8), fora
do plano hémico (52 posicéo coordenagao)

- O 0, liga-se na 62 posi¢éo coordenagéo do Fe?*, de forma

angular.

Phe CD1

His proximal (F8)
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Ligacéo do CO e O, ao ferro (Fe?*) do grupo hémico

A ligacao linear do CO ao grupo heme ¢ evitada pela
histidina distal

Heme
plane,

“N—Fe—0,

J

J

o Permite uma ligagcao angular

Enfraquece a ligacdo do CO e do O,a Mb e Hb

Afinidade (relativamente ao O,) - - 20,000x

His E7

His }H{j

(b)  MbiCO complex

rl' HisET

N NTY
Y, Il \r:H

HC—

H H

'
—
c 120" O
5

__5‘__ By

¥

N

His F8 (ij

(e)  Crymyoglobin

200x

Mb e Hb: formas Oxi-, Desoxi- e Ferri-

» A conformagdo das 3 formas da Mb sdo muito semelhantes,
excepto na 62 posicao de coordenagéo.

Mathews, 2004

A funcao do grupo prostético é
modulada pelo seu ambiente

A Histidina distal (E7) - impede a
oxidacao do ferro (heme)

polipeptidico:

Formas da Mb

= Desoximioglobina
= Oximioglobina
= Ferrimioglobina

6° pos.coord.

Vazia
o,
H,O

Estado de oxidagéao
do ferro

+2

+2

+3




Ligac&do do oxigénio ao heme

Durante a oxigenacdao, o ferro move-se parao
plano do heme

O movimento do ferro é ‘transmitido’ a outras

subunidades da Hb pela histidina proximal (F8). N—
HJ r,,_N/C "
: '
- L
| |
|
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Mioglobina

(alteragéo molecular apoés ligagao do 02)
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Hemoglobina

Alteracdo da estrutura quaternaria da hemoglobina
durante a oxigenagdao (transicdo T 2 R)

T state R state

+0
Desoxihemoglobina (T) _2> Oxihemoglobina (R)

Desoxihemoglobina (T) Oxihemoglobina (R)

Thrig I'hr3s

Thrdl

Asn G4 (102)
Asp G1 (94)

Transicdo T 2 R:

Estabelecem-se novas
lig. hidrogénio entre B,
ea,eentref, ea,

oxygenation

Asp G1 (99

‘) T State (deaxy) (B R State {oxy)
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Ligacdes idnicas (pontes salinas) estabilizam a
forma T da desoxihemoglobina

Asp FG1

f subunit

« subunit

His HC3

Forma T
|4 (desoxi - pontes

A @)

FormaR

(oxi - quebra
pontes salinas)

Figura: Lig. i6nica entre His e Asp da subunidade B; Lig. i6nica entre Lys
(subunidade a) e -COO- da His.

Ligacdo do oxigénio a hemoglobina

Durante a oxigenag&o, um par de subunidades a-p roda
cercade 15 graus

—— Oxyhemaoglobin
— Deoxyhemoaglobin
15,000

10,000

5,000

Absorbance coefficient lem™1m~1

—_—
450 500 550 GO0 650
Wavelength {nm)

t R state
Stryer, 52 Ed T Stwta

+0
Desoxihemoglobina (T) =em=p Oxihemoglobina (R)
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Hemoglobina — uma proteina que “respira”

From Wikipedia, the free encyclopedia

1. Quais as diferencas estruturais entre Mb e Hb?

2. Como se estabelece a ligagdo do O, a Mb e Hb?

3. Quais as caracteristicas da ligagcao do O, a
Mb e Hb?
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Fraction of heme groups bound to O2

Oxygen-binding curve
of myoglobin

Oxygen-binding curve
of hemaoglobin

> A Mb

tem uma grande

afinidade pelo O, (hipérbole).
» A ligacdo do O, a Hb é
cooperativa (sigméide).

[ |

&0 80

Oxygen pressure (mmHg)

100

Mioglobina e Hemoglobina — ligagao do O.:

- A ligacéo da Hb ao O, é cooperativa 1o,

Curva de dissociagéo do O,
da Hb é sigmoide

POy in POy in
tissues Tugs

eficiente de O,!!

A Hb é um transportador

- Aligacdo da Mb ao O, ndo é cooperativa

Curva de dissociagao do O,
da Mb é hiperbdlica

Saturation (¥}
B

High-affinity
state

Transition from
Tows- to high-
affinity state

p0z pressura
in capillaries of g pressure
aclive muscle in lungs
hipérbole

Hemagiobin (pH 7.4]

sigmoide

| |
204 40 G0 B0 100
Py iz {torr}
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Gréficos de Hill da ligacédo de Oxigénio a Mioglobina e Hemoglobina

Ligacédo n>1
] Cooperativa

(PO,
. Myoglobin 0= ——m
> F- my=1.0 (p50)n + (p 02)n Equacéo de Hill
e
2
l 6 = fracgéo de saturagéo ou ocupagéo locais de ligagéo ( 0-1)
i n=n° Hill
Se n=1 (hipérbole) = néo existe
tan pO; cooperatividade
Mb: n= 1 Se n>1 - cooperatividade positiva
- n= Se n<1 - cooperatividade negativa
Hb: n=2,8

n=1 - Ligagao das moléculas de O, a Mb é independente
n>1 - Ligacdo cooperativa de O, a Hb e depende das altera¢des
da pO,~> cooperatividade positiva

Capacidade de ligagéo/libertagéo de O,
Mioglobina vs Hemoglobina

(PO,

(PS0)" + (pO,)"

Qual destas proteinas possui maior capacidade de ligar/libertar O,?

Exercicio:
pO, cap. Alv.= 100 torr @cap. alv.=0.98
pO, cap. Musc.= 20 torr /' @cap. musc.=0.32 [ A=0.66

se p50= 26 torr e n=2.8

mas sen=1 \ fGcap. alv.=0.79
A=0.36

@cap. musc.= 0.43

A Hb facilita a libertagdo de 1.83x mais O, do que a Mb!
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% Hemoglobina

- A Hb transporta O,, H e CO,

- A Hb é uma proteina alostérica

A afinidade pelo O, é regulada por

100 Arterial O tension.

Blaan wanoass Oy
fension

= 23-DPGT :
= PH &
— CO, f <afinidade?
@ pelo O,
— BPG

> libertagéo de 1
O, para tecidos |

75 w00

BPG = biphosphoglicerate

% Hemoglobina

SedpH e TpCo, r
“ |
! Afinidade da Hb pelo O, R
(estabilizacao da forma T, “tensa”)
U

Facilita a libertag&o de O, 0 s
nos tecidos —
CO, liga-se na forma de gﬁ By e ‘
carbamato ao terminal-N de [ :-
cada cadeia polipeptidica = | PR ‘
- Carbaminohemoglobina lm D c;g;i so \
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Curvas de saturagao da mioglobina
e hemoglobina - efeito do pH

100
Myoglobin
80
:é 60
E 40 \ 5
£ pH 6.8
20 :
Venous Arterial
$0; A
0
0 20 40 60 80 100 120 140
#0Oq, mm Hg
Hemoglobina
(% Efeito de Bohr L
40 80 ) 120
o, (mm Hg
Osz|+ H* + CO,
Tecido Tecido
a a muschular He pulmenar
2 St (Bohr) e (Haldane)
. ‘00 H b ‘...

~ CO, 0,
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(@) CO, uptake by red cells as the blocd perfuses aclive tissues

Tecidos
Hemoglobina
Transporte de O, e CO,
nos glébulos vermelhos

Carbohic
anhydrase
CO,#+Hy 0 ———— Hy G0, —awH* +HC O,

HHBC,,
Hb, +H*

Carbamino

reaction

CO,+HHD

HHB+0,

hoeslar 2z
epithelial cel Nucleus
Redd blood cell
ALVEOLAR Capillary
AR endathelial cell
Pog 13.3 kPa
Px?zoz Harg () O, uptalee by red cells as the bleod passes through the lungs
Pulmdes

MNucleus.

Carbonic
anhydrase
alo] C0,H, 04— HyC0, w— H+HCO,

I

HHBCO,
HbO,+H*

Carbamino
Interstitial space reaction

SO, +HHb

1Hm €O, HHp+0; Q2

Hemoglobina e o 2,3-bifosfoglicerato (BPG)

POy in 5Oz in

- O BPG ¥ a afinidade da Hb pelo O, .

Tungs
tissnes (4500 m} (sea Tevel)
1o + v ¥

Estabilizacdo da estrutura e
quaternéria na forma desoxi (T)

0 0.5
- Liga-se as cadeias B (AA+) BEG ~ B
(Lys E1, Lys F6 e His H21) o i . ol Lo o]
pO, (kPa)

- O BPG liga-se menos a Hb F =) > afinidade da Hb F pelo O,
(HbF: H21 é uma serina e ndo histidina) @

Transferéncia de O, da circulacdo materna para a Hb fetal
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Ligacao de 2,3-bifosfoglicerato (BPG)
a desoxihemoglobina (T)

As cargas negativas (-) do BPG interagem com cargas
positivas (+) das 2 subunidades

Curvas de saturagao
da mioglobina e
hemoglobina — efeito 80

do CO, e BPG

Stripped Hb

100 —

% Saturation

a0l 40

Herogkbin

[:41]

Saturstion (%)

25 | 5 75 Ko

1 i
0 10 20 30 40 50 E0mmHg 0 20 40 60
o, Oxygen pressure, mm Hg
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Mioglobina e Hemoglobina

1. A mioglobina (Mb) é uma proteina monomérica. A Hemoglobina (Hb) é um tetramero.
2. Cada cadeia polipeptidica liga um grupo prostético — Heme (protoporfirina + ferro)
3. O oxigénio liga-se a 62 posi¢éo de coordenagdo do ferro (Fe?*) no heme.

4. A histidina F8 (proximal) ocupa a 52 posigédo de coordenacgdo. A histidina E7 (distal)
induz um angulo (~120°) na ligagéo do O, ao Fe?* no plano do heme.

5. Durante a oxigenagdo, o ferro move-se para o plano do heme.

6. A alteragdo estrutural resultante da oxigenacdo induz a alteracdo da estrutura
quaternaria da Hb.

7. O oxigénio liga-se de forma cooperativa a Hb (a curva de dissociagdo do O, é
sigmoide)> maior eficiéncia no transporte de O,.

8. 0O CO, liga-se na forma de carbamato a Hb (carbaminoHb).
9. Aafinidade da Hb pelo O, é regulada por: pH, CO, e BPG.

10. O BPG liga-se menos a Hb F - > afinidade da Hb F pelo O,.

Porgue é toxico o mono6xido de carbono?

N, kS

o 0, co

; 0: (0;
0, 0

Hemoglobin OxyHemoglobin

htp:/ htm

- O heme possui uma maior afinidade pelo CO do que pelo O,.

- A histidina 64 (E7) dificulta (~10x) a ligag&o de CO ao heme (angulagéo imposta pela His).
- CO é toxico porque impossibilita o transporte de O, pela Hb ou o seu armazenamento
pela Mb.

A Hb (GV) liga CO com alta afinidade.
Como o CO néo é utilizado pelas células e néo existe O,,
ocorre hip6xia, morte celular e do préprio organismo.

%
hittp:/fwww.hopshop.netiinde: D 1&itemid=136
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