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Ao cabo de escrutar co’o mais ansioso estudo
filosofia, e forro, e medicina, e tudo
até a teologia ... encontro-me qual dantes;
em nada me risquei do rol dos ignorantes.
Mestre em artes me chamo; inculco-me Doutor;
e em dez anos vai jd que, intrépido impostor,
ai trago em roda viva um bando de crendeiros,
meus alunos ... de nada, e ignaros verdadeiros.
O que 50 liquidei depois de tanta lida,
foi que a humana insciéncia é lei nunca infrigida.
Que frenesi! Sei mais, sei mais, isso ¢é verdade,
do que toda essa récua inchada de vaidade:

Mas, com te suplantar, fatal credulidade,
que bens reais lucrei? gozo eu felicidade?
Ah! nem de iludir-me e crer-me sdbio. Sei
que finjo espalhar luz, e nunca a espalharei
que dos maus faga bons, ou torne os bons melhores;
antes faco os bons maus, e os maus ainda piores.
Lucro, sequer, eu proprio? Ambiciono opuléncia,
e vivo pobre, quase a beira da indigéncia.

Cobico distinguir-me, enobrecer-me, e vou-me
coa vil plebe confuso, a espera em vdo de um nome.
E chama-se isto vida! Os proprios cdes da rua

ndo quereriam dar em troco desta a sua.

Oh minha lua cheia, oh minha doce amiga!
Possas tu ndo mais ver em tao cruel fadiga
0 homem que tanta vez dos céus hds contemplado
a desoras velando, em livros engolfado.
Melancolica amante! a claridade tua
achou-me sempre a ler. Se hoje um teu raio, 6 lua,
me levasse a pairar nos cumes apartados,
a borboletar nos antros frequentados
dos espiritos so, a saltitar liberto
da cientifica névoa, em fundo de um deserto,
a luz crepuscular que tdcita derramas
aos selvosos desvdos, por entre as moveis ramas!
Que refrigério d’alma um banho nesse récio
ndo dera, amada lua, as febres do teu socio!

Aos meus pais,

Urani Conceig¢do Bispo e Cicero de Souza Bispo.

lentes e bacharéis, padres e escrevedores.
Jd me ndo fazem mossa escriipulos, terrores
de diabos e inferno, atribulados sonhos

e martirio sem fim dos @nimos bisonhos.

S0 falta recorrer as artes da magia.

No espirito hd poder; na voz cabe energia,
que a transforma em comando. Entdo, consociada
a palavra ao querer, talvez lhe seja dada
forca para arrancar com soberano império
a natureza avara o intimo mistério.
Se o chego a conseguir ... que jibilo! que dita!
Nao precisarei mais, desde essa hora bendita,
apos trabalhos mil como esses que frustei,
dar por certas ao mundo as coisas que ndo sei.
Ser-me-d fdcil dizer o vinculo profundo
que uniu partes sem conto, e fez do todo um mundo;
ver a forca motriz de tanto movimento,
e consignar-lhe a causa. Ah! desde esse momento
em que o cerrado enigma alfim me for notorio,
foi-se o torpe chatim de estulto palavrorio.

Que masmorra é isto! E aqui me vou gastando
neste covil infecto, abominoso, infando,
lobrega escuridade a que o celeste dia,
prazer da terra toda, um raio a custo envia
pelos vidros de cor em treva mascarado.
Para onde quer que eu fuja o olhar do emparedado,
bate nesta Babel de livros bolorentos,
pastagem da polilha, informes, sonolentos,
e em rumas de papéis, do tempo denegridos,
cadtico tropéu de abortos esquecidos,
que trepa, galga, encobre, enluta, afeia, inunda,
a casa desde o solho a aboboda profunda;
sem falar no sem-fim de drogas, pos, esséncias,
mdquinas, que sei eu! misérias, impoténcias,
que jd me infundem tédio. E a isto se apelida
o0 meu mundo! Isto é mundo, ou esta vida é vida?

Goethe

Pelo imenso amor com que me impelem em busca de meus ideais.
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RESUMO

Cooperatividade e alosterismo s3o fendmenos centrais na regulacdo de processos
bioquimicos e tém sido investigados de maneira mais intensa em hemoglobinas de vertebrados.
Neste trabalho € proposto o modelo estequiométrico de cooperatividade para proteinas em geral o
qual se baseia na aplicacdo de processos multireacionais envolvendo a participag@o de ligantes e
efetores tais como protons. Para hemoglobinas, o grau de cooperatividade alcancado por estas
proteinas é associado ao estado de protonacdo, ao nimero de ligantes acoplados, ao grau de
dissociac@o e ao ambiente externo as mesmas. A assimetria e o indice de efeito sdo redefinidos e
propostos como importantes parametros para a caracterizacdo de sistemas cooperativos. Este
modelo estd em acordo com os resultados experimentais e permite previsdes das propriedades das
hemoglobinas humana e de serpente em diferentes condi¢des, esta dltima apresentando um
mecanismo de dissocia¢cdo muito diferenciado. Em contraste, o cldssico modelo dos dois estados
e o modelo de trés estados de cooperatividade mostraram algumas limitacdes acerca das
propriedades de hemoglobinas indicando, desta forma, que suas propostas para explicar os
acoplamentos cooperativos nestas proteinas baseado em transi¢cdes conjuntas sem a participa¢ao

do ligante pode ndo representar o0 mecanismo real de reacdo. Outros modelos mais recentes, que

incorporam tais conceitos sao, também, mostrados aqui sofrerem das mesmas limitagdes.
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ABSTRACT

Cooperativity and allosterism are central phenomena in the regulation of biochemical
pathways, and have been investigated most intensely in vertebrate hemoglobins. It is proposed in
this work the stoichiometric model of cooperativity for proteins in general based on the
thermodynamic application of a multiple reaction process involving participation of the ligand
and effectors such as protons. In hemoglobins, the degree of cooperativity reached by a protein is
related to the extent of protonation, the number of coupled ligands, the degree of dissociation and
the protein environment. A redefined asymmetry and an effect index are proposed as important
parameters for the characterization of cooperative systems. This model agrees with the
experimental data and allows prediction of the properties of mammalian and snake hemoglobins
under different conditions, the latter having a very unusual pattern of dissociation. In contrast, the
classic two-state and the three-state models of cooperativity show large discrepancies, even for
the most elementary experimental data on the properties of hemoglobin, thus indicating that their
proposed concerted transitions to explain cooperative coupling in this protein should not
represent the only possible mechanism of binding. Other more recent models that incorporate

such concepts are also shown here to express similar constraints to they application.
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1. INTRODUCAO

Um dos objetivos principais no estudo de hemoglobinas (Hbs) € a busca por um melhor
entendimento do fendmeno da cooperatividade. Esse fendmeno, que também estd presente em
passos regulatorios de vias bioquimicas, consiste em um processo no qual a ocorréncia de um
evento, como o acoplamento de um ligante a um determinado sitio protéico, aumenta a
probabilidade de ocorréncia do proximo, no caso, a probabilidade de ocorrer um segundo
acoplamento aos sitios remanescentes. No caso particular de acoplamentos cooperativos a
utilizacdo de Hbs mostra-se util devido a facilidade com que as interagdes proteina-ligante podem

ser estudadas em condi¢Oes especificas.

Com o propésito de alcancar uma precisa descri¢do das propriedades das proteinas em
solucdo responsdveis pela ocorréncia do cardter cooperativo muitos modelos tedricos vém sendo
propostos e testados no decorrer dos anos. Nesse contexto, foi sugerido inicialmente por Paulling
(1951) um modelo relativamente simples para esse fendmeno com base no comportamento
observado para o acoplamento cooperativo do oxigénio a Hb humana, uma proteina tetramérica
contendo um sitio por subunidade capaz de acoplar uma molécula de oxigénio por sitio. Assim,
segundo esse autor, uma possivel causa para a ocorréncia do fendmeno cooperativo seria devido
ao fato de que na forma desoxigenada essa Hb estaria com seus sitios ativos em regides menos
susceptiveis ao acoplamento do ligante e a medida em que as moléculas de oxigénio se ligavam a
cada um dos sitios protéicos modificagdes estruturais ocorreriam de forma a aumentar a
exposicdo dos sitios livres remanescentes aumentando, dessa forma, a afinidade dessas Hbs pelo

oxigénio distintamente para cada grau de saturacao.



Um outro mecanismo proposto posteriormente com base também na molécula de Hb,
Monod et al. (1965), postulava a existéncia de duas formas predominantes de afinidade e de
estrutura para essa proteina, uma delas tensa (7) de baixa afinidade pelo ligante e a outra relaxada
(R) de alta afinidade. A diferenca fundamental entre esse modelo e aquele proposto por Paulling
era dada em grande parte pelo nimero de espécies protéicas e pela forma com que as transi¢des
estruturais ocorriam. Enquanto o modelo de Paulling propunha a possibilidade de estados
distintos de estrutura e de afinidade pelo ligante para cada estado de saturacdo da proteina pelo
ligante, no modelo proposto por Monod e colaboradores apenas dois estados de estrutura e de
afinidade eram assumidos de forma que o acoplamento do ligante ndo alteraria a estrutura de cada
uma dessas formas mas sim a proporc¢do entre moléculas tensas e relaxadas para cada grau de
saturacdo. Dessa forma, postulou-se que as transicdes estruturais entre as formas T e R
ocorreriam de maneira conjunta sem a formacdo de estruturas intermedidrias cujo papel fosse
relevante. A partir da introdugdo deste conceito, muitos outros modelos semelhantes, tais como a
aplicacdo cinética desta proposta, sugerida por Henry et al. (1997), o modelo dos trés estados
(Edelstein, 1996), e outras versdes mais anteriores (Koshland et al., 1966; Szabo and Karplus,
1972; Herzfeld and Stanley, 1974) vém sendo sugeridos num esforco de correlacionar a estrutura,
a dinamica e a energética de agregados protéicos responsdveis pela manifestacio do processo

cooperativo.

Dentre as inovacdes apresentas por essas recentes propostas destaca-se a inclusido de
novas espécies em equilibrio capazes de modular o mecanismo cooperativo tais como prétons,
ATP e BPG além de processos como o de dissociagdo protéica. Esse tltimo, geralmente de dificil

andlise dada a alta constante de associa¢do das subunidades protéicas, € em geral, estudado por



meio de dissociagdo por pressdo, Weber (1984) o que permite a monitorizacdo do processo de

interacdo proteina-proteina de maneira mais precisa por meio de técnicas espectroscépicas.

A propriedade da Hb de serpente de assumir uma forma tetramérica em presenca de ATP
sugeriu que essa associacdo molecular poderia fornecer condi¢des para o estudo da
cooperatividade, uma vez que essa Hb parece representar uma transicao entre uma molécula ndo
cooperativa para uma cooperativa (Bonafe et al., 1999). As similaridades na estrutura primdria
entre Hbs de vdrias espécies sugere ainda que tal mecanismo poderia também estar presente em
um grande ndmero de interagdes proteina-efetor, proteina-ligante e proteina-proteina, o que, por
sua vez, torna interessante uma modelagem termodindmica desses sistemas visando a uma

compreensao conjunta do papel funcional dessas interagdes e do seu cardter evolutivo.

Outra caracteristica dessas Hbs de ectotérmicos diz respeito ao fato de que o mecanismo
de transporte de oxigénio nesses seres € acompanhado por uma acentuada transicdo dimero-
tetrdmero induzida ndo apenas por variagdes na concentracdo de ATP livre em solucdo mas
também pelo nimero de ligantes (moléculas de oxigénio) acoplados a estrutura protéica e pelo
pH da solugdo. Transi¢cdes similares observadas em Agnatha, lampréia e ‘hagfish’, os mais
primitivos grupos de vertebrados, no qual o mecanismo de transporte de oxigénio € acompanhado
de uma transi¢do dimero-mondmero, sugerem ainda que esse mecanismo de transicdo dimero-
tetrdmero durante o transporte de oxigénio pode representar um estado intermedidrio de evolugdo
para a forma tetramérica estdvel em auséncia de ATP encontrada em vertebrados mais evoluidos.
Isto, por sua vez, implicaria que, ao contrario do propostos pelos modelos atuais, tanto o ligante
quanto os estados intermedidrios de saturacdo e agregacdo protéica poderiam ter um papel
determinante ndo apenas na modulac@o do fendmeno cooperativo mas também na sua adaptacdo

evolucionaria.



Dessa forma, visando obter uma melhor descri¢do desses processos e de seus parametros
de controle, é desenvolvido nessa dissertacdo o modelo estequiométrico (Stc) de cooperatividade.
Esse modelo foi inicialmente testado para as Hbs humana e de serpente, mas pode ser estendido
para proteinas em geral e para outros sistemas biolégicos, cooperativos ou ndo. O modelo Stc
descreve o comportamento de Hbs em uma larga faixa de pH e fornece previsdes que explicam
varios dados da literatura. Paralelamente foram realizados testes com os modelos convencionais e
foram desenvolvidos programas capazes de avaliar a adequacdo e as limitagdes da atual proposta

e daquelas presentes na literatura.

2. OBJETIVOS

Essa dissertacdo teve como objetivo analisar o mecanismo cooperativo de
transporte de oxigénio em Hb de serpente, Helicops modestus, e quantificar os seus parametros
de controle em meio aos modelos de transicdes conjuntas (“‘concerted models”), atualmente
aceitos na literatura. Para isso, considerou-se o comportamento previsto pelos mesmos em
relacdo ao processo de dissociacdo e variagdes de pH, o que por sua vez, propiciou uma analise
mais profunda dos resultados previstos por essas propostas e a aqueles obtidos
experimentalmente. Adicionalmente, objetivou-se a proposta de um novo modelo de
cooperatividade que fosse capaz de se adequar ndo apenas a acoplamentos cooperativos mas
também a sistemas diversos de interacdo molecular cooperativos ou ndo em que ocorre o efeito
de ligantes, efetores ou mesmo de transicdes ndo conjuntas. Esse modelo foi denominado de
modelo estequiométrico de cooperatividade (Stc), pois considera a participacdo de ligantes e

efetores em termos de suas propor¢des estequiometricamente definidas, ampliando dessa forma



sua aplicabilidade ndo apenas para Hbs, mas também para outros sistemas bioldgicos diversos
através do desenvolvimento de uma metodologia de andlise termodindmica capaz de
correlacionar a acdo do meio externo a proteina nesses processos. Desde que as modernas versoes
do modelo de dois estados dependem da validade do mesmo, a presente discussdo poderia ficar
restrita 2 demonstra¢do das limitagdes da proposta original. Para isso, é mostrada de maneira
extensiva as divergéncias entre esse modelo e os dados experimentais; entretanto, essas novas

versoes sao incluidas de maneira ilustrativa em meio a uma anélise critica de suas consequéncias.

De maneira geral, objetivou-se nessa dissertacao

3. FUNDAMENTOS TEORICOS

O modelo Stc foi desenvolvido com base nos principios da termodinimica clédssica
estendida a mecénica estatistica. Dessa forma, para uma sistema multirreacional consistindo de M
espécies quimicas, no qual R reacdes independentes ocorrem em fase tinica com a participacdo
de fons (esses procedimentos formais provenientes da termodinamica cldssica sdo apresentados
de forma resumida no Apéndice A), a forma derivada da equacido de Gibbs-Duhem a temperatura

e pressdo constantes é:

R M
dG=Y | AG) +RTin| [ J(x.7, )" | |ax, (1)

j=1 i=1

onde G € a energia livre de Gibbs total do sistema, AG®; € a energia livre de Gibbs padrio da

reacdo j, R a constante dos gases, T é a temperatura absoluta, x; € a fracdo molar da espécie i e

Y € o coeficiente de atividade dessa espécie. O coeficiente estequiométrico da espécie i na



reacdo j, U, € positivo para produtos, negativo para reagentes e igual a zero quando essa espécie
ndo toma parte na reagdo j e X; € o grau de avango da reagdo j. A concentracdo molar da espécie

i no sistema num dado tempo #, C;, pode ser determinada usando-se a seguinte relacao
R R

C=Co+Y 0,X;, = dC, =) v;dX, 2)
=1 J=1

onde C; € a concentracdo inicial da espécie i.

Aqui expressa-se a concentracio das espécies em solugdo por meio do grau de avanco de
reacdo visando a obter melhor correlagdo entre a concentragdo inicial de proteina presente na
solucdo estoque e as condigdes iniciais nas quais os experimentos sdo feitos. Assim, se uma
solucdo estoque € mantida em determinado pH, temperatura e concentracdo de proteina, de tal
maneira que haja virtualmente apenas uma dada espécie presente, a distribuicdo inicial de
espécies em outras condi¢des nas quais os experimentos serdo feitos pode ser determinada usando
a Eq. 2 para as situagdes de equilibrio ou cinética. Isso, por sua vez conduzird a resultados mais
precisos do que aqueles obtidos por meio de polindmios de acoplamento, Edelstein e Edsall
(1986), onde uma correlacdo direta da concentracdo inicial de uma dada espécie protéica nessa
solugdo estoque em equilibrio e aquela presente em outras condi¢cdes de equilibrio nos quais os
experimentos sdo feitos € utilizada e assumida igual a um. A condi¢do de equilibrio quimico para
esse sistema € que dG = 0 para todas as variagdes consistentes com a estequiometria de reacdo a
T, P e massa total constantes. Isso implica que para cada reacdo independente j, o termo entre

colchetes na Eq. 1 deve também ser igual a zero, tal que



M
AG?
In II x;7; ) |=——

Dessa forma, a constante de equilibrio, K,j, para a reacdo j em termos da atividade a; de

todas as espécies em solucdo que tomam parte nesta reacdo pode ser definida pela relacao

M M
Vjj ij AGU
Ko=) =[1a" = way=-2" 3)
i=1 i=l1

Essa constante é usualmente referida em termos de uma razao entre as concentragdes de

equilibrio. Assim, considerando que 7 ; para solventes pode ser considerado igual a um e que a

energia livre de Gibbs parcial molar de 4nions e cations ndo pode ser medida separadamente,

apenas o coeficiente de atividade ibnica ¥: € utilizado. Portanto, tomando x;= C/C, e

S ) (R

ions

onde C, € a concentragdo total, obtém-se:

M
_ Vi _ Vs~ 2V
K, =[]c’ =k, 7" c,
-

1

AG? + RTIn(YY*7) — RT In(C*"/ AG.
=  In(K,)=— Ve ™) € 1) __AS, 4)
- RT RT

tal que v, ; =Zvion’ ;

ions



Aqui, AG; € a energia livre de reacdo j e v, ; € a soma dos coeficientes estequiométricos

(Vion) das espécies idnicas envolvidas na reagdo j.

A dificuldade com esta descri¢do em uma solucao de eletrélitos € que as propriedades das
espécies em solugcdo dependerdo muito de interagcdes com as moléculas do solvente e com

particulas carregadas, tais como prétons, interagindo mediante forcas coulombianas, que sdo de
alcance muito maior. Consequentemente, }% € significativamente diferente de um, mesmo para
concentracdes muito baixas de eletrdlitos. Debye e Hiickel deduziram uma expressao, usualmente
referida por ‘Debye-Hiickel limiting law’ (Sandler, 1999), para explicar a dependéncia de ¥+ em

relacdo a concentracdo de eletrdlitos em condi¢des de baixa forca idnica, tal que

M
AG; =-RTin| [ (€. )" |=AG¢ - v,

i=1

2. ;| e/ URT=RTIn(C*" ) (5)

Aqui, | 7+ j| ¢ o valor absoluto do produto das valéncias de cada fon (z;,,, ;) sobre todas as
espécies i0nicas envolvidas na reacdo j, &€ um termo que depende do solvente e da temperatura
e 1 é a forca 10nica definida como:

1
/’l = 5 Z Zitz)n Cion (6)

Esse somatoério € sobre todos os fons em solu¢do, de forma que C;, € a concentracio
molar da espécie i0nica com carga z;,, num dado pH. Segue-se, dessa descri¢do, que um aumento

na forca idnica pode modificar distintamente cada constante de equilibrio, e a presenca de fons



que sdo comuns a mais de uma reacdo pode impor algumas restri¢des a tais modificacdes. Esse
fendmeno € normalmente referido por efeito do ion comum e esta predominantemente presente
em reacdes bioquimicas que envolvem a participacdo de prétons. Para altas concentragdes de
ions, foram obtidas outras formula¢des com é€nfase na mecénica estatistica que podem ser

prontamente aplicadas (Berry et al., 2000).

Com as relacOes anteriores definidas, € possivel agora, descrever o modelo Stc para
sistemas cooperativos considerando uma proteina P com n subunidades contendo um sitio por
subunidade capaz de acoplar um ligante especifico L. Neste modelo, o acoplamento do ligante ao
sitio proteico pode resultar em mudancas na estrutura quaterndria as quais podem
simultaneamente envolver a captacdo ou a perda de prétons ou de outros efetores, de maneira a

estabilizar a nova conformacao protéica.

Para o caso geral no qual cada isdmero obtido por meio da combina¢do de um mesmo
nimero de ligantes aos sitios protéicos define uma estrutura quaterndria média e distinta, o
nimero total de estruturas possiveis € 2", que corresponde a soma de todas as estruturas possiveis
para cada estado de saturacdo e disposi¢do dos ligantes nesses sitios, o que, por sua vez, pode
produzir um ndmero de estados de afinidade igual a 2" —1, quando cada uma das possiveis
combinagdes do mesmo nimero de ligantes aos sitios proteicos conduzir a uma distinta afinidade
dos sitios livres entre cada isdmero mas igual para todas subunidades isentas de ligantes e
presentes na mesma molécula. Uma descri¢do detalhada acerca da natureza dessas consideragdes
¢ apresentada no Apéndice B. Se ndo hd uma diferenca significativa na afinidade das subunidades
livres entre isdmeros com mesmo nimero de ligante(s) acoplado(s) e na estrutura de cada forma
isomérica resultante dessas diferentes combinagdes, o nimero total de possiveis estruturas e

estados de afinidade pode ser reduzido para n+1 e n, respectivamente. Assume-se entdo que cada



espécie protéica P; (onde [ designa o nimero de sitios ocupados por ligantes e [ = 0, 1, 2,..., n)
existe em um estado conformacional médio no qual pequenas variacdes estruturais sao
permitidas, e que cada uma das possiveis espécies em solucdo pode competir pelo ligante livre
em solucdo com diferentes afinidades e fatores de probabilidade. Essa primeira consideragdo
baseia-se no fato de que, quando em contato com as moléculas de solvente, a estrutura protéica
determinada por cristalografia ou qualquer outro método pode se tornar suscetivel a pequenas
flutuagdes para cada estado de saturacdo pelo ligante ou de agregacdo. Considerando essas
situacOes, propdem-se aqui que as reacoes envolvidas durante o acoplamento do ligante podem

ser descritas concomitante com a participacdo de prétons nesse processo da seguinte maneira:
Z K Z141 +
F'+L«——F " +vH @)

ondej=1,2, .. n, 7 ¢éa carga da proteina quando / dos seus sitios estdo ocupados por ligantes
em um dado pH, Kj € a constante de equilibrio de formagdo da espécie com j ligantes acoplados e
v; € o coeficiente estequiométrico da espécie H' na reagdo j em um dado pH: o sinal numérico
deste dltimo depende da liberagdo ou captagdao de prétons, sendo positivo no primeiro caso e
negativo no segundo. Desde de que se estd considerando que as espécies protéicas em solucdo
estdo em um estado médio de conformacdo, esse ultimo pardmetro tem da mesma forma um
carater médio. A inclusdo de outros efetores pode ser feita de maneira andloga considerando-se a

respectiva estequiometria desse novo efetor em cada reacgao.

O processo de dissociacdo segue o mesmo principio e pode ser expresso, segundo a

presente proposta, pela seguinte relagdo de equilibrio:
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z wly,

I
P’ PRLTTEN valw~ S+, HY (3)
w=l

! w

onde Kp,; € a constante de dissociacdo da espécie com [/ ligantes acoplados, /; € o numero total de

subagregados proté€icos produzidos a partir dessa espécie, v,, € o coeficiente estequiométrico na
~ . - zZ, . . ~
rea¢do [ de dissociagdo que produz o agregado w (S ), que tem n, sitios, dos quais /,, estdo
»
ocupados pelo ligante, z [ € a carga dessa espécie protéica num dado pH e vp; esté relacionado
wi vy

com o nimero médio de prétons liberados ou capturados durante o processo de dissociacdo da

5 by
espécie proteica em questdo. Note que » v,,-n,=ne Yy,

wi,,,

1=l

w=l1 w=]

Aplicando a Eq. 5 nas Eqgs. 7 e 8 e separando o termo referente aos prétons, obtém-se:

CPZH] CPZM 9
AG, ==RTIn| —— |-RTIn(C . )" ==RTIn| =2 |+2,3030,RTpH ©)

p L pr L

l—‘I
[leq. [T (10)
~RTin(C,,. ) " ==RTin| *=— = 1423030, , RTpH

Z
P

Para simplificar a notagdo e observar o comportamento aparente expresso por meio de

mudancas no pH da solugdo, as seguintes defini¢des sdo utilizadas

AG;=AG; —2,303v,RTpH (11)

11



AGp, =AG,,-2,303v, ,RTpH (12)

O sobrescrito (') indica essas energias livres de Gibbs sdo dependentes do pH. As

respectivas constantes de equilibrio aparente, as quais incluem a concentracao de prétons, sao

' - AG‘ C Zi+1
K- — eXp J — PH-I (13)
I RT | C,.C,
€
..,
' _ AG' 2 Zyl
KD’I — exp D,l — w=1 Swlw (14)

RT C

P

Quando uma dada proteina pode se combinar com um nimero determinado de ligantes em
diferentes maneiras, € necessario incluir consideracdes estatisticas de forma a se expressarem tais
constantes em termos de suas respectivas concentragdes intrinsecas de sitios. Isso ocorre devido
ao fato de que ndo s@o considerados todos os possiveis isOmeros envolvidos nesse tipo de
equilibrio, o que corresponde as diferentes maneiras pelas quais esses ligantes podem combinar
com os distintos sitios. Embora tenha sido assumido que esses isdmeros possuem estados
energéticos e estruturas similares, eles existem em solu¢do e, portanto, a probabilidade de
acoplamento de um ligante a uma proteina deve levar em conta o nimero de sitios livres que essa
proteina possui. Assim, considerando que esses isdmeros possuem niveis similares de energia, as
constantes de equilibrio estatisticas podem ser determinadas a partir das constantes intrinsecas da

seguinte forma (Antonini e Brunori, 1971):
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K. 15)

Essa € a primeira constante a ser obtida a partir de um ajuste por minimos quadrados dos
resultados experimentais. No apéndice B € apresentada uma discussdo mais detalhada acerca da

natureza dessa equacao.

4. DESENVOLVIMENTO DO MODELO ESTEQUIOMETRICO

As Egs. 9 a 12 mostram que as concentracdes das espécies proteicas em solugdo
dependem dos valores de AG’j e AG p,, os quais sdo dependentes da forca iénica e do pH. Para
condicdes de forgca idnica muito baixa, /n (%) tende a zero e a proteina pode se adaptar a
mudancas no pH modificando os estados energéticos aparentes das diferentes espécies presentes
em solugdo. Essa propriedade poderia modular o fendbmeno cooperativo por meio de agdo de
massas apenas. Entretanto, mudancas na concentracdo de prétons podem também modificar o
estado de protonagdo dessas espécies. Isso, por sua vez, pode resultar na formacao de tautdmeros,
como as formas estruturais 7 (tensa) e R (relaxada) observadas para Hb humana com graus de
interacdo proteina-proteina, proteina-ligante e proteina-solvente que diferem das primeiras
espécies consideradas pelas equacdes de equilibrio e pelos fatores estatisticos para cada estado de

saturacao.
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A captacdo ou liberacdo de prétons ou outro efetor qualquer por uma proteina em
diferentes valores de pH pode ser especificada conforme mostrado na Fig. 1 A . Cada sub-tipo de
fendmeno modifica os estados energéticos das espécies protéicas, interferindo em seus niveis
energéticos aparentes de maneira distinta para cada espécie (Fig. 1 B). A dissociacdo e a
oxigenacdo das espécies dissociadas (ndo mostradas), envolvem conceitos similares. Os estados
energéticos dessas espécies dependem do seu estado de protonacdo em um dado pH, o que, por
sua vez, depende dos fendmenos Fy , F. , F; e F.; . Nesse caso, uma mudanca no pH pode
modificar as relagdes energéticas de maneira distinta dependendo da intensidade de cada um
desses fendomenos, tornando possivel no estado de equilibrio o aparecimento de espécies em

solucdo em estados de protona¢do ndo observados em outras condi¢des de pH.

A consequéncia fundamental é uma adaptacdo desse sistema por meio de uma modulagdo
das relagcdes energéticas entre as espécies dissociadas, do grau de saturacdo e da formacgdo de
tautdomeros. O aparecimento de um novo grupo de espécies devido apenas ao fendmeno Fy nao
afeta o acoplamento ou a dissociacdo destas, mas modifica a dependéncia energética entre esses

tautdomeros frente a mudancgas no pH, Fig. 1 B (parte r = 0 para 2).
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DEVIDO A

FIGURA 1. (A) Modos de protonagdo/desprotonacdo de uma proteina com base na relagdo entre prétons e
acoplamento do ligante ou dissociag@o da proteina. F - ndo relacionado ao acoplamento do ligante ou ao processo de
dissociagdo; F. - relacionado apenas ao acoplamento do ligante, mas sem que o mesmo ocorra; F, - relacionado
apenas a dissocia¢do, mas sem que a mesma ocorra; F,, - relacionado simultaneamente ao acoplamento do ligante e
ao processo de dissociacdo, mas sem que ambos 0s processos ocorram; F¢, - causado pelo acoplamento do ligante e
relacionado a dissociagdo, mas sem que a ultima ocorra; F.p - causado pela dissociacdo e relacionado ao
acoplamento do ligante, mas sem que o ultimo ocorra; F¢ - causado pelo acoplamento do ligante e ndo relacionado
ao processo de dissociagdo; Fp - causado pela dissociacdo e ndo relacionado ao acoplamento do ligante; F¢p -

causado pelo acoplamento do ligante e pelo processo de dis

sociagdo simultaneamente.
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FIGURA 1(B) Diagrama de energia livre de Gibbs do acoplamento proteina-ligante e formagdo de tautdmeros em dois valores de

pH (x e y). a,, a,, b, e b, correspondem as energias livres do acoplamento do ligante em pH x e y para espécies com [ = j-I ligantes

acoplados, que corresponde ao AG/ para esses valores de pH. ¢, € ¢, sdo as energias livres de protonagdo, resultados da reagdo

erl X rK Zr . . ~ L. .
P, e P/ "+ r—; VH ", onde r indica o estado de protonacdo das espécies com [/ ligantes acoplados. Nesse

diagrama, os proétons liberados devido aos fendmenos F, ou F,; ndo alteram os valores de AG/, para cada tautdmero. O processo

de dissocia¢do pode ser representado por meio de consideragdes andlogas.
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Tautdmeros com afinidades distintas pelo ligante, tais como as formas 7 e R, ocorrem
apenas quando o fendmeno F, toma parte (parte r = 3 na Fig. 1 B). Nesse caso, a formagao
dessas novas espécies pode incluir também o fendmeno Fy devido a uma possivel presenca de

residuos mais suscetiveis a protona¢do ou desprotonagdo nesse novo valor de pH.

O efeito classico de protons em Hbs, efeito Bohr, observado por meio da mudanca na
afinidade de uma proteina pelo ligante quando variagdes na concentracdo prétons livres em
solu¢@o ocorre, estaria associado, segundo a presente proposta, aos fendmenos F¢, Fcg e Fep e
poderia ser modificado por F,, F.; e F.p, mas ndo seria afetado por Fy, F; € Fp. Em um estudo
preliminar do modelo Stc para Hbs, considerou-se que, para uma dada mudanca no pH (de x para
y na Fig. 1 B), a proteina poderia se adaptar ao novo pH sem uma formacdo significativa de
tautdmeros (parte r = 3) para qualquer estado de oxigenacdo. Considerando o caso particular no
qual o ndmero de prétons envolvidos durante o acoplamento (prétons de Bohr) e dissociacio é
aproximadamente constante para a faixa de pH analisada, i.e., negligenciando-se os fendmenos
F., F; e F.5, o nuimero de prétons envolvidos no processo de acoplamento do ligante e
dissociagdo pode ser obtido a partir da forma derivada das Eqgs.11 e 12, respectivamente. Para o

processo de oxigenacdo, esse procedimento conduz as seguintes equacdes (Wyman, 1964):

AG; u, = AG

.=
7 2,303RT(pH, - pH, )

(16)

onde AGJ.’ pH, € AG; ,;  $30 08 parametros AG; apH xey, respectivamente.

Uma equacio andloga pode ser obtida para a dissociacido usando-se os valores aparentes

de energia livre de Gibbs para esse processo. A partir da Eq. 16, conclui-se que a inclina¢do da
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curva de AGj, versus pH € proporcional ao niimero de prétons envolvidos em cada reacdo. A Fig.
2 A mostra esse tipo de resultado para a oxigenacdo da Hb humana com base em dados
experimentais da literatura obtidos por Imai e Yonetani (1975), e a Fig. 4 B (inclusdo) mostra tais
resultados para o processo de dissociacdo tetrdmero-dimero (Chu et al., 1984). Pequenas
flutuagdes podem produzir grandes desvios no nimero de prétons estimado em cada etapa se o
mesmo ¢ calculado com base em dois pontos consecutivos, conforme obtido previamente (Imai
and Yonetani, 1975; Chu et al., 1984). Dessa forma, considerando os valores experimentais para
AGI’ apH7,2epH 7,4 (Fig. 2 A), um desvio de 5% nos valores experimentais para AGI’ em pH
7,4 gera um erro de cerca de 3700% no nimero estimado de prétons envolvidos nessa etapa.
Conclui-se dessa observacdo que o numero de prétons que tomam parte nestes processos

apresenta uma grande dependéncia da precisao do método usado para obtencao dessas energias.

Isso ocorre mesmo considerando que flutuagdes de cerca de 40% nas respectivas
constantes de equilibrio obtidas por ajuste dos dados experimentais por minimos quadrados sdo
necessdrias para produzir um desvio de 7% nos valores absolutos de AG'; (Weber, 1992, p. 107).
Desde que os dados na Fig. 2 A incluem flutuagdes esperadas para medidas experimentais, a
natureza desses dados sugere um comportamento linear para uma considerdvel faixa analisada de
pH, com um numero constante de protons proporcional a inclinac@o das linhas obtidas por meio
de um ajuste linear das energias obtidas para cada etapa de reacdo. Os resultados mostrados nessa

figura foram obtidos com base no esquema
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FIGURA 2. (A) Efeito de pH na energia livre de Gibbs para cada etapa de acoplamento de oxigénio a Hb humana.

Os dados originais (Tabela 1, Imai and Yonetani, 1975) foram obtidos espectrofotometricamente, e com auxilio de

um sensor de oxigénio, e foram ajustados por meio de regressdo linear para o cédlculo de v, e AGJ. utilizando a Eq.

11. (Inclusdo) Representacio esquematica das relagdes de equilibrio consideradas pelo modelo Stc para a ligacdo da
Hb humana com o ligante, e para o processo de dissociagdo da mesma. Para a Hb da serpente, foram consideradas as

mesmas reagdes, porém com participacdo de ATP no processo de associagdo, mostrado na Eq. 24.
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classico de Adair, Antonini e Brunori (1971), assumindo-se um grupo de cinco espécies protéicas
em equilibrio, P; (=0 4 4). Esses resultados também indicam que as propriedades médias padrdao
desse grupo de espécies proteicas em solucdo permanecem constantes nessa faixa de pH para
cada estado de saturagdo pelo ligante. Isso sugere uma alta estabilidade das estruturas
hipoteticamente consideradas em detrimento da formagdo de outras espécies, e reforca a hipotese
adotada de estados de protonacdo distintos e constantes para cada grau de saturagdo dessa
proteina durante o exercicio normal de suas funcdes. Conforme serd visto, essa consideracao
aplicada ao modelo Stc fornece resultados em concordancia com os dados experimentais mesmo
para uma ampla faixa de pH. Argumentos similares podem ser considerados para o processo de
dissociacdo para diferentes faixas de pH (Fig. 4 B, inclusdo) usando-se uma expressao analoga a
Eq. 16. O modelo Stc também pode contemplar um sistema no qual v; varia com o pH
introduzindo-se um novo grupo de espécies em equilibrio (parte » = 3 na Fig. 1 B), mas tal
procedimento ndo € necessario para Hbs na faixa de pH analisada. Essa introducdo pode ser feita
de maneira similar aquela usada para o modelo de dois estados, mas com a condi¢do inicial de
que tais transi¢cOes entre essas espécies tautoméricas e seus processos de acoplamento e
dissociagdo podem envolver os fendmenos descritos na Fig. 1 B e as possiveis mudancas

estruturais e de afinidade resultantes desses fenOmenos.

5. APLICACAO DO MODELO ESTEQUIOMETRICO A DADOS DA LITERATURA

O primeiro passo na aplica¢do deste modelo para proteinas em geral consiste em obter um
nimero de dados experimentais suficiente para permitir um ajuste das equagdes tedricas em

diferentes condi¢des de pH, forca idnica, concentragdes de proteina ou efetor para o processo em
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questdo. No caso da Hb humana, as relacdes de equilibrio consideradas foram aquelas obtidas por
um esquema Adair de reagdes incluidas do processo de dissociacdo, oxigenagdo do dimero e
participacdo de prétons (Fig. 2 A inclusdo). Dessa forma, considera-se aqui a presenga de oito
espécies em equilibrio (cinco como tetrdmero Py = 4 4) € trés como dimero Dy , 2)), de tal forma
que as constantes aparentes de equilibrio obtidas por Imai e Yonetani (1975) para a oxigenagdo
do tetramero (Fig. 2 A), e aquela obtidas por Chu et al. (1984) para a dissociagdo da espécie
desoxigenada (Fig. 4 B, inclusdo), foram diretamente correlacionadas com o lado esquerdo das
Eqgs. 13 e 14 para cada condi¢cdo de pH a uma temperatura de 293 K. A energia livre de Gibbs
para a oxigenacao das espécies diméricas foi considerada constante e igual a —8,4 kcal/mol, Chu
et al. (1984), para os dois passos de acoplamento em toda a faixa de pH analisada. Inicialmente, o
modelo foi ajustado a partir dos resultados fornecidos por Imai e Yonetani entre pH 6,5 e 8,0 e,
em seguida, para uma faixa mais larga de pH (pH 6,5 a 8,8). Dessa forma, com base no ajuste
mostrado na Fig. 2 A para a primeira faixa de pH e se considerando as Eqs. 11 e 12, pode-se
estimar os valores de v, resultando v; = +0,46, v, =+0,657, v;3 = +0,956 e v, = 0,084. A partir de
um procedimento andlogo e baseado na aproximag¢do mostrada na Fig. 4 B (inclusdo), obtém-se
Upo = 1. Os respectivos valores intrinsecos obtidos para AG; e AGpo foram AG,= -1,394
kcal/mol, AG,= +0,199 kcal/mol, AG;= +2,777 kcal/mol, AG4,= -8,230 kcal/mol e AGpo =
+24,430 kcal/mol. Esses valores sdo pH-independentes pois correspondem as energias padrdes de
reacdo, visto estarmos desprezando hipoteticamente a contribui¢do i6nica na Eq. 5, dessa forma,
estes valores foram obtidos extrapolando-se a atividade dos protons para 1 na Eq. 11. Os valores
intrinsecos para AGp; em outros niveis de saturacdo foram obtidos usando-se uma combinagdo
linear das respectivas reacOes independentes de equilibrio que descrevem o processo de

dissociagdo de P;, assim AGp, pode ser calculado como AGp = AGp, (correspondente a energia
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de dissociacao de Py) - 2 x 8,4 (referente a duas oxigenagdes do dimero (kcal/mol)) - AG; (energia
de oxigenacdo de Py— P;)- AG; (energia de oxigenacdo de P;— P,). Como resultado dessas
combinacdes lineares obtém-se a variacdo energética referente ao processo em questdo,
Py— Do+D;, (2D;), o que fornece AGp,= +8,825 kcal/mol. De maneira similar obtém-se que
AGp, = +17,424 kcal/mol, AGp3=-2,352 kcal/mol e AGp 4= -2,522 kcal/mol. Com base nas Egs.
11 e 12 os valores aparentes desses parametros previstos pelo modelo podem ser obtidos para
cada pH. O namero de prétons envolvidos nos outros passos de dissociacdo pode ser obtido por
meio de combinagdes lineares das equacdes independentes de equilibrio que geram a dissocia¢ao
da espécie analisada, usando um procedimento andlogo ao discutido anteriormente, porém,
levando em consideragdo o numero de protons envolvidos em cada etapa e ndo os valores de
energia livre das mesmas. Tal procedimento fornece para esse primeiro ajuste Up; = +0,540, vUp»
=-0,117, vp3=-1,074 evp4 = -1,158. Para a larga faixa de pH (pH 6,5 a 8,8), usando o modelo
Stc (Fig 2 A), é obtida a seguinte estequiometria para tais processos: v; = +0,394, v, = +0,637, v3
= +0,795 e vy = 0,081; e valores de AG; correspondentes a AG;=-2,012 kcal/mol, AG,=-0,0037
kcal/mol, AG3=+1,26 kcal/mol e AG4=-8,265 kcal/mol. Substituindo esses resultados na Eq. 11 e
tomando os valores para vpy e AGpy obtidos anteriormente, conduziu-se esse segundo teste
usando a mesma metodologia com o objetivo de avaliar a estabilidade dos parametros de andlise

que serdo descritos aqui e de obter avancos acerca do mecanismo de formagao de tautdomeros.

Embora as constantes aparentes de Adair para o equilibrio tenham sido tomadas
diretamente de resultados obtidos por outros autores, esses valores poderiam ser obtidos usando-
se um ajuste por minimos quadrados idéntico ao desenvolvido para o esquema de Adair, mas

agora considerando-se o cardter aparente dessas constantes. Os valores estatisticos para essas
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mudancas energéticas podem ser obtidos considerando-se a Eq. 15 para o acoplamento do ligante

ao tetramero (n=4) e ao dimero (n=2) com base em consideragdes similares, Apéndice B.

A aplicacdo das Egs. 11 a 15 a uma série de reagdes independentes em condigdes de for¢a 10nica
muito baixas pode descrever o comportamento de todas as espécies de Hbs consideradas e, ao
mesmo tempo, dd condi¢des para se checar os dados experimentais. Conforme mostrado na Fig. 2
B, a curva de afinidade pelo oxigé€nio superpde os resultados experimentais, mostrando ser
razodvel considerar constante o nimero de prétons de cada etapa. Aqui, o efeito Bohr alcalino
pode ser explicado por acdo de massas para uma faixa de pH considerdvel. Os resultados
baseados no segundo ajuste para uma larga faixa de pH mostram desvios para alguns valores de
pH mas fornecem uma melhor expressdo do comportamento médio esperado para os valores log

(pO3)so sobre uma faixa de pH mais ampla.

Outras informagdes podem ser obtidas com base no coeficiente de Hill, H., Antonini e

Brunori (1971), definido como

alog(ly]
H = N (17)
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FIGURA 2. (B) Efeito de pH na afinidade da Hb pelo oxigénio (log Psp). Os dados experimentais para a Hb humana
(140uM de heme) foram extraidos da Tabela 1 em Imai and Yonetani (1975). O comportamento teérico previsto pelo
modelo Stc para Hbs humana e de serpente foi obtido com de um programa escrito em C** e compilado pelo GNU
octave, que € baseado na sub-rotina hibrida Minpack para resolu¢io de equacdes nio lineares. Os valores de V; para
Hb humana citados no texto foram estimados, respectivamente, por meio da Fig. 2 A. Todas as curvas teéricas foram
baseadas na Eq. 9. Nesse caso, os valores de Ps, foram obtidos para valores de Y=0.5, resolvidos com um erro menor
que 10”. As curvas tedricas correspondentes aos modelos de dois e trés estados foram baseadas na participacio de
prétons Bohr v na transicdo T - R, ou Vg, na transi¢do 7 - H e H - R, e os resultados foram obtidos com ajuda de
planilhas de célculos desenvolvidas para tal processo (veja texto e as Egs. 29 a 31).

onde Y € o grau de saturacdo da Hb definido como a razdo entre os sitios ocupados por ligantes e

o numero total de sitios, e pO; € a pressdo parcial de oxigénio (considerada neste trabalho em
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unidades de mmHg). H. = 1 implica um acoplamento simples, enquanto H., > 1 indica

cooperatividade e H, < 1 indica um processo antagonico.

Os valores de H, para 50% de saturacdo da Hb humana variaram de 2,85 para 2,7 na faixa de pH
de 6,5 a 9,0, indicando uma redu¢do no cardter cooperativo dessa Hb (Imai and Yonetani, 1975).
O modelo Stc prevé tal comportamento com considerdvel precisdo, sugerindo uma grande
concordancia com os dados experimentais obtidos para esse pardmetro em relacdo a ambos os
ajustes (Fig. 3 A). Conclusdes mais profundas podem ser obtidas por meio da andlise do
comportamento do H, no decorrer de todo o processo de saturacdo, conforme mostrado na Fig. 3
B. Note que em pH basico o efeito de cooperatividade predito desloca-se dos dltimos passos de
acoplamento, se comparado a valores dcidos de pH, nos quais o efeito cooperativo é mais
pronunciado nos dltimos passos. Esta natureza assimétrica pode ser caracterizada utilizando-se o
parametro de assimetria, A, (Weber, 1982), o qual informa como o efeito cooperativo estd

distribuido durante o processo de acoplamento, e € definido em relag@o as constantes aparentes de

equilibrio para o acoplamento como

K K,
A, =In| —— (18)
K2K3

Aqui, A,y < 0 corresponde a um maior efeito cooperativo nos primeiros passos € Ay, > 0

representa um efeito cooperativo mais pronunciado nos ultimos passos do acoplamento
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FIGURA 3. (A) Efeito do pH no coeficiente de Hill. Os dados experimentais para Hb
humana (140uM como heme) foram baseados na Tabela 1, em Imai and Yonetani
(1975). O comportamento teorico previsto pelos modelos Stc, de dois estados e de trés
estados para Hb humana foi baseado nas Eqgs. 11 e 17. A curva log(Y/(1-Y)) versus
log(pO.) foi obtida através dos calculos das constantes de equilibrio (Eg. 9) e com
ajustes iniciais feitos para cada modelo. Os valores de Hc a 50% de saturagao foram

calculados utilizando-se a Eq. 17. Os valores experimentais foram calculados por meio

de um procedimento similar.

p H
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FIGURA 3. (B) Efeito do nimero médio de ligantes acoplados por mol de Hb humana (<n>) no
coeficiente de Hill, previsto pelos modelos de dois estados e de trés estados, com base na Tabela
1 de Imai and Yonetani (1975), e nas Egs. 9 e 17. Os dados foram obtidos através de

procedimento descrito na Fig. 3 A, neste caso para o intervalo completo de saturagao.
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FIGURA 3. (B) Efeito do nimero médio de ligantes acoplados por mol de Hb humana (<n>) no
coeficiente de Hill, previsto pelos modelos Stc com base na Tabela 1 de Imai and Yonetani
(1975), e nas Egs. 9 e 17. Os dados foram obtidos através de procedimento descrito na Fig. 3 A,

neste caso para o intervalo completo de saturacao.
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do oxigénio (correspondendo ao comportamento em pH fisiolégico para a Hb humana) (Fig. 4
A). Um valor de A,, = 0 indica comportamento simétrico, com maior cooperatividade a 50% de
saturacao de Hb. O subscrito ap indica o cardter aparente deste parametro, desde que ele é

baseado nos valores de K, os quais sdo pH dependente.

Neste trabalho € proposta uma definicdo mais completa para A,,, com base nas suas

respectivas constantes K; de equilibrio, i.e., a ‘assimetria real’, A, , onde

A,y =il —2| = A, =A,,-23030, pH (19)

ap real

Onde a constante de assimetria de prétons, 0,4 , € definida como

V, =0V, +0, -V, —, (20)

Essa constante pode modular o comportamento das proteinas quando sujeitas a mudangas no pH,
e reflete a estequiometria relativa de prétons entre cada estdgio do acoplamento. Assim, para
valores positivos de v4, um aumento no pH gera uma redugdo na assimetria aparente, enquanto
que para valores negativos o efeito é oposto. Essa propriedade é exclusiva do modelo Stc, uma
vez que é esperado que os modelos cldssicos apenas contemplem uma mudanca na assimetria
com o pH por meio de modifica¢des das energias livres de Gibbs entre as espécies tautoméricas
presentes no sistema. A Fig. 4 A mostra o comportamento predito pelo modelo Stc. A A, obtida
a partir das Eq. 18 a 20, estd de acordo com os resultados experimentais (Imai e Yonetani, 1975)
€ mostra um aumento na assimetria para essa Hb conforme o pH € reduzido. Essa mudanca se

deve a acdo de massas de prétons que
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FIGURA 4. (A) Efeito de pH na simetria aparente. Dados experimentais baseados na Tabela 1 de
Imai e Yonetani (1975), e em Bonafe et al. (1999). O comportamento tedrico previsto pelos
modelos Stc, dois estados e trés estados para Hb humana, e pelo modelo Stc para Hb de serpente
foi obtido com base nas Eqs. 9, 11, 13 e 18 para cada condi¢do. No caso dos modelos de dois e

trés estados foi utilizado o procedimento global para obten¢do das constantes de equilibrio.

modifica as relacOes entre as constantes de equilibrio aparentes para o acoplamento K,
favorecendo um estado de equilibrio com tendéncia a formar espécies protéicas com graus

distintos de afinidade pelo ligante e promovendo, dessa forma, uma redistribuicdo do carater
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cooperativo para cada condi¢do de pH no meio. Os valores calculados para A, € Vo foram,
respectivamente, +21,64 e +1,07, enquanto para a maior faixa de pH ajustada, A,., foi +19,81 e
va foi +0,956. Desde de que a assimetria baseada em valores intrinsecos das constantes de
equilibrio € idéntica a obtida a partir das constantes estatisticas (observe as Eqgs. 15 e 18), esse
aspecto ndo € especificado. O significado fisioldgico para os valores obtidos para esse parametro
foi proposto por Weber (1982), que observou que os valores positivos alcancados pela Hb
humana indicavam maior cooperatividade nos ultimos passos do acoplamento. Esse fendmeno
permite uma otimiza¢do da funcdo protéica, uma vez que essas Hbs atuam em uma faixa de
saturacdo de 65% a ~100% . Esses resultados foram no entanto obtidos para um dado valor de
pH, embora esse fendmeno seja muito mais dinamico. O aumento na assimetria para valores
reduzidos de pH (Fig. 4 A) pode conduzir a uma maior eficiéncia no transporte de oxigénio por
meio de uma reducdo adicional na afinidade aparente das espécies em solu¢cdo e um consequente
deslocamento do efeito cooperativo para os ultimos passos. Uma alta concentracdo de prétons
induz a dissociacdo do oxigénio preferencialmente a partir das espécies que realizam esse
processo retirando o maior nimero de prétons do meio, promovendo dessa forma uma grande
liberacdo de oxigénio nos tecidos, uma vez que tais espécies correspondem aquelas com menor
grau de saturacdo. Esse efeito € mais pronunciado em presenca de fosfatos organicos, os quais
aumentam a assimetria estabilizando preferencialmente as espécies menos saturadas (Weber,

1982).

As mudangas na afinidade entre as subunidades no decorrer do acoplamento do ligante
podem ser acompanhadas com base no indice de efeito I,, (Weber, 1984). Aqui, novamente, usa-
se o subscrito ap para expressar a sua natureza aparente. Esse parametro indica a tendéncia a

dissociac@o durante um acoplamento cooperativo ou antagdnico, e € definido para Hbs como
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B AG,,—AG,,,

I, a5, 1)

Para valores de I, < 1, o acoplamento ¢ dito de primeira ordem. Nesse caso, 0
acoplamento do oxigénio aumenta a tendéncia da proteina a se dissociar durante um processo
cooperativo, principalmente nos primeiros passos do acoplamento, enquanto em um processo
antagOnico a tendéncia € no sentido da associagdo. Para I,, > 1 o acoplamento € de segunda
ordem envolvendo um processo cooperativo ou antagébnico com a mesma tendéncia observada
para acoplamentos de primeira ordem, porém ocorrendo principalmente nas ultimas etapas do
acoplamento. Para estender o conceito de indice de efeito, propde-se aqui o ‘indice de efeito

real’, I,.,;, com base nos valores de AGp,, onde

AGD,4 _AGD,2
real —
AGD,z _AGD,()

A relacdo entre os parametros reais e aparentes € dada por

 _|Lea (AGp2 =AGy o )+2.303(0p 2 =Vp,s JRTPH )
v AGp, , —AG, , +2.303(vy o ~Vp , JRIPH

Um outro pardmetro muito util para a predicdo do comportamento expresso pelo /,, em

relacdo ao pH, a constante de indice de efeito de prétons, vy, € proposto aqui e corresponde a

[ -V
1)1 — D,2 D,4 (23)
Up,o~Up,
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Esse parametro tém a mesma natureza do parametro de assimetria, porém ele atua de uma
maneira um pouco mais complexa que serd discutida numa outra oportunidade. Em linhas gerais
essa constante carrega implicitamente informagdes acerca de mudancas no indice de efeito
geradas por variacdes no pH, assim, pode-se concluir a partir desse parametro se tais mudancas
vao alterar a ordem do acoplamento e de que forma. Os valores intrinsecos de I,.,; € Uy para a Hb
humana foram +0,727 e +0,932, respectivamente, enquanto os valores estatisticos para /,, foram

obtidos usando-se a Eq. 15 (n = 4) para o tetrdmero e (n = 2) para o dimero nas Eqgs. 21 e 22, as

quais forneceram valores de I.q(estat)= +0,717 tal que AG D.0 ( estat )= +24,43 kcal/mol,
AGD’1 (estat )= +17,827 kcal/mol, “AGD’2 ( estat ) = +9,223 kcal/mol, AGD’3 (estat )= -1,948

kcal/mol e AGDA(estat): -2,522 kcal/mol. Os valores para I,, obtidos pelo modelo

estequiométrico para Hb humana correspondentes ao ajuste para uma ampla faixa de pH, foram
calculados por meio de um procedimento andlogo ao do primeiro ajuste e € também mostrado na

Fig. 4 B.
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FIGURA 4. (B) Influéncia do pH no indice de efeito da Hb humana (140uM como heme). O comportamento tedrico
previsto pelo modelo Stc foi baseado nos dados experimentais da Tabela 1, em Imai e Yonetani (1975), Chu et al.
(1984) e nas Egs. 9-12 e 21-23. Aqui, os valores intrinsecos para a energia livre de Gibbs média de dissocia¢@o para
espécies biligadas foram considerados como RTIn([D,1%/ [P])= RTIn(([Dy] [D:1)/[P5]) para cada condig¢do de pH.
(Inclusao) Efeito de pH na energia livre de Gibbs de dissociagdo de Hb humana com [ ligantes acoplados. Os
resultados foram obtidos para a forma deoxi diretamente pelo de ajuste de curva dos dados experimentais (Chu et al.,
1984). Os cdlculos da energia livre de dissociacdo foram baseados nos resultados obtidos na Fig. 2 A e B,
considerando AG de oxigenacdo de 8,4 kcal/mol para Hb humana. Para outros graus de saturagdo com o ligante, os

valores de energia livre foram obtidos por combinacio linear.
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Estas curvas refletem a dependéncia em relacdo ao pH dos valores de AG’p,; (Fig. 4 B,
inclusdo) dado pelas Eqgs. 22 e 23. Em concordancia com os resultados obtidos por Chu et al.
(1984), as variacdes energéticas intrinsecas mostraram um aumento em AG’p; para baixos valores
de pH para a Hb deoxi e para as espécies com um ligante acoplado, enquanto o oposto foi
observado para as outras espécies (Fig. 4 B, inclusao). Um outro ponto a ser notado nesta figura,
que também estd de acordo com os dados fornecidos por Chu et al. (1984), € que AG'p3 < AG'p 4.
Esses resultados tedricos confirmam a aplicabilidade do procedimento utilizado aqui, ja que
foram obtidos com base unicamente nos dados fornecidos por esses autores para a dissociacdo da
espécie deoxi e naqueles obtidos por Imai e Yonetani (1975) para a oxigenacao do tetramero. O
carater cooperativo dessa Hb na faixa de pH 6,0 — 9,0, com um H, ao redor de 2,8 (Fig. 3 A),
conduz a um processo cooperativo com tendéncia a dissociagdo mais acentuada nos primeiros
passos do acoplamento (/,, < 1) para os casos estatistico e intrinseco em valores de pH abaixo de
9,5 (Fig. 4 B). A manuten¢do desta natureza cooperativa para valores de pH > 9,5 sugere que ha
uma mudanca para um acoplamento de segunda ordem com uma posterior intersec¢do dos
valores de AG’p e AG’p, nas vizinhangas de valores de pH =10,5, assim /,, torna-se > 1. Este
resultado reflete a interseccio ou mudanca nas relacdes entre os valores de AG’p, para os

primeiros e ultimos estados de saturagdo protéica (Fig. 4 B, inclusao).

O efeito do pH no estado de agregacdo da Hb a 50% de saturacdo predito pelo modelo Stc
pode ser observado na Fig. 5 A e B. Em uma faixa tdo ampla de pH, poder-se-ia esperar que
outros fatores afetassem o processo, tais como efeito Bohr dcido, formagdo de tautomeros ou
mesmo desnaturacio, 0 que por sua vez ocasionaria o aparecimento de espécies em equilibrio

distintas das que foram consideradas inicialmente.
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FIGURA 5. (A) Efeito de pH na dissociacio de Hb a saturacdo de 50%. O comportamento
tedrico previsto pelo modelo Stc para Hb humana e de serpente foi baseado na Tabela 1, em Imai
e Yonetani (1975), e na Tabela 3 e 4, em Chu et al. (1984), Bonafe et al (1999), e nas Egs. 13 e
14. Tetrameros - simbolos abertos; dimeros - simbolos fechados. Esses resultados foram obtidos
como descrito na Fig. 2 B, mas considerando o processo de dissociagdo e de oxigenacdo do

dimero.
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Entretanto, essas figuras ilustram o comportamento hipotético do sistema na auséncia de
formacdo dessas novas espécies em equilibrio. A Fig. 5 A mostra que uma reduc@o no pH pode
conduzir a um aumento na propor¢do com que tetrameros se dissociam em dimeros. Esse
comportamento, observado a partir da Figs. 4 B (inclusdo) e 5 B, ocorre predominantemente com
as espécies com 3, 4, e em menor intensidade, para as espécies com 2 oxigénios acoplados,

enquanto o oposto € observado para as espécies com 0 e 1 oxigénio acoplado.

A implicagao fisioldgica desse processo pode ser entendida se for considerado que um
aumento na concentracdo relativa das espécies tetraméricas menos saturadas facilitard o
desacoplamento do oxigénio dessas espécies, uma vez que esse processo envolve a captagcdo de
prétons, enquanto as formas tetraméricas completamente saturadas ndo sentem tanto essa
modificacdo e estdo mais sujeitas a dissocia¢do. Esses resultados sugerem uma grande capacidade
de adaptacdo dessas Hbs a cada condi¢cdo de pH, tamponando o meio com a modulagdo de sua

tendéncia a associar/dissociar e modificando a afinidade aparente dessas espécies pelo ligante.

A presenca de fons como fosfatos organicos pode modificar as relacdes entre as curvas de
AG’p, alterando os valores de I, j que esses fons afetam as interagdes entre as cadeias ou3;, 0if3;
e BB (Wyman, 1965; Perutz et al., 1968; Weber, 1972; Pettigrew et al., 1982; Weber, 1982,
1984). Consequentemente, a inversdo observada na tendéncia da Hb humana a se dissociar a
pH=9 em presenca de determinados ions fosfato (Weber, 1990), ainda sem explicacdo na
literatura, pode ser entendida considerando que esses ions estabilizam preferencialmente as
espécies menos saturadas, antecipando ou mesmo promovendo o comportamento predito pelo

modelo Stc para valores de pH=10,5 para o parametro /,,, Fig. 4 B.
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Especificando a extensdo logaritmica da curva de diluicdo como a mudanga na
concentracdo inicial de proteina quando o grau de dissociacdo, &, definido na Fig. 6, varia de 0,1
a 0,9, expresso em unidades logaritmicas, Weber e Xu (1982) demonstraram que a redugdo
observada nesse parametro durante a dissociagdo-associac@o da enolase e dansil conjugados dessa
proteina poderia estar associada a formagao de novas espécies provenientes de um processo de
deriva conformacional das formas dissociadas. Isso, por sua vez, ocorreria como resultado de
mudancgas conformacionais tempo-dependentes destas espécies dissociadas em contato com as
moléculas de solvente, de forma que a organizacdo da dgua ao redor dessas formas dissociadas
geraria simultaneamente um acréscimo nas suas energias livres de associacdo e perda na
afinidade entre as subunidades como consequéncia desse processo de deriva conformacional. A
descricdo termodindmica dessa dependéncia distinta da concentracdo no decorrer do processo de
dilui¢do foi proposta, em um primeiro momento, proposta assumindo-se uma perda continua de
energia livre de Gibbs de dissocia¢do, mas tal modelo mostrou ter uma aplicabilidade limitada

(Weber, 1986, 1987).

Uma representacdo mais adequada para tais processos foi obtida considerando-se um
tratamento discreto das espécies envolvidas. Para isso, a participacdo das formas provenientes de
deriva conformacional foi explicitamente considerada em equilibrio com suas propriedades,
sendo determinadas por um processo tempo-dependente governado por taxas de ‘spoil’ e ‘repair’
de suas estruturas em que a condi¢do de equilibrio seria obtida por meio de processos iterativos

(Weber, 1986).
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FIGURA 6. (A) Efeito da concentracdo de Hb humana no processo de dissociagdo em diferentes
valores de pH (Y=0, 0,6 e 1), com base nos comportamentos tedricos previstos pelo modelo Stc,
e nas Egs. 10 e 12. C corresponde a concentragdo inicial de proteina [Polini. Para graus de
saturacdo intermedidrios, calculou-se a distribuicao das espécies fixando-se o grau de saturacdo, a
concentracdo de proteina e o pH, utilizando-se um programa similar ao descrito na Fig. 2 B.
Nessa figura, o grau de dissociag@o foi obtido com base na extensao da reagdo para a dissocia¢ao
de espécies deoxi, Xpy , dada pela relagio o = (X [D;]) /2x2[P:]+ 2 [Di]) = Xpo /C, para

qualquer grau de saturagdo da proteina.
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Na presente descri¢c@o, ndo se pretende estender a aplicabilidade do modelo Stc para esse
tipo de mecanismo, uma vez que isso pode ser feito utilizando-se um agregado protéico mais
apropriado no qual esse fendmeno ocorra mais expressivamente. A Fig. 6 A, no entanto, mostra o
comportamento previsto por este modelo para a Hb humana para alguns valores de pH em
auséncia de tal processo de deriva quando Y=0, 0,6 e 1. Conforme mostrado, para Y=0 a extensao
logaritmica da curva de dilui¢do permanece constante com o pH e com valor igual a 2,9 unidades,
sendo que para um grau fixo de dissocia¢do ocorre um deslocamento para baixas concentragdes
de proteina a medida em que o pH € reduzido. Esse valor de 2,9 unidades ¢ préximo ao obtido
por Xu e Weber (1982) de 2,86 unidades para enolase na auséncia de deriva conformacional.
Desvios desse comportamento sdo esperados quando espécies em deriva sdo formadas ou quando
um novo grupo de espécies heterogéneas quanto a energia livre de dissociacdo € formado em
quantidades significativas (Weber, 1986). Tal heterogeneidade fisica tem sido, até o momento,
demonstrada apenas para processos de dissociagdo induzidos por pressdo em grandes agregados
protéicos (Paladine and Weber, 1981; Silva et al., 1989; Erijman and Weber, 1991; Bonafe et al.,
1993; Ruan and Weber, 1993). Agora, pela primeira vez, pode-se observar esse complexo
fendmeno por meio dos resultados fornecidos pelo modelo Stc para Hb humana em condigdes
fisiolégicas de 60% de saturacdo por oxigénio (Fig. 6 A). Esses resultados fornecem uma
visualizacdo direta deste fendmeno, muitas vezes extremamente ‘abstrato’, assim como avancgos
nas suas causas e nos mecanismos envolvidos em tais processos. Ao mesmo tempo, o modelo Stc
fornece uma grande quantidade de informacgdes uteis a respeito do comportamento desta Hb

humana durante o exercicio normal de suas fungdes.

A Fig. 6 A mostra que um aumento no grau de saturacdo das curvas de dilui¢do (¥Y=0,6)

causa um deslocamento em dire¢cdo as formas mais saturadas, para valores de pH até 10,5,
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quando comparada com a forma deoxi (¥Y=0), enquanto para valores mais altos de pH ocorre o
oposto. Essa figura também fornece detalhes a respeito do nimero de estdgios de dissociagdo
visiveis para cada condi¢do de pH. Dessa forma, a pH=6,5, a extensdo logaritmica da curva de
diluicio aumentou para aproximadamente 6,5 unidades, decrescendo progressivamente até
valores préximos a 2,9 a pH=8.8, em que os estdgios distintos de dissociagdo tornaram-se
imperceptiveis. Essas mudancas no pH ndo alteram de maneira significativa o grau de
dissociagdo observado a uma concentracdo de proteina em torno de 10® M. Para maiores
concentracdes de proteina, um aumento no pH aumenta o grau de dissociac¢do, enquanto o oposto
€ observado para menores concentragdes. Para pH acima de 8,8, hd um aumento progressivo nos
valores da extensdo logaritmica e um deslocamento em direc@o as formas associadas, conforme o

pH ou o grau de saturagdo é aumentado.

As razdes para tal comportamento podem ser entendidas se for considerado que cada
espécie tetramérica possivel (Pp a Pi) se dissocia por meio de uma fungcdo ndo linear da
concentracdo inicial de proteina (Egs. 2 e 14); assim, cada uma dessas formas possui uma energia
livre de Gibbs de dissociacdo distinta que poderd governar o caminho seguido durante a dilui¢do
de acordo com as espécies que prevalecem em solucido, o nimero de efetores envolvidos na
dissociacdo e 0 meio externo a proteina, gerando dessa forma os estagios distintos observados na
curva de dilui¢do. O efeito, observado por meio de mudancas no pH para concentragdes iniciais
de proteina maiores que 10°® M, oposto aquele obtidos a concentracdes menores, também pode
ser explicado se considerarmos (com base nos resultados anteriores) que hd liberagdo de prétons
durante a dissociacdo das Hbs com zero e um ligante acoplado, enquanto para os outros estados
de saturacdo (dois e principalmente trés e quatro ligantes acoplados) ocorre uma captacdo. Dessa

forma, um aumento no grau de dissociacdo para concentracdes > 10® M conforme o pH ¢
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reduzido (a partir de 8,8 sendo que o comportamento oposto observado para menores
concentragdes) sugere que as espécies preferenciais em dissociacio para valores maiores que 10
M sdo as mais saturadas, pois estas captam prétons do meio externo durante esse processo,
passando pelas espécies biligadas ou por uma distribuicdo equivalente menos sensivel ao pH a

10" M, até dissociar as espécies restantes menos saturadas que liberam prétons, Fig. 6 B.

A observacdo de estdgios distintos durante esse processo € a aparente auséncia desse
comportamento em pH=8,8 pode ser explicada considerando-se, por exemplo, a Fig. 2 A, a qual
mostra que para altos valores de pH ocorre um aumento na afinidade pelo ligante e uma
conseqiiente redu¢do no ndmero de formas parcialmente oxigenadas, dada a maior
espontaneidade dos passos intermedidrios, homogeneizando esse sistema em torno de uma
espécie predominante sujeita a dissociacdo ou de um grupo de espécies com niveis similares de
energia livre de dissociacdo (Fig. 4 B inclusdo), causando assim a observada reducdo na extensao
logaritmica da curva de dilui¢do para 2,9 (Figs. 6 A e B). O aumento no grau de dissociacdo para
altos niveis de saturacdo protéica e a subsequente inversdo dessa tendéncia para valores de pH
proximos a 10,5 podem ser analisados com a ajuda da Fig. 4 B (inclus@o), que mostra que para
valores de pH maiores que 10,5, a energia livre de Gibbs de dissocia¢do para as espécies mais
saturadas, que sdo as formas predominantes sujeitas a esse processo a ¥Y=0,6, € maior do que
aquelas observadas para a forma deoxi predominante a Y=0, gerando desta forma a inversdo

observada na Fig. 6 A.
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FIGURA 6. (B) Curva de dilui¢do para a Hb humana expressa em termos da distribuicao relativa
de tetrameros presentes em solucdo para cada concentracdo de proteina e de pH a 60% de
saturacdo de Hb. Os resultados foram obtidos como descritos em (A), mas foram normalizados

para expressar a fracao relativa de tetrameros, independentemente do grau de dissociacdo.

A extensdo logaritmica da curva de dilui¢do a pH=11,8, o comportamento expresso a Y=1

e outros efeitos sdo, da mesma forma, um reflexo da interdependéncia entre essas energias livres
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de Gibbs e das espécies protéicas presentes em solucao para cada concentragdo inicial de proteina

considerada.

A Fig. 6 B d4 uma clara idéia dessas relacdes e fornece alguns avangos a respeito desse
mecanismo e de sua modulacdo. Essa figura mostra a distribuicio relativa de tetrdimeros como
uma funcdo da concentragdo inicial de proteina para determinados valores de pH, de tal forma
que essas fragOes expressas para cada espécie foram normalizadas apenas em relacdo as formas
tetraméricas presentes em solu¢do a Y=0,6. Em outras palavras, a presenca de dimeros nao foi
aqui considerada para facilitar a interpretagcdo do mecanismo complexo de modulagdo envolvido
e as espécies distintas responsdveis pela manifestacdo aparente do fendmeno de heterogeneidade
quanto a energia livre de Gibbs. Uma andlise conjunta dessa figura com aquelas obtidas
anteriormente pelo modelo Stc fornece uma maneira de estender os conhecimentos acerca das
propriedades da Hb humana, além de fornecer dados teéricos capazes de auxiliar o planejamento
de novos experimentos. O fendmeno de heterogeneidade nas curvas de dilui¢do €, dessa forma,
uma manifestacdo das energias livres distintas de dissociagdo das espécies sujeitas a esse
processo, e da propor¢do na qual elas ocorrem em solucdo. Esse fendmeno, por sua vez, pode ser
modulado por efetores, acoplamento de ligantes, forca i0nica e temperatura (ndo discutida aqui),
e pode ter tal modulagdo restringida de maneira distinta pelo efeito do fon comum e pela
interdependéncia entre as diferentes formas agregadas, dada pelas relacdes acopladas de
equilibrio responsdveis por sua formacao. Assim, se estas espécies nao sio interconvertiveis, esse
fendmeno ndo ocorre, em contraste com o processo de dissociacdo por pressdo no qual a
heterogeneidade pode ser observada mesmo se as espécies em solucdo sujeitas a dissociacdo nao

forem interconvertiveis.
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6. APLICACAO DO MODELO ESTEQUIOMETRICO A Hb DE SERPENTE

Hemoglobinas de vertebrados ectotérmicos, devido a suas propriedades distintas
representam uma excelente oportunidade para testar o modelo Stc (Brittain, 1988; Riggs, 1988;
Weber and Jensen, 1988; Brittain, 1991). A acentuada dissocia¢do da Hb de serpente em valores
mais alcalinos de pH ou em auséncia de fosfatos orgéanicos foi demonstrada usando-se Hb da
serpente Helicops modestus (Bonafe et al., 1999). Visando a uma compreensdo mais profunda a
respeito do papel do fosfato organico neste processo de associagcdo-dissociacdo, utilizou-se uma
andlise multirreacional similar aquela usada para Hb humana, Fig. 2 A inclusdo, mas que

considera a participacdo do ATP durante o processo de dissociacao, como segue:
Hb)(ATP) «—"222D, + ATP+v, H"* (24)

Embora seja necessdria uma investigacao mais completa desta Hb para se determinar suas
constantes de equilibrio, estes valores foram estimados com base na curva de log Psy versus pH.
Assim, os parametros de equilibrio foram obtidos por meio de uma aproximacgdo da curva tedrica
e dos dados experimentais, de forma a conduzir ao ajuste mostrado na Fig. 2 B, considerando-se
uma concentracao inicial de Hb de 80 uM como heme. A partir desse ajuste, a energia livre de
Gibbs obtida foi de 8,1 kcal/mol para a oxigenacdo da forma dimérica, um resultado depois
confirmado pelos valores experimentais e tedricos obtidos para a curva de log Psy da Hb na
condicdo ‘stripped’ (isenta de ATP) e pelo grau de dissociagdo previsto e observado
experimentalmente a pH 8,5 (Fig. 2 A em Bonafe et al., 1999). O nimero estimado de prétons

liberados durante os j passos de oxigenacao do tetramero foram v; = 0,55, v, = 0,65, V3 =0,75, ¢

vy = 0,1, enquanto os valores intrinsecos de AG para a oxigenacdo foram AG; = -1,2 kcal/mol,
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AG> = 40,599 kcal/mol, AG; = +2,530 kcal/mol e AG4 = -7,10 kcal/mol, e os resultados obtidos
para a dissociacdo foram AGpo= +38,37 kcal/mol, AGp;= +31,47 kcal/mol, AGp,= +22,77
kcal/mol, AGp 3= +12,14 kcal/mol e AGp 4= +11,5 kcal/mol. Os valores obtidos para A, , Va, U e
I, foram, respectivamente, +19,64, +0,75, +0,71 e +0,72. A partir desses resultados, os
respectivos parametros estatisticos podem ser obtidos conforme a metodologia utilizada para a
Hb humana. O numero total de prétons liberados estimado foi 2,6 para a dissociagdo da espécie

tetramérica desoxigenada, ao passo que para a Hb humana esse niumero foi de 1,0 préton.

O alto nimero de prétons obtido para a Hb de serpente em presenca de ATP sugere o
importante papel desse efetor, assim como a forma como ele atua em ectotérmicos. As curvas
para log Pso e H. a 50% de saturagdo dessa Hb mostram uma clara dependéncia em relacdo a
concentracido de Hb e de ATP. A presenca de apenas 0,01 mM de ATP foi suficiente para alterar
de maneira marcante as propriedades dessa Hb quando comparada com a alta afinidade e

acoplamento simples expressos pela forma ‘stripped’ (Figs. 2B e 3 A).

A assimetria aparente desta Hb em diferentes valores de pH € altamente positiva,
aumentando a medida em que o pH é reduzido (Fig. 4 A). Esse efeito na assimetria foi similar ao
observado para a Hb humana e, da mesma forma, permite uma grande estabilizacdo das formas
tetraméricas menos saturadas, melhorando o suprimento de oxigénio. Essas observagdes sugerem
que esse fendmeno tem um papel fisiolégico e um mecanismo de atuagdo evolutivamente similar
em ambas as Hbs. Os valores estatisticos para /,, na regido fisiolégica de pH foram > 1 (Fig. 4
B), indicando um acoplamento de segunda ordem para essa Hb de ectotérmico. Com base no
carater cooperativo do H,. observado para esta faixa de pH (Figs. 3 A, 4 B, e 4 B inclusdo),

conclui-se que hd um acoplamento cooperativo com tendéncia a dissociar, principalmente nos
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ultimos passos, € um aumento na associacdo das formas diméricas a medida em que o pH ¢é
reduzido. Essa baixa afinidade do ATP pelas formas mais saturadas ¢ também observada para a
Hb humana e, mais uma vez, sugere a dependéncia evolutiva dos dois mecanismos distintos que
governam a fung¢do dessa proteina. Assim, a redugdo no I,, conforme o pH foi reduzido € uma

consequéncia direta da mudancga nas relacdes entre | AG'py - AG'py e | AG'p2- AG'py | (Fig. 4
B, inclusdo), onde AG’p; = -RT In(K'p;) € K'p;= Kp; /( C:/+CATP)- Esse fendmeno aumenta a

tendéncia a associagdo predominantemente pela formacdo de espécies menos saturadas. As Hbs
humana e de serpente exibiram tendéncias opostas quanto a associacdo conforme o pH ¢é
reduzido, mas o papel fisiologico em relagdo ao pH dos valores intrinsecos de 1,, foram similares
para ambas. Isso ocorre porque enquanto a Hb de serpente aumenta a afinidade entre as
subunidades com maior tendéncia a associar as espécies diméricas com 0 e 1 oxigénio acoplado,
a Hb humana apresenta uma maior tendéncia a dissociar as espécies mais saturadas conforme o
pH € reduzido. Um transporte eficiente de oxigénio para condi¢des diferentes €, dessa forma,
alcancado por essas proteinas por meio de mecanismos distintos de associa¢do/dissociagdo,

promovendo maior liberagdo de oxigénio nos tecidos.

A distribui¢do de espécies prevista (Fig. 5 A) mostra a tendéncia da Hb de serpente a
dissociar a 50% de saturacdo por oxigé€nio para uma larga faixa de pH. Embora esse fato tenha
sido experimentalmente antecipado (Matsuura et al., 1987; Bonafe et al., 1999), a obtencao de
uma estimativa quantitativa fornecida pelo modelo Stc (Fig. 5 B) conduz a novos avancos nesse
mecanismo. Estes resultados mostram que mudangas na concentragdo de proteina e ATP
modulam o cardter cooperativo desses sistemas e restringem as rotas seguidas durante a
adaptacdo as mudancas no pH (Fig. 5 B). A dissociacdo da Hb de serpente pode ser explicada

com base em substituicdes de residuos de aminodcidos chaves presentes na interface o,
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especificamente nas posi¢coes P43 e P101 (Matsuura et al., 1989), e sugere que outras
substituicdes encontradas em vdérios outros grupos ectotérmicos (Watt et al., 1980; Aschauer,
1985; Abbasi et al., 1988; Rucknagel et al.,1988a, 1988b; Abbasi et al., 1991; Gorr, et al., 1991;

Petruzzelli et al, 1996) expressam comportamento similar para os diversos niveis de saturagao.

A curva de diluicao obtida para esta Hb € mostrada na Fig. 6 C para uma faixa de pH de
7,0 a 8,0, e uma concentragdo de ATP de 1mM, em trés diferentes graus de saturagdo por
oxigénio (Y=0, 0,6 e 1). Essa figura confirma os dados experimentais e a importancia do processo
de associagdo obtido com auxilio do ATP, visto que essa proteina representa uma transi¢ao
evolutiva dimero-tetramero (Bonafe et al., 1999), e ndo que ela existe predominantemente como
tetramero em auséncia de ATP conforme proposto na literatura. Dessa forma, em pH=7,0, pelo
menos dois estdgios distintos de dissociacdo sdo observados no decorrer da dilui¢do para uma

saturacdo Y=0,6 (Fig. 6 C). Isso, por sua vez, pode ser associado a presenca de formas

tetraméricas predominantes com distintos valores de AG'pj, (Fig. 6 D e 4 B inclusdo).
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FIGURA 6. (C) Efeito da concentracio de Hb de serpente a 1 mM de ATP no processo de
dissociagdo, em diferentes valores de pH (Y=0, 0,6 e 1), com base nos comportamentos tedricos
previstos pelo modelo Stc. Utilizou-se para a obteng@o desses resultados um procedimento
andlogo ao descrito anteriormente para Hb humana, Figs. 2 A e 6 A, porém, considerando a

presenca de ATP no processo de dissociagdo, Eq. 24.
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Fracoes de tetrameros
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FIGURA 6. (D) Fragdes relativas de tetrAmeros obtidas pelo modelo Stc para vdrias
concentracdes de proteina em intervalo fisiologico de pH, Y=0,6. Esses resultados foram obtidos
como previamente descrito na Fig. 6 C e expressam a distribuicao relativa de espécies para as

condicdes especificadas de pH e saturacdo.

O aumento no pH para esse grau de saturacdo gera um aumento na afinidade pelo ligante
para todos os passos do acoplamento, tornando homogénea a composicao de espécies em solucao

em torno de uma unica espécie ou de um grupo com tendéncias semelhantes de dissociacdo.
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Conforme observado para a Hb humana, este processo ird reduzir o nimero de estigios nas
curvas de dilui¢do. Para os estados de saturacdo Y=0 e Y=1 esses distintos estdgios ndo ocorrem,
pois apenas um tipo de tetramero estd virtualmente presente em solucdo. A extensdo da curva de
diluicdo manteve-se constante e igual a 2,9 unidades a Y=0 e Y=1 para a faixa de pH analisada,
mas deslocou-se em dire¢do a estados mais desagregados com o aumento do pH para ambos os
casos. Essas tendéncias, contrastantes e opostas, observadas para as Hbs humana e de serpente,
neste caso, ocorrem porque para qualquer grau de saturacdo protéica da Hb de serpente o
processo de dissociacdo envolve a liberacdo de protons (Fig. 4 B inclusdo), sugerindo que o sitio
de acoplamento do ATP pode envolver uma protonacdo adicional de alguns residuos que

interagem diretamente com a molécula de ATP durante o processo.

O aumento caracteristico na extensao logaritmica para 5,6 unidades a Y=0,6 e pH=7,0 e a
reducdo nesse valor para algo em torno de 4 unidades conforme o pH € aumentado para pH=8,0
reflete as restricdes impostas pela presenca de uma populacdo heterogénea e a modulacio deste
fendmeno pelo pH. A Fig. 6 C mostra que uma mudanc¢a no grau de saturagdo em concentragdes
fisiologicas de proteina, ~3 mM a pH=7,2, aumenta o grau de dissociacio de O para 30 e 50% a
Y=0, 0,6 e 1, respectivamente, reforcando dessa forma o papel importante deste mecanismo de
transporte durante a evolugdo. A Fig. 6 D mostra que, embora mudangas no pH alterem o grau de
dissociagdo para essa concentracdo de proteina (Figs. 6 C e 5), ndo ha uma mudanca significativa
nas fracOes relativas de tetrameros nessas condi¢des (Fig. 6 D). Assim, a 60% de saturacdo de
Hb, a forma tetramérica predominante é aquela com um ligante acoplado, seguida pelas espécies
com quatro, dois e zero ligantes, respectivamente. A Fig 6 B mostra que, no caso da Hb humana,
as respectivas espécies predominantes sdo aquelas com quatro, seguidas pelas formas com zero,

um, dois e trés oxigénios acoplados.

52



A distribuicao distinta fornecida por esses dois mecanismos tem uma fungao fisiologica e
reflete a estabilidade reduzida das espécies mais saturadas desta Hb de serpente (Fig. 6 D). Dessa
maneira, o transporte eficiente obtido por essas espécies ectotérmicas € alcancado por meio de
uma distribuicdo seletiva das formas mais aptas a captar ou liberar prétons no decorrer do
processo de oxigenacdo ou desoxigenacdo. Nesse caso, a presenca de tetrameros
predominantemente com um ligante acoplado a 60% de saturacio de Hb aumenta
significativamente o transporte de oxigénio, uma vez que tais tetrameros sao as formas mais aptas
a liberar esse ligante nessas condi¢des, ndo apenas devido a sua baixa afinidade quando
comparada com a de outros estados de saturacdo, mas também pelo carater assimétrico e positivo
do efeito cooperativo (a cooperatividade se desloca para os ultimos estdgios de acoplamento) e
pelo aumento na formagdo deste tipo de tetramero conforme o pH € reduzido (/,, > 1). Em
contraste, a baixa estabilidade da forma tetramérica em estados mais saturados e sua modulacdo
por mudangas no pH (Figs. 6 D, 5 e 4b inclusdo) fornece mecanismos para uma captacio
eficiente de oxigénio por meio da formacdo de espécies dissociadas de alta afinidade e de
mudancas na natureza do acoplamento cooperativo. A proporcao relativa de espécies saturadas

diminui conforme Y tende a unidade e quando o pH € aumentado (A, reduz e I,, aumenta).

Para a Hb humana, o mecanismo envolvido € distinto e mais complexo, mas
extremamente eficiente. Assim, o aumento no pH gera uma mudanca mais significativa na
populacdo relativa de tetrameros de tal forma que a uma concentracio de proteina de 3 mM, altos
valores de pH geram uma redu¢do nas formas Py, P; e P4, enquanto as espécies P, e P3 aumentam
suas propor¢des (Fig. 6 B). Essas mudancas exercem um efeito aparente devido a maior
associacdo das formas diméricas com zero e um ligante acoplado, gerando as formas Py e Py, e

devido ao aumento na afinidade das formas tetraméricas pelo ligante. Assim, para essa proteina,

53



um aumento no pH gera um equilibrio com um aumento no nimero de espécies mais saturadas Py
e P3 (Fig. 2 B) mas, ao mesmo tempo, uma diminui¢io na proporg¢do relativa de P4 em relagcdo a
P3 como conseqiiéncia de uma dissociac@o preferencial (Figs. 4b inclusdao e 6 C). Uma reducao
no pH aumenta a dissociacdo, predominantemente por meio das espécies mais saturadas,
contribuindo dessa forma para o processo de transporte. Isso ocorre devido a um aumento no
numero relativo de dimeros completamente saturados que oferecem niveis similares de oposi¢ao
ao desacoplamento do ligante quando comparados ao tetramero completamente saturado, gerando
assim um aumento de forma indireta da propor¢cdo dos demais tetrameros menos saturados e de
menor afinidade pelo ligante em soluc@o. Soma-se a isso um deslocamento do efeito cooperativo

para os ultimos passos do acoplamento, que também influencia nesse processo.

7. COMPARACAO DO MODELO ESTEQUIOMETRICO COM OUTROS MODELOS

DE COOPERATIVIDADE.

O acoplamento cooperativo de ligantes a proteinas tem sido estudado de maneira intensa
por muitas décadas visando ao entendimento do mecanismo envolvido nesses processos € sua
modulacdo. Para uma melhor compreensio desse fenomeno, vém sendo propostos e testados no
decorrer desses anos muitos modelos tedricos objetivando uma precisa descricio das
propriedades das proteinas em solucdo responsdveis pela ocorréncia do cardter cooperativo. A
partir da idéia de que uma grande quantidade de dados estruturais, espectroscopicos e cinéticos
disponiveis para sistemas cooperativos diversos poderiam ser descritos por um modelo
‘relativamente simples’, foi sugerido inicialmente uma explicacdo para esse fendmeno com base

no comportamento observado para o acoplamento cooperativo do oxigénio a Hb humana. Assim,
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considerou-se um modelo de dois estados no qual a Hb existiria em duas formas predominantes
de afinidade e de estrutura, uma delas tensa 7 de baixa afinidade pelo ligante e a outra relaxada R
de alta afinidade, tal que o acoplamento cooperativo seria coordenado por constantes definidas
para as transi¢cdes alostéricas de T para R, e por suas respectivas constantes de equilibrio para o
acoplamento do ligante (assumidas serem distintas para cada forma e constantes para qualquer
passo do acoplamento do ligante, Monod et al., 1965). A partir da introducdo deste conceito,
muitos outros modelos semelhantes, tais como a aplicacio cinética desta proposta por Henry et
al. (1997), o modelo dos trés estados (Edelstein, 1996), e outras versdes mais anteriores
(Koshland et al., 1966; Szabo and Karplus, 1972; Herzfeld and Stanley, 1974), tém sido
propostos para Hb humana em um esfor¢o de correlacionar a estrutura, a dindmica e a energética

de agregados protéicos.

Embora esses modelos tivessem a inten¢do de ampliar os conhecimentos acerca da fungio
das proteinas por meio de uma integracdo desses trés aspectos, os dados cristalograficos
necessdarios para a demonstragdo direta da presenca de espécies T e R na auséncia de oxigénio ou
das formas parcialmente oxigenadas sdo até o momento insuficientes para que as propriedades
das Hbs em solucdo possam ser correlacionadas com as cristalograficas sem equivocos. Dessa
forma, torna-se impossivel comprovar um determinado modelo com base apenas nas duas
estruturas originalmente observada por Perutz et al. (1968) para as formas deoxi (7p) e
completamente oxigenada (Rs) sem perda de coeréncia com relacdo a esses trés aspectos,

conforme discutido abaixo.

O mesmo ocorre quando se considera os dados de difragdo de raios-X obtidos por
Liddington et al. (1988) e os resultados de Rivetti et al. (1993), Mozzarelli et al. (1991) e

Shibayama e Saigo (1995) para as formas parcialmente oxigenadas, os quais ao contrdrio do
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sugerido por Henry et al. (1997) e Eaton et al. (1999), ndo dao suporte apenas para o modelo de
dois estados para Hb. As condi¢des experimentais nas quais os cristais ou as Hbs encapsuladas
sdo mantidas sdo tais que transicdes conformacionais ndo sdo possiveis durante o processo de
acoplamento do ligante devido as restricOes impostas pelos fatores externos. Desde que tais
condi¢des podem fornecer ou receber dessas estruturas uma quantidade de energia de tal forma
que as estruturas 7' ou R sdo mantidas durante qualquer etapa do acoplamento, este tipo de dado
experimental ndo pode ser atribuido exclusivamente ao modelo de dois estados ou a qualquer
outro. O fato do acoplamento do oxigénio ndo depender do pH no cristal nesses experimentos
sugere que as pontes salinas e a estrutura quaterndria permanecem inalteradas gerando um
acoplamento ndo cooperativo e confirmando as restricdes impostas pelo meio. Por outro lado,
Brzozowski (1984) cristalizou Hbs nas quais as cadeias o foram oxigenadas enquanto as cadeias
B permaneceram livres, e demonstrou que essas espécies tinham muitas caracteristicas
intermedidrias aquelas observadas para as formas 7 e R. Estas observagdes sujeitam o modelo de

dois estados e a base estrutural pela qual ele é supostamente valido a mais criticas.

Com o objetivo de correlacionar a estrutura protéica com o comportamento energético de
suas espécies, Szabo e Karplus (1972) apresentaram uma descricdo termodindmica para
acoplamentos cooperativos na qual a participacdo de efetores como prétons foi assumida de
maneira a levar em conta este e outros efeitos ndo previstos no modelo original de dois estados.
Assim, esses autores sugeriram uma metodologia na qual o nimero de prétons envolvidos no
processo de acoplamento em solu¢do poderia ser diretamente associado ao nimero de residuos
desprotonados observado a partir de medidas cristalograficas para o processo global de
oxigenacdo. Entretanto, segundo a proposta que aqui se apresenta, espera-se que a proteina em

solucdo encontre uma conformac¢do média com os pK’s dos residuos protéicos oscilando préximo
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a um valor estdvel, o qual depende das condi¢des externas. Tais condi¢cdes poderiam modificar o
estado médio de protonacdo desses residuos em solucdo e o nimero médio de prétons envolvidos
no processo de acoplamento do ligante e desagregacdo, fazendo com que esse nimero nao

necessariamente seja um inteiro, ao contrdrio do que os outros modelos sugerem.

Um ponto interessante sugerido por Szabo e Karplus (1972) diz respeito ao efeito da for¢ca
10nica no processo de acoplamento, o qual envolve um fendmeno observado por Antonini (1963)
e que permanece obscuro até o momento. Antonini, nessa € em muitas outras publicacdes,
mostrou que para a curva de 50% de saturacdo para Hb em funcdo do pH, os processos de
oxigenacdo e oxida¢do mostravam um desvio considerdvel entre a quantidade de oxigénio ou
oxidante necessdria para uma saturacdo de 50% dos sitios na presenca de uma perceptivel forca
ionica, mais tarde denominado por ele como o efeito Bohr residual. Em estudos posteriores,
Antonini et al. (1963) mostraram ainda que o processo de oxidacdo poderia conduzir a um
aumento no coeficiente de Hill com o aumento do pH, de forma que a intensidade desse aumento
dependeria muito do procedimento experimental utilizado, métodos de mistura ou titulacdo em
presenca de indicadores a base de corantes e do oxidante utilizado. Essa e outras observacdes t€m
tornado dificil a andlise dos processos de oxidacdo e a posterior comparacdo entre esse
mecanismo e aqueles presentes em outros processos. Trabalhos realizados por Bull et al. (1976)
sugeriam que a manifestacdo fisica do efeito Bohr residual deveria estar associada a introdugdo
de uma carga positiva no dtomo de ferro e ndo a diferencas no mecanismo cooperativo de
oxigenacdo e oxidacdo. Esse fato foi supostamente demonstrado por meio da introducdo de um
anion que se ligava especificamente ao dtomo de ferro, consequentemente eliminando o efeito
Bohr residual e tornando os processos de oxidacdo e oxigenagdo da Hb equivalentes. Szabo e

Karplus (1972) ndo discutem em detalhes o efeito da for¢a idnica e outros parametros
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importantes, entretanto, baseados nos resultados obtidos por Antonini (1963) para o processo de
oxidagdo, esses autores sugerem que um aumento na forga idnica reduz a afinidade pelo oxigénio,

aumenta o coeficiente de Hill a 50% de saturacdo de Hb e reduz o efeito Bohr.

Com base na Eq. 5 e sabendo que o pardmetro ¢ da ‘Debye Huckel limiting law’ é um
numero positivo (Sandler, 1999), e que prétons sdo liberados durante o processo de acoplamento,
conclui-se que v,;sempre terd um valor positivo, € que um aumento na forga idnica ird aumentar
a afinidade pelo oxigé€nio, em contraste com o proposto por Szabo e Karplus (1972). Essas
conclusdes divergentes surgem devido a um tratamento ndo apropriado presente na literatura, o
qual faz uma correlacdo fenomenoldgica direta entre esses dois mecanismos de oxigenacio e
oxidac@o (Antonini and Brunori, 1971). Conforme mencionado anteriormente, a somatdria que
conduz a v, inclui todos os ions envolvidos na reagdo j. Como a oxigenagdo nao envolve um
ligante i0nico, € esperada uma reducdo na energia livre de Gibbs para o acoplamento em valores
elevados de u. Portanto, a proteina poderia expressar o comportamento sugerido por Szabo e
Karplus somente em situagdes nas quais o fon adicionado toma parte nas relacdes de equilibrio,
mas nesse caso nao seria correto associar esse efeito exclusivamente a forga idnica. No que diz
respeito ao efeito Bohr residual, o simples fato do processo de oxidacdo envolver uma mudanga
no numero de fons ou na carga das espécies que tomam parte em cada reacdo (incluidas nos
termos | 7 j| e V.), pode explicar este fendmeno, assim como a correlagdo entre este mecanismo
e outros como o de oxigenacdo. Dessa forma, o efeito Bohr residual observado e os resultados
obtidos com mudancas no pH e for¢a idnica podem refletir a natureza do ligante usado, o nimero
de espécies idnicas envolvidas, a carga dessas espécies em cada etapa de acoplamento e
dissociacdo e a estequiometria de cada reacdo, e ndo somente diferencas na estrutura protéica

obtida por meio desses dois mecanismos de acoplamento e oxidac¢do. Consequentemente, a
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intensidade com que mudangas nas condi¢des externas afetardo cada reagdo serd modulada por
acdo de massas e restringida pelo efeito do fon comum. A manifestacdo dessas mudancas nos
valores aparentes das energias livres de Gibbs em relacdo a forca ionica (Fig. 2 A) dar-se-a por
meio de mudancgas distintas nos seus valores para cada grau de saturacdo sem alterar o formato

dessas curvas (Egs. Se 11).

Estudos posteriores realizados por Herzfeld e Stanley (1974) conduziram ao
desenvolvimento de um modelo que pode ser considerado uma extensao do modelo de Szabo e
Karplus e da teoria de transi¢des conjuntas. Esse modelo foi proposto objetivando explicar efeitos
antagonicos, os quais foram assumidos erroneamente ndo previstos pelo modelo de dois estados,
incluir mudancgas quaterndrias associadas com o acoplamento do ligante, cooperatividade quando
nenhuma mudangca no nivel de agregacdo das subunidades ocorre e a dependéncia das
propriedades protéicas em relacdo a forca idnica, pH, temperatura e quatro tipos de efetores. A
implicacdo mais impressionante desse modelo € que tais resultados e interagdes protéicas
poderiam ser explicados para a Hb humana com base nos conceitos de mecanica estatistica
usados para descrever os microestados hipotéticos de cada possivel espécie de forma
independente e considerando apenas duas conformagdes tercidrias e duas quaterndrias. A
relevancia pratica das relagdes matematicas propostas € que cada subunidade em um dado estado
conformacional € admitida ser composta por subestados hipotéticos independentes nos quais a
entrada de ligantes e efetores fornece mudangas na energia total de cada subunidade dadas pelo
acoplamento e pelas suas contribui¢des energéticas devido as variacdes estruturais tercidrias e
quaterndrias ocasionadas, apesar da interdependéncia entre tais estruturas (equacdo Sa, e Eq. A5

em Herzfeld e Stanley, 1974).
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No modelo proposto por esses autores, sdo assumidas interagdes quaterndria-tercidria (g-t)
e tercidria-tercidria (t-t), que podem ser afetadas por efetores alostéricos (agindo nas estruturas
tercidrias (t-efetor) e quaterndria (q-efetor)), efetores diretos (os quais interagem diretamente com
o ligante ou com seus receptores, efetores de restricdo ‘constraint effectors’ (que modificam as
interacOes -t e t-t ) e por efetores de segunda ordem (interagindo com efetores acoplados e com
seus receptores). Tal classificacdo para explicar as possiveis interacdes € inadequada e a simples
participacdo desses subtipos de efetores € baseada principalmente em consideracOes feitas para
esse modelo em condicdes muito especificas. Isso ocorre se for considerado que cada
modificacdo tercidria, a qual pode transcender ou ndo as interacdes subunidade-subunidade, deve,
a principio, gerar uma estrutura quaterndria distinta. Dessa forma, ndo faz sentido discutir sobre
interacdes do tipo quaterndria-tercidria mesmo se essas estruturas distintas tiverem uma
conformacgdo quaterndria similar. Segue que a tnica relevancia de tais similaridades € que essas
espécies podem ser expressas por meio de poucos parametros que levam em consideracdo o
carater aparente ou médio dessa colecdo de espécies corrigidas de seus respectivos fatores
estatisticos. A consideragdo feita por esses autores de que 2,3-bifosfoglicerato age como um g-
efetor que acopla preferencialmente a forma deoxi ndo € facilmente observada de forma a se
poder desprezar as demais espécies dependendo das condigdes externas. Os resultados obtidos
para esse efetor e qualquer outro estdo também sujeitos a criticas se considerarmos que efetores,
tais como prétons, agindo simultaneamente como mais de um dos tipos considerados, ndo siao
adequadamente previstos por esse modelo e a estequiometria das reagdes nas quais 0S mesmos
tomam parte também ndo € considerada. Em relacdo aos métodos utilizados para avaliar as
mudancas energéticas tercidrias nas interacdes protéicas durante um acoplamento cooperativo,
Weber (1984) propds uma descri¢do mais interessante e precisa que representa um avango nessa

area. Os resultados obtidos por esse modelo em relagdo ao nivel de agregacdao das subunidades
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(Herzfeld and Stanley, 1974) ignoram as condicdes externas e sdo muito superficiais para atingir
os niveis de informacgdo propostos. Como consequéncia, Herzfeld e Stanley concluiram que o
grande aumento no grau de dissocia¢do dos tetrameros no decorrer da oxigenacdo seria devido
mais a alta afinidade das formas diméricas do que devido a relativamente pequena diferenca de
estabilidade dos tetrdmeros oxigenados e desoxigenados. Essa conclusdo é ambigua, envolve
propriedades protéicas que podem variar de acordo com as condi¢des do meio e ndo € confirmada
pelos resultados obtidos e nem pela descricio termodindmica considerada. Dessa forma,
considerando que as diferencas na estabilidade das formas oxi e deoxi é pH-dependente enquanto
a afinidade do dimero € virtualmente pH-independente, conclui-se que para um dado pH a
diferenca aparente entre a estabilidade dessas duas formas pode ser maior ou menor do que

aquela inicialmente observada para um determinado pH de referéncia.

Segue desse fato que cada passo do acoplamento pode ser seguido de um aumento ou de
uma reducdo no estado de agregacdo, dependendo das condicdes externas e das modificagdes
estruturais envolvidas nesses passos, as quais definem a interdependéncia entre as espécies
diméricas e as tetraméricas e o comportamento aparente das mesmas. Em vista desse fato ndo ha
razio para se questionar se o aumento na dissociacio € devido a uma alta afinidade aparente das
formas diméricas ou devido a uma baixa afinidade das formas tetraméricas uma vez que essas
mudancas no grau de agregacdo dependem dos estados relativos dessas espécies agregadas e
dissociadas. Portanto, considerou-se mais interessante investigar a forma com que estes estados
relativos sdo modificados. Assim, o simples fato de que os estados energéticos das formas
tetraméricas oxi e deoxi s@o pH dependentes, enquanto 0 mesmo ndo é observado de maneira
conclusiva para as espécies diméricas, mostra que o mecanismo de controle desses processos

pode envolver a modulagdo dos passos de acoplamento do ligante das formas tetraméricas ou da
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formacdo de tautdmeros para cada condi¢do de pH e ndo envolvendo portanto, de maneira
expressiva, a afinidade do dimero pelo ligante. Em adi¢do, se for considerado que o modelo de
Herzfeld e Stanley (1974) pode explicar processos cooperativos sem nenhuma mudanga no
estado de agregacdo, pode-se concluir que a metodologia apresentada difere da utilizada aqui,
uma vez que tal processo ndo € possivel do ponto de vista fisico e matematico, um resultado que

pode ser demonstrado usando um diagrama de energia.

A idéia de que o modelo de dois estados ndo prevé efeitos antagdnicos nio € correta, uma
vez que tal conclusdo depende do grau de saturacdo e de outras condi¢des externas que podem
produzir estes efeitos a partir das constantes de equilibrio global ou médio, discutidas em detalhes
posteriormente € no Apéndice B. Dessa forma, considerando-se os parametros alostéricos
L’ 7r=2,492 x107, AGt= -5,829 kcal/mol, e AGgr= -9,054 kcal/mol a 293 K, as constantes globais
de Adair obtidas usando a metodologia sugerida por Ackers e Johnson (1981) fornecerdao os
valores AG’1= -6,636 kcal/mol, AG’>= -6.067 kcal/mol, AG 3= -5,886 kcal/mol e AG 4= -7,7122
kcal/mol (valores estatisticos). Esses resultados sugerem um efeito aparente antagbnico para os
dois primeiros passos do acoplamento, apesar de o coeficiente de Hill expressar valores maiores
que um para qualquer grau de saturacao e igual a 2,54 a 50% de saturacdo. A principal conclusio
a que se chega € que esse parametro reflete o comportamento de um grupo de espécies em
solucdo para cada condigdo e, por isso, seus valores aparentes ndo necessariamente expressam as
mudancas energéticas envolvidas em cada etapa de acoplamento do ligante. Como consequéncia,
tal andlise acerca do fendmeno cooperativo deve ser cuidadosa e concomitante as mudancas

energéticas expressas durante cada etapa de acoplamento e grau de saturacao.

A proposta de Herzfeld e Stanley (1974), implica em um aumento considerdvel na

dificuldade com que sistemas simples sdo caracterizados, ndo justificado pelo nivel de
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informacdo obtido. Isso é particularmente observado se for considerado que a teoria da mecanica
estatistica € estendida para esses sistemas de maneira ndo totalmente aceitdvel e com a simples
intencdo de descrever os microestados protéicos hipotéticos. Em adi¢do, ndo hd um tratamento
estatistico adequado que considere o comportamento aparente expresso por esses sistemas de
forma a permitir uma andlise incisiva da precisdo e aplicabilidade desse modelo. Dessa forma,
uma correlacdo direta entre os resultados fornecidos e outros parametros macroscopicos (tais
como as constantes de Adair) ndo pode ser feita para cada proteina sem um tratamento estatistico
prévio das espécies protéicas com a mesma caracteristica. O modelo proposto por Herzfeld e
Stanley €, por sua vez, incapaz de se adequar as suas propostas iniciais desde de que parametros
macroscopicos importantes ndo sdo considerados enquanto uma descricdo microscopica
detalhada e controversa de outros aspectos é tomada de maneira relevante. O teste utilizado para
avaliar a precisdo desse modelo e de outras propostas mais recentes é também inadequado para
comprovar a aplicabilidade dos mesmos devido ao cardter extremamente superficial dos

resultados fornecidos.

Recentemente, foi proposto um modelo cinético para explicar a dependéncia do tempo em
processos de recombinacdo pareada dos ligantes apds foto-dissociagdo (geminative rebind), e
para testar a aplicabilidade do modelo de dois estados nesses processos. Essa contribui¢do dada
por Henry et al. (1997) € para Hbs, mais especificamente para a Hb humana, e ndo inclui o papel
dos prétons de Bohr ou do efeito de ions, limitando desta forma a sua aplicagdo para condig¢des
‘stripped’, ou para parametros ndo correlacionados para cada condi¢ao experimental de efetores e
ions em solucdo. A andlise detalhada desse e dos outros modelos propostos por Szabo e Karplus
(1972) e Herzfeld e Stanley (1974) necessita de um entendimento prévio do modelo original de

dois estados (Monod et al., 1965). Assim, para demonstrar a inconsisténcia desses modelos,
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optou-se, em um primeiro momento, analisar as consequéncias da teoria de transi¢cdes conjuntas

adotada e as suas contradigdes.

Baseando-se nas energias livres de Gibbs das espécies 7; e R; de Hbs na forma tensa e
relaxada com [ ligantes acoplados, respectivamente, Weber (1984) calculou um valor igual a 1,93
para o indice de efeito, indicando que o modelo de dois estados previa uma maior tendéncia a
dissociacdo nos ultimos passos do acoplamento do oxigénio, um comportamento contraditorio
com o observado para Hbs durante esse processo. Esse resultado foi, no entanto, obtido
considerando-se a energia livre de Gibbs para associagdo da espécie tensa com dois ligantes
acoplados, 75, igual aquela considerada para a espécie tensa sem ligantes acoplados T, uma
consideracdo imprecisa. Edelstein e Edsall (1986) propuseram a existéncia de diferentes niveis
energéticos para a associa¢do das formas tensas mostrando que, a partir dessas inclusdes, o valor
para o indice de efeito reduzia-se a 0,3, um resultado compativel com as observagdes
experimentais. A compara¢do dos procedimentos utilizados por Weber (1982) e aqueles usados
por Edelstein e Edsall (1986) mostram uma diferenca relevante em relagdo a este fato e na

maneira pela qual esse parametro foi obtido por esses autores.

Para acessar as implicacdes dos diferentes procedimentos utilizados e o comportamento
expresso por esse modelo, necessita-se obter as constantes de equilibrio global e média por meio
das quais esses valores para I,, foram obtidos. Para isso, usa-se os conceitos de ‘ensemble’, que
corresponde a completa colecdo dos possiveis estados das espécies quimicas sujeitas a andlise, e
de probabilidade de distribui¢do, que corresponde a fracdo de espécies no ‘ensemble’ que t€m
uma caracteristica particular (Sonntag and Wylen, 1965; Berry et al., 2000). Dessa forma, um
sistema contendo muitas espécies protéicas em estados distintos de afinidade e de saturacio, com

sitios dependentes ou independentes, pode ser caracterizado energeticamente expressando-se o
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nimero total de espécies com uma dada caracteristica /, W;, por meio das propriedades médias

obtidas com base nos estados individuais de cada espécie dessa cole¢do. Assim, para uma mistura

composta por ", e ", , moles de espécies com [/ ligantes acoplados na forma tensa e relaxada

1
respectivamente, as quais possuem niveis energéticos distintos, a contribui¢cdo energética total

dada por essas espécies em termos de uma tnica forma protéica em um estado médio de energia
. L _ n o
pode ser descrita por 7, moles dessa espécie tal que 1, =" +"r, . Nesse caso, a contribui¢ao

energética desses dois sistemas para os niveis de energia livre de Gibbs pode ser expressa como

segue:

' '

=nTIGTl’ +ng G (25)

R

np G

1 P[

O que fornece:

G =G 4+ = G =w; G +wg G (26)
1 T; 1

Os sobrescritos av ou »~ (como em G ) s3o equivalentes e indicam que estes pardmetros

representam valores médios (average), relativos as espécies com uma dada caracteristica. G’
corresponde a energia livre da espécie protéica especificada incluida da sua dependéncia de

efetores (sobrescrito ').

O fator w estd relacionado a probabilidade de encontrar a espécie em questdo, ou ao
nimero relativo de ocorréncias dessa espécie. Nesse processo, w representa o coeficiente

estequiométrico desse equilibrio hipotético. Usando esse conceito, podemos considerar uma
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descricdo mais geral para um sistema de equilibrios interligados contendo um grupo de espécies

protéicas P, com a caracteristica / num estado i para obter

[Pll ] B exp(—G,_I /RT)

Wpi, = W, Ty,

D[Py ] Dlewp(-G, /RT)

i=1 i=1

27

onde R € a constante dos gases, T a temperatura absoluta e [ | denota a concentragdo.

Assim, a Eq. 26 sugere a seguinte equivaléncia para as relagdes de equilibrio do processo

de oxigenacdo das formas 7'e R

av ' av
A K . A

J J
Pl +L%}PI+1 WTI Tl+le Rl +L%>WTI+ITZ+1+WRI+I Rl+1

A concentragdo média de cada espécie é dada como segue
[BI=IT,]" [R]™ (28)

Portanto, a constante de equilibrio média para a oxigenacdo e, analogamente, para a
dissociagdo das subunidades, pode ser expressa como
wr) WR
B [Y}-H] 1+1 [Rl+l] [+1

VK= " . (29)
[T, 1" [R ] I[L]

, D, J?
YK po= [Dy] (30)

[Ty]"™ [Ry]"™
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onde K ; é a constante de oxigenagdo, a qual corresponde a uma constante média de Adair, e

“’Kpo é a constante média para a dissociacdo do tetrAmero. Por simplicidade, as constantes para

dissociagdo das espécies em outros estados de saturacdo ndo sao mostradas.

Essas constantes de equilibrio para as espécies protéicas com n subunidades, assumindo
um sitio por subunidade, podem também, ser expressas em termos de constantes estatisticas
multiplicando-se cada uma das distintas concentracdes intrinsecas das espécies com [ ligantes

n
acoplados pelo seu respectivo coeficiente binomial (l ) (Eq. 15).

A descricdo do modelo de dois estados para a oxigenacdo e associa¢do das subunidades
baseada no método proposto por Edsall e Wyman (1958) para uma descricdo ‘global’ destas

constantes foi obtida por Ackers e Johnson (1981), e conduz as seguintes relagdes:

. — [Tl+1]+[Rl+1] _ g[PlH]
"UUT IR DIL] f[P L)

(onde j=I+1 e [=0,1,2,...,n-1) 31D

ex' o AIDoJ*  _[Dy]”

Do = = (32)
[Ty J+[Ry] [P, ]

O sobrescrito g refere-se ao processo global, com constantes de equilibrio que sdo
equivalentes no sentido de que ¢/ P ] = [T;] + [R]. As constantes de equilibrio que podem
refletir essa igualdade de concentracdes entre as descricdes macroscopicas e microscopicas nesse
método foram sugeridas anteriormente (Edsall and Wyman, 1958) e estdo relacionadas com a

seguinte relacdo de equilibrio:
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P ([T, J+[ R, )+ Le—as8 P, ([ Ty ]+[ Ry, ])

A comparacio das Egs. 29 e 30 com as Eqgs. 31 e 32 mostra a diferenca clara entre as duas
metodologias. A equivaléncia entre essas equagdes s ocorre em limites extremos, i.e. quando wr
— 0 ou wg — 0. Nesse caso, a diferenga entre os niveis energéticos da forma tensa e relaxada nio
tem um papel significante devido a baixa concentragio de wuma das formas, e

S[PI=[TJ+[Ri] = [P ]=[T,]"" [R, ]"" . Para as outras situagdes nas quais as espécies tensa e

relaxada estdo presentes em concentracdes significativas, aparecem alguns desvios entre essas
duas equagdes. Dessa forma, se hd uma condi¢do externa na qual se observam os mesmos niveis
energéticos para as formas tensa e relaxada, obtém-se ¢/ p ]/=2[T;] =2[R] e

[P, ]=[T, ]=[R,]. De maneira andloga, a dissociacdo dessas espécies energeticamente
equivalentes (supondo Ty e Ry no mesmo nivel energético) fornecem ¢ K 1') 0 = D02/2T0 = D02/2R0,
e YK }),0 igual a D02/T0 = Doz/Ro. Essa divergéncia € bastante razodvel, jd que as constantes

globais de equilibrio ndo estdo diretamente relacionadas com os estados energéticos de cada

espécie presente no sistema, ao passo que as constantes médias baseadas nas Eqs. 29 e 30 estdo.

A Fig. 7 A da uma idéia desse problema quando /=2. Nesse diagrama de energia, existem
dois processos possiveis de dissocia¢do para cada tautomero. Um deles produzindo duas espécies
diméricas, cada uma com um ligante acoplado (caso /), e o outro produzindo um dimero com dois
ligantes acoplados e um totalmente desoxigenado (caso II). Uma vez que se estd interessado em
calcular uma constante de equilibrio média, pode-se resolver esse problema separando-o em dois
passos. O primeiro consiste em se calcular a energia livre de Gibbs média para a primeiro caso

("™AG",,) e para o segundo (“AG',,). Isso pode ser feito considerando-se a contribuicio de
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cada tautdmero para os valores de “*AG'y, , onde g é igual a I ou II, dependendo do caminho

seguido no processo de dissociagdo. Assim, a seguinte expressao pode ser obtida:
qav Ay — q ' q ’
AGp, =Wy, . AGD,T, +W, - AGD,R, (33)

tal que a energia livre de Gibbs para a dissociacdo dos tautdmeros seguindo o caminho g €

designada por /AG'p, adicionando do subscrito correspondente a essa espécie.

Se essa equacdo é reescrita como uma fun¢io das suas constantes de equilibrio parciais

médias (com [=2), as seguintes relacdes de equilibrio podem ser obtidas para cada caso:

, D, J? ,
g py = [D] . mag [Dy ][D, ]

[T, 1" [R, ] T, 1" (R, R

(34)
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FIGURA 7. (A) Possiveis rotas energéticas de dissociacdo do tetramero biligado. (B) Niveis de energia livre de
Gibbs para os modelos de trés estados e (C) para dois estados. Esses modelos foram ajustados com base em dados da
literatura para pH=7,4 (Imai and Yonetani, 1975, tabela 1), correspondendo a AG’; = -5,829, AG’, =-6,258, AG’; =-
6,820 e AG’;= -9,054 kcal/mol. As energias de oxigenacdo para as formas tensas e relaxadas foram consideradas

constantes e iguais a AG’; e AG’, em pH=7,4 em ambos os modelos.
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onde wy e wg sdo os pesos relativos das espécies T; e R; , que correspondem a wy =

[T]I([Ti]+[R)]) e Wy, = 1- Wy respectivamente.

A constante de equilibrio média, “K p.2, pode agora ser calculada para cada situagio
utilizando-se para isso um procedimento analogo. Dessa forma,

2 WDIZ Wb,y
“K'D,zz([DI] ) " ([Dy][D,]) (35)

[T, ]"™ [R, ]"*

onde y , = [D]*
PC D J*+[D, ][ D, ]

e Wp,p, =1— Wp2

Essa expressdao média, diferente da global usada anteriormente (Edelstein e Edsall, 1986),
estd mais correlacionada com a idéia inicial de indice de efeito proposta por Weber (1984) e pode
fornecer, de maneira direta, uma funcao de parti¢do para os casos em que a energia livre de Gibbs
para a oxigenacao do dimero € distinta para cada passo do acoplamento. Nesses casos, a diferenca
entre as duas metodologias pode ser mais pronunciada. O uso de uma ou outra descri¢do deve ser

baseado na propriedade analisada e na natureza dos dados experimentais coletados.

O teste utilizado para avaliar quantitativamente essas duas metodologias e checar a
validade do modelo de dois estados em respeito a dissociagdo, acoplamento do ligante, efetores
alostéricos e concentragdo de proteina foi baseado nos resultados obtidos por Chu et al. (1984)
para o processo de dissociacdo e naqueles obtidos por Imai e Yonetani (1975) para a oxigenagao.
Assim, considerou-se um valor para a constante alostérica L'zr (L’o=[Typ]/[Ro]) a pH=8,8 e

temperatura de 293K igual a 15.000. As energias livres de Gibbs para a oxigenagdo da forma

tensa e relaxada utilizadas foram AG'T =-6,67 kcal/mol e AG}Q= -9,16 kcal/mol, respectivamente.
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Para a dissocia¢do da espécie T, nessas condigdes, utilizou-se um valor de AG, T, = +12,63

kcal/mol (Fig. 4 B inclusdo) enquanto que para a oxigenacdo das formas diméricas foi

considerado um valor igual a —8,4 kcal/mol. Para estender a anélise desse modelo, incluiu-se uma

dependéncia com o pH para os pardmetros L' € AG'D T

O fato de o modelo de dois estados ndo levar em consideracdo a participacdo de prétons
poderia, em principio, gerar algumas duvidas acerca de como tal inclusdo poderia ser feita.
Entretanto, lembrando que as formas tensa e relaxada possuem afinidades distintas mas iguais
durante qualquer passo do acoplamento, e que a tnica distingdo energética entre essas espécies €
dada pelo numero de ligantes acoplados € natural considerar que esses processos ocorrem sem a
participagdo de prétons, uma vez que a estrutura quaterndria € mantida intacta. Segue que a
liberacdo ou captacdo de prétons em tais modelos deve estar correlacionada com transi¢des entre
os tautomeros 7 e R (Henry et al., 1997), e com o processo de dissociacdo (Chu et al., 1984). A
participacdo de outros efetores em residuos mais suscetiveis, tais como prétons pertencentes a
classe Fy, pode aumentar a dependéncia dessas transicdes em relacdo ao pH, porém, esta classe
nao foi considerada aqui. Desde que uma especificacao detalhada dos residuos envolvidos nesses
processos ndo € necessdria, as seguintes relacdes de equilibrio poderiam ser obtidas para o

modelo de dois estados a uma dada condicdo de pH:

K’ ,
Ty "Ry +v,H"  AGpy (pH)=AG, , —2.3030,RTpH (36)
Ty 252D+, HY  AGyy ( pH)=AG,, ~2303v,, RTpH (37)
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A partir dos resultados obtidos por Imai e Yonetani (1975), em que L’tr =15.000, pode-se

calcular AG'TORU( pH88)= 45,6 kcal/mol, assumindo-se ¥ =+2,3 (0 numero de prétons

envolvidos nesse processo para a faixa fisiolégica de pH varia entre +1,8 a +2,7, dependendo da

referéncia adotada) e substituindo esses valores na Eq. 36 a pH=_8,8, obtém-se AGTORO = +32,74

kcal/mol. Desde que AGTOROé independente do pH, os valores de AG'T0 % (PH)  para outras

condicdes podem ser obtidos mudando-se o pH na Eq. 36. Para o processo de dissociagdo, um

procedimento anédlogo foi utilizado. Nesse caso, considerou-se os valores estimados a partir da

inclusdo na Fig. 4 B onde DD7T0=+1,0 e AGII)’TO = +12,63 kcal/mol a pH=8,8, o que resultou em

um valor de AGD’TO = +24,43 kcal/mol (Eq. 37). A concentragdo inicial de proteina considerada

para a espécie tensa deoxi foi 35 uM.

Optou-se por fazer esses ajustes iniciais para os dados obtidos por Imai e Yonetani (1975)
a pH=8,8 por ser bem aceito que nessas condi¢cdes o modelo de dois estados fornece uma
descricdo adequada dos resultados experimentais (Eaton et al., 1999; Henry et al., 1997; Sawick
and Gibson, 1976). Dessa forma, Sawick e Gibson (1976), com base em observagdes cinéticas da
reassociagdo de CO a Hb apds foto-dissociagdo em pH abaixo de 8,0, concluiram que esse
modelo se mostrava inadequado para tais condi¢des. Esses autores também mostraram que nessas

condicdes o ligante e o pH tém um papel efetivo nas transicdes estruturais.

A Fig. 8 A mostra os resultados previstos em relagdo aos valores intrinsecos de AG’p
para a descri¢do global e média, obtidos a partir dos ajustes iniciais feitos anteriormente, e para
os resultados obtidos por Chu et al. (1984) nas mesmas condi¢cdes. Para o cdlculo destes

parametros, os dados provenientes das Eqs. 36 e 37 foram utilizados para construir a distribuicao
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de espécies para cada condi¢do de maneira similar aquela mostrada na Fig. 8 B para os ajustes
iniciais. A partir desses resultados, as Eqs. 30 e 32 foram utilizadas para calcular os parametros
médios e globais para a dissocia¢do do tetrdmero deoxi. As energias de dissociacdo das espécies
em outros niveis de saturacdo foram obtidas por meio de equacdes andlogas. A excecdo € a
energia livre global de dissociacdo da espécie com dois ligantes acoplados, que foi obtida
conforme proposto por Edelstein e Edsall (1986), ao passo que os valores médios foram obtidos

segundo a Eq. 35.

Conforme mostrado na Fig. 8 A, hd uma pequena diferenca entre os procedimentos médios e
globais; no entanto, tais diferencas podem ser significativas dependendo da propriedade analisada
e das condicdes externas. O comportamento previsto pelo modelo de dois estados observado
nessa figura mostra um claro desvio dos resultados obtidos por Chu et al. (1984), mesmo a
pH=8,8, apesar de ambos conduzirem a uma curva de saturacdo virtualmente idéntica nesse valor
de pH (Fig. 8 A inclusdo). Segue desses resultados que as energias livres de dissociacio previstas
por esse modelo para as espécies com trés e quatro ligantes acoplados apresenta diferencas
quantitativas e qualitativas, sendo a dissociacdo da espécie com trés ligantes menos espontanea

que a da espécie com quatro.
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FIGURA 8. (A) Influéncia do pH na energia livre de dissociagdo da Hb humana prevista para o
modelo de dois estados pelos procedimentos médio (simbolos fechados) e global (simbolos
abertos) conforme descrito no texto, e com base nas Eqs. 27-30 e 33. Para esses cdlculos
consideramos 0s mesmos ajustes iniciais descritos na Fig. 6 A. A constante de equilibrio de
dissociacdo global foi calculada como sugerido por Edelstein e Edsall (1986). Os dados
experimentais foram baseados nas tabelas 3 and 4, de Chu et al. (1984). (Inclusao) Gréfico de log
(Y/(1-Y)) versus log (pO») baseados nos ajustes iniciais descritos na Fig. 6 A para o modelo de
dois estados a pH=8,8. Para o modelo Stc, os pardmetros foram obtidos para esse valor de pH

como descrito na Fig. 2 B. Os dados experimentais foram obtidos por meio das constantes de

equilibrio na Tabela 1 de Imai e Yonetani (1975).
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A Fig. 8 B mostra a distribui¢io de espécies para a condicdo de referéncia a pH=8,8, para
uma concentracao inicial de proteina de 35 uM. Os resultados mostrados nessa figura foram
obtidos a 293 K e incluem a contribui¢do estatistica de cada isomero dada pela Eq. 15. A Fig. 5
A, obtida com o modelo Stc para uma saturacdo de Hb de 50% nas mesmas condigdes
experimentais, mostra claramente as diferencas quantitativas em comparagdo com o modelo de
dois estados para o mesmo grau de saturacdo e pH (Fig. 8 B). Conclui-se assim que o modelo dos
dois estados prevé, a 50% de saturacdo, cerca de 20% de dimeros, ao passo que segundo o
modelo Stc esse valor é de aproximadamente 5%. Essa discrepancia € bastante razodvel se
considerarmos que os dois modelos descrevem praticamente a mesma curva de saturacdo e que

tais diferencas refletem predominantemente o mecanismo de cooperatividade adotado.

O comportamento previsto para o modelo de dois estados em relagao as curvas de dilui¢ao
em auséncia de deriva conformacional ndo € mostrado, mas pode ser analisado qualitativamente a
partir da Fig. 8 A. Dessa forma, para Y=0 pode-se concluir que a extensdo logaritmica da curva
de diluicdo permanece constante e em concordancia com os resultados obtidos anteriormente pelo
modelo Stc até valores de pH igual a 10,75. Para solucdes mais bdsicas ocorrem diferencas
significativas. As razdes para tal comportamento podem ser entendidas se considerarmos que ha
uma dada condicdo de pH na qual a energia livre de dissociacdo da espécie deoxi alcanca um
valor minimo, e que o aumento do pH a partir desse valor aumenta a dissociagdo. O mesmo pode
ser observado para as demais formas com nimeros distintos de ligantes acoplados. Isso ocorre
devido a dependéncia distinta com o pH do processo de dissociagdo e das transicdes 7-R. Para o

modelo de dois estados, esse valor
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FIGURA 8. (B) Distribui¢do das formas de Hb em funcdo do niimero médio (<n>) de moles de
ligante acoplado por mol de Hb humana de acordo com o modelo de dois estados em pH 8.8, e
com os ajustes iniciais descritos na Fig. 6 A. Inclusdo, Escalas expandidas da distribui¢ido das

formas de Hb.

minimo alcangado para a energia livre de dissociacdo da espécie deoxi ocorre a pH=10,75. A Fig.
8 A também mostra que para outros graus de saturacdo (por exemplo, Y=0,6), sdo esperados

desvios significativos dos resultados experimentais.
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A Fig. 8 C fornece uma andlise mais incisiva do comportamento previsto por esse modelo
em vdarias condi¢des. Os resultados obtidos para o indice de efeito sdo mostrados para as
constantes de dissociacdo estatisticas e intrinsecas aplicadas na Eq. 21 para o caso global e
também para as constantes médias. Para os resultados mostrados na Fig. 8 C inclusdo (esquerda),
considerou-se a mesma concentracdo de proteina, nimero de prétons e temperatura usadas até
entdo. Na inclusdo a direita dessa figura, os resultados foram obtidos substituindo-se as Eqs. 29 e

31 na Eq. 18 para as descri¢cdes médias e globais para cada condi¢do de pH.

Para valores de pH menores que 7,0, o indice de efeito calculado a partir das constantes
intrinsecas foi /,,=1 para as descri¢des médias e globais enquanto que para a constante estatistica,
I, =1,2. A Fig. 8 C, inclusdo esquerda, mostra um processo cooperativo nestas condigdes (Hc=2
a 50% de saturacdo) para o caso intrinseco e Hc=1,2 para o estatistico. A inclusdo a direita na
Fig. 8 C mostra que para esta faixa de pH, A,,=0 tanto para a situagdo média quanto para a
global, de tal forma que a cooperatividade é médxima a 50% de saturagdo nestes casos. A
conclusdo geral para esta faixa de pH € que este modelo prevé um reduzido processo cooperativo
com a mesma tendéncia a dissocia¢do durante os primeiros € os ultimos passos do acoplamento
para as constantes intrinsecas, enquanto que para as estatisticas este modelo prevé um processo
cooperativo com uma tendéncia a se dissociar durante os ultimos passos do acoplamento. Os

resultados obtidos
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FIGURA 8. (C) Influéncia do pH no indice de efeito da Hb para o procedimento médio e global
com base nas mesmas condi¢des de ajuste iniciais para o modelo de dois estados descritas na Fig.
6 A, e usando as equacOes mencionadas na Fig. 6 B para os casos intrinsecos e estatisticos.
Inclusao (esquerda) Efeito de pH na dependéncia do coeficiente de Hill da Hb a 50% de

saturacdo para valores intrinsecos e estatisticos. Inclusdo (direita) Efeito de pH na assimetria

aparente da Hb com base nos procedimentos médio e global.
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para Hc com base no modelo Stc e nos resultados experimentais, quando comparados com o0s
fornecidos pelo modelo do dois estados nas mesmas condi¢des, mostram grandes desvios para os
valores estatisticos (Fig. 3 A), para os resultados intrinsecos € estatisticos de 1,,, € para A, (Fig.
4 A e B). Dessa forma, para essas condi¢des, os resultados tedricos obtidos por esse modelo

foram quantitativamente e qualitativamente inconsistentes com as propriedades de Hbs.

A andlise do comportamento esperado para valores de pH entre 7 e ~9 mostrou uma
redugdo em /,, com o aumento do pH para os casos intrinsecos e estatistico (1, = 0,05 a pH=9,0;
Fig. 8 C). O Hc nessas condigdes mostrou um valor maximo de Hc=3,5 para as constantes
intrinsecas, enquanto um aumento nesse parametro foi observado até Hc=2,5 para os resultados
estatisticos (Fig. 8 C, inclusdo esquerda), indicando um processo cooperativo com uma tendéncia
mais marcante a dissociagdo nos primeiros passos do acoplamento. A partir da Fig. 8 C, inclusdo
direita, conclui-se que a cooperatividade € mais pronunciada nos dltimos passos do acoplamento
para essa faixa de pH. Com base nesses resultados, e considerando os valores experimentais
obtidos com o modelo Stc nas mesmas condi¢des mostra-se que, apesar do bom ajuste obtido a
partir das curvas de saturagdo, Fig. 8 A inclusdo, o modelo de dois estados ndo fornece uma
descri¢do correta das propriedades de Hbs, mesmo se for considerada uma faixa mais favordvel

de pH para a aplicacdo do mesmo.

Essa conclusdo se torna mais convincente se considerarmos valores de pH maiores que 9.
Nesse caso, hd uma inversdo no cardter assimétrico e uma subsequente estabilizagdo na A,,=0
para pH > 11 (Fig. 8 C inclusdo direita). Uma andlise do Hc mostra uma redugdo e estabilizacao
nesse parametro para os valores intrinsecos (Hc=2) enquanto para o caso estatistico (Hc=1) a

pH = 11 essas condi¢des predizem um acoplamento aparentemente simples (Fig. 8 C, inclusdo b).
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Pode-se concluir que o comportamento and6malo previsto por esse modelo para as curvas de
dilui¢do a pH > 10,75 ocorre mais intensamente a graus intermedidrios de saturacdo pelo ligante e
para uma faixa mais larga de pH, se considerarmos os valores de indice de efeito para a descricao
global e média. Assim, o valor de /,, 21 entre pH 10,3 e 12 indica que hd uma aproximagdo com

um posterior cruzamento dos valores de AG,, para as espécies com 0 e 2 ligantes, com uma

subsequente perda de cooperatividade e assimetria de acoplamento, uma conclusdo outra vez
completamente diferente das medidas experimentais (Fig. 8). Em valores de pH maiores, ndo ha

previsdo de cooperatividade ou tendéncia a dissocia¢do apds o acoplamento do ligante.

Um outro ponto que tem sido discutido recentemente (Ackers, 2000; Edelstein, 1996;
Ackers, 1984) diz respeito a necessidade de incluir um terceiro estado hibrido no esquema
original de dois estados. A necessidade de pelo menos trés estados de afinidade para descrever o
acoplamento do ligante 2 Hb humana foi primeiramente observada por Minton e Imai (1974). De
acordo com seus resultados, seria impossivel para um modelo de dois estados contemplar as
variagdes para o parametro alostérico ¢ quando ocorrem mudangas na concentracio de efetores
alostéricos, tais como proétons, ou na forca idnica. Outros resultados obtidos por Smith e Ackers
(1985) usando complexos de cianeto para oxidar Hbs mostraram uma alta cooperatividade
durante o acoplamento do ligante ao estado 7, conduzindo esses autores a conclusdes similares no

que diz respeito a inadequagdao do modelo de dois estados.

Em contraste, Edelstein (1996) concluiu que o modelo de trés estados ndo forneceria
resultados mais satisfatérios que aqueles obtidos por meio da proposta original de dois estados. O
terceiro estado considerado por Edelstein (1996) consistia de um estado H hibrido de energia

intermedidria, com uma estrutura descrita como um dimero of} tenso associado com um dimero
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off relaxado, € com as correspondentes energias de oxigenagdo para os estados T e R,
respectivamente (Fig. 7 B). A consequéncia dessas propriedades € a prevaléncia das espécies Ho,,
i.e., H com dois ligantes acoplados na porc¢ao relaxada dessa molécula, em relagdo as outras
possiveis espécies com dois ligantes acoplados. O proximo O; a ser acoplado poderia dar origem
predominantemente a espécie H,,i,, mas a alta afinidade da espécie R; sugere a sua prevaléncia
em relacdo a H,, ;. As simulagdes conduzidas por Edelstein (1996) resultaram em uma redugdo
nos valores de H, a 50% de saturacdo quando o terceiro estado foi incorporado neste sistema, o
que permitiu a esse autor demonstrar que o modelo de dois estados era mais preciso e mais
simples. Tais resultados sdo, no entanto, muito dependentes das constantes alostéricas L adotadas
para as transi¢cdes 7-H e H-R. Para demonstrar tal dependéncia e o comportamento expresso
quando outros estados sdo incluidos no modelo de dois estados, optou-se por se realizar um teste
com ajustes iniciais distintos daquele utilizado por Edelstein e a um valor de pH mais reduzido do
que o considerado anteriormente nessa dissertagdo, de forma a testar o comportamento desses

modelos em pH fisiolégico.

Examinou-se ainda neste teste, o comportamento expresso pelas constantes médias de
oxigenacdo para esses dois modelos (Eq. 27), assim como a sua assimetria e coeficientes de Hill,
com base nos resultados obtidos por Imai e Yonetani (1975). O processo de dissocia¢do nao foi
considerado nessa simulag@o. Para o modelo de trés estados, optou-se por se ajustar as relagdes
energéticas entre esses tautdmeros de maneira a satisfazerem os quatro niveis energéticos obtidos
por Imai e Yonetani a pH 7,4 (Fig. 7 B). Dessa forma, foi considerado AGr =AG’; = -5,829
kcal/mol, AG’; =-6,258 kcal/mol, AG’3 =-6,820 kcal/mol e AG’,=AGg= -9,054 kcal/mol e foram
ajustados os parametros alostéricos para as formas H e R respectivamente, L'ry € L'y, para

satisfazer as mudangas energéticas para o segundo e terceiro passos do acoplamento (Fig. 7 B).
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Isso resultou num valor de L’7py= 3,091)(104 e L' yr= 4,637x101. Em vista da impossibilidade de
satisfazer todos esses niveis para o modelo de dois estados, assumiu-se que as mudancgas
energéticas para o primeiro e o quarto passo da oxigenagdo iguais as obtidas por Imai e Yonetani
a pH 7,4, tal que AGr=AG’|= -5,829 kcal/mol e AGg =AG’4= -9,054 kcal/mol. Para o terceiro
passo obtido por Imai e Yonetani, as relagdes energéticas entre os tautdmeros 7 e R foram
ajustadas para satisfazer o valor de AG’; =-6,820 kcal/mol obtidos por estes autores para esse

passo da oxigenacdo (Fig. 7 C), o que fornece L’ rr= 2,995x10°. A constante de equilibrio média
para a oxigenagdo, ' K 'j, baseada na contribuicao de cada tautdmero para a energia média livre
de Gibbs total dessa colecdo, “’AG’;, pode ser obtida considerando a Eq. 31 e os seguintes

equilibrios

Tig . Rig . Hip

Aqui, por simplicidade, ndo especificamos as oxigenacdes possiveis e distintas da espécie

H. Os valores de “’AG’; podem ser, entdo, obtidos para esse equilibrio como segue:

(o [}
J Jj-1
av " ! ! m m~' ! ! m me~'
A(;—WG+WG+E G-w.G —-w, G —EWG 38
i TR Wy P Y, TR Hiy =y (38)
m=l m=l

onde ®;;, é o numero total de possiveis espécies H com j ou j-1 ligantes acoplados. m designa

cada uma dessas espécies.

Uma vez que estamos interessados em analisar as mudangas energéticas entre essas
espécies, pode-se assumir um valor de Gr, = 0 como o estado de referéncia para esta espécie.

Considerando as respectivas energias livres para as transicdes tautoméricas das espécies
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desoxigenadas, AG 7o € AG yoro » assim como as energias livres de Gibbs de oxigenagdo das

formas tensa, AG, e das formas relaxadas, AGy, obtém-se

'

G =IAG , G, =AGp, +sAG +pAG e G, =AGy, +AGy . +IAG

T HsHp r

onde s e p indicam o nimero de moléculas de oxigénio acopladas ao dimero tenso e relaxado da

espécie H, respectivamente.

Se considerarmos que o nimero total de prétons liberados durante o acoplamento das
moléculas de oxigénio a Hb, os prétons de Bohr, estdo envolvidos na transicdo 7-R, o fato de as
espécies H possuirem metade das subunidades na forma tensa e a outra na forma relaxada sugere
que metade desses prétons poderia, por sua vez, estar presente nas transicdes de 7 para H,
enquanto que a outra metade estaria envolvida na transi¢do de H para R. Dessa forma, em um

dado pH, o seguinte equilibrio pode ser observado:

T, Hy+v,,H*  AGpy (pH)=AG, , —~2,303v,, RTpH (39)
€

K 11ory ,
H, >R, +0y,,H" AGy g, (PH)=AG,; , —23030p,,RTpH (40)

onde vg;; diz respeito a metade dos prétons de Bohr, o qual foi assumido ser igual a 1,15. Para o
modelo de dois estados, as reagdes sdo similares, porém, sem a presenca do estado H e com a
participacdo de 2,3 prétons de Bohr nas transi¢des 7-R (Imai and Yonetani, 1975), conforme

assumido para o primeiro teste, Eq. 34.
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Os valores para AG o0 € AG yoro @ pH 7,4 podem ser obtidos para o modelo dos trés estados a
partir dos pardmetros alostéricos L’y e L’gp calculados anteriormente e resultam em
AG o= 46,020 e AG yoro = +2,234 kcal/mol, enquanto para o modelo dos dois estados o
parametro L’z fornece AG z,= +8,683 kcal/mol. A partir das Eqgs. 39, 40 e 36, os valores
calculados para AGruw, , AGume © AGrg, foram +13,645, +17,431 e +31,5 kcal/mol,
respectivamente. Os resultados previstos por esses modelos para tais mudancas energéticas,
aparentes, a outros valores de pH, foram analisados com base na descricdo termodindmica

desenvolvida anteriormente.

A Fig. 9 mostra os resultados obtidos com base nestes modelos para os valores intrinsecos de
log “K'; com base na Eq. 30. Observa-se um nitido desvio dos dados experimentais para ambos os
modelos; porém, conforme sugerido anteriormente (Minton and Imai, 1974; Imai and Yonetani,
1975), um modelo de trés estados de fato fornece uma melhor descricdo das constantes de
equilibrio, mas apenas para uma estreita faixa de pH (tomando o pH 7,4 como o valor de

referéncia).

Os valores previstos para log Pso para a Hb humana com base nesses modelos podem ser

observados na Fig. 2 B, que mostra desvios significativos dos dados experimentais
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FIGURA 9. Logaritmo das constantes aparentes de oxigenacdo como funcdo do pH para os modelos de trés estados (simbolo cruzado) e dois
estados (simbolos abertos) calculados usando um procedimento global e a Eq. 11 para cada condig@o de pH. Os dados experimentais (simbolos
fechados) foram baseados na Tabela 1 de Imai and Yonetani (1975).

também com respeito a esse parametro. Assim, a inclusdo de um terceiro estado ndo € suficiente
para tornar esse modelo coerente, mas um modelo de dois estados parece ainda mais inadequado.
Isso se torna mais convincente com a andlise de outros pardmetros, tais como H. a 50% de
saturacdo por oxigénio (Fig. 3 A). Os modelos cldssicos mostram grandes discrepancias em

valores de pH diferentes de 7,3 e 9,0, principalmente devido a acdo de massas de prétons, que
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modifica os estados energéticos dos tautdmeros. Segue que um aumento no pH favorece a
predominancia de espécies tautoméricas em estados mais reduzidos de protonacdo (as formas R),
com os passos de oxigenacao ocorrendo de Ry a R4, tal que H, tende a unidade. Similarmente, em
baixos valores de pH, a forma T predomina, com uma tendéncia a oxigenacdo através das formas
Ty a Ty (Fig. 3). A pH 7,4 — 8,0, ocorre um aumento no H. , novamente contradizendo os dados
experimentais. A inclusdo desse estado ndo resolve convenientemente o problema, mas reduz a
distor¢do observada devido a uma maior flexibilidade energética. A pH 7,4 ocorreu um aumento
no H. quando o terceiro estado foi incluido, em contraste com os resultados obtidos por Edelstein
(1996), Fig. 3 A. O H, a distintos nimeros médios de saturagdo para estes modelos € mostrado na

Fig. 3 B, que mostra de maneira mais detalhada as diversas discordancias apresentadas.

A Fig. 4 A ilustra o parametro de assimetria para os ajustes feitos. Em ambos os modelos
houve uma reducdo na assimetria em valores de pH diferente de 7,0. O comportamento de ambas
as curvas foi completamente diferente dos dados experimentais, incluindo a previsio de uma
inversdo na assimetria a pH 8,0. A discrepancia do modelo de dois estados foi consideravelmente

maior para quase todos os valores de pH.

Com base nas considerag¢des anteriores acerca da teoria de transi¢cdes conjuntas, € possivel
agora analisar o modelo cinético proposto por Henry et al. (1997) e mostrar os motivos pelos
quais ndo o consideramos vdlido. Para entender as razdes que levaram esses autores a
desenvolver essa nova descricdo termodindmica e a razdo pela qual novas espécies sdo
consideradas em equilibrio, € necessdrio o conhecimento de investigacdes anteriores.
Experimentos conduzidos por Gibson (1959), em relacdo a processos de reassociacdo do CO a
Hb apods foto-dissociacdo mostraram uma alta taxa de reassociacdo do ligante para a condicao de

escuro (dark condition) para altos valores de pH quando comparada a meios mais acidos. Esse
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autor interpretou esses resultados como consequéncia da formacdo de uma espécie altamente
reativa, Hb*, correspondente a uma molécula que perdeu o seu ligante por um curto intervalo de
tempo e que nao teve possibilidade de alterar a estrutura do sitio para a forma deoxi. Baseando-se
em observacgdes em diferentes valores de pH, Gibson concluiu que o aumento no pH leva a uma
maior formagdo dessas espécies em solucdo. A partir de parametros experimentais obtidos em
uma escala de micro segundos, sugeriu-se uma possivel inviabilidade do modelo proposto por
George e Pauling (1949, 1951), que considerava que os sitios protéicos ndo estavam inicialmente
expostos na superficie da proteina e que cada acoplamento do ligante reduziria a barreira estérica
a ser transposta pelo préximo acoplamento, gerando assim o fendmeno cooperativo, uma hipétese
que o numero e a intensidade das taxas obtidas por Gibson pareciam ndo confirmar. Esse fato foi
visto por Henry et al. (1997) e Eaton et al. (1999) como uma demonstracdo irrefutdvel da
inaplicabilidade desse tipo de modelo e, consequentemente, da aplicabilidade de teoria de

transi¢cdes conjuntas e da proposta de dois estados.

Experimentos posteriores realizados a niveis parciais de foto-dissociacdo também na
escala de tempo de micro segundos (Sawicki and Gibson, 1975) conduziram a observacao de uma
nova espécie quimica com afinidade pelo ligante distinta das obtidas até entdo, mostrando, neste
caso inconsisténcias com o modelo de dois estados. A presenga dessa nova espécie em solugdo
foi na época associada a valores de pH abaixo de 8 e também ao efeito de inositol hexafosfato.
Em vista da observacdo dessa nova espécie e da consequente contradi¢do com o modelo de dois
estados, Henry et al. (1997) e Eaton et al. (1999), com base em trabalhos anteriores a esses
citados, concluiram que a escala de tempo utilizada ndo era adequada. Essa conclusao refletia em
parte o avango tecnoldgico obtido por meio dos equipamentos de espectroscopia resolvida no

tempo usando lasers com escala de tempo de nano e pico segundos. Aplicando essa escala de
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tempo, varios autores observaram cinco taxas de reacdo distintas, embora esse nimero pudesse
ser reduzido, dependendo das condi¢des externas. Em um primeiro momento, a ocorréncia desse
nimero de taxas de reacdo poderia servir para descartar a proposta do modelo de dois estados,
uma vez que um grande numero de espécies com distintas afinidades pelo ligante poderia estar

presente em solug@o, no entanto, segundo esses autores, esse no seria o caso.

Com base nos resultados obtidos por Hopfield et al. (1971) indicando que a forma Hb*
observada por Gibson poderia ser identificada com as espécies na estrutura quaterndria R, e nos
resultados obtidos por Hofrichter et al. (1983), Murray (1987) e Hagen et al. (1995, 1996)
indicando a existéncia de espécies com relaxagdo tercidria da subunidade, Henry et al. (1997) e
Eaton et al. (1999) propuseram que as duas taxas mais rdpidas observadas durante as medidas
cinéticas estariam relacionadas com o reacoplamento pareado das subunidades da estrutura
quaterndria R a qual possuiria estruturas tercidrias r* e r, e a transi¢des tercidrias ocorrendo entre
essas subunidades via relaxacdo tercidria. A terceira taxa foi associada com a transi¢do
quaterndria de R para T e as duas taxas restantes, com a taxa bimolecular de associacio do ligante

as formasRe T.

O modelo proposto por Henry et al. (1997), assim, assume que as subunidades
relacionadas a forma R existem em duas estruturas terciarias distintas e interconvertiveis, r* e r, e
que cada uma dessas estruturas tem trés possiveis estados de interacdo com o ligante, r, rex e rx,
onde x representa o ligante e re x designa a espécie com o ligante proximo ao sitio, mas nao
acoplado. A Fig. 10, setas pretas, mostra a idéia principal envolvida nesse modelo. Por
simplicidade, essa figura mostra apenas as possiveis reacOes envolvidas em uma hipotética
liberacdo ou captura de ligantes. Os estados intermedidrios seguem a mesma idéia. Nesse modelo,

a subunidade no estado 7 também pode apresentar relaxacdo tercidria, mas esse processo sO &
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considerado apés uma prévia caracterizacdo experimental. Henry et al. (1997) assumem que
inicialmente as subunidades estdo virtualmente no estado r*x, e que o processo de foto-
dissociagdo forma, no inicio, preferencialmente as espécies r*@ x, e que transi¢cdes quaterndrias
ocorrem apenas entre as espécies com o mesmo nimero de ligantes. Considerando-se o diagrama
de energia na Fig. 7 C, pelo menos um passo ascendente € necessdrio para obter uma espécie R;.;
a partir de uma R;. Tomando-se em consideracdo agora o grande numero de espécies
intermedidrias possiveis que podem expressar niveis energéticos similares mas que possuem
numeros distintos de ligantes acoplados quando os estados e subestados propostos por Henry e
colaboradores sdo adicionados, conclui-se que a consideracao feita por esses autores em respeito
a exclusiva formacdo inicial de espécies ri*@ x, por foto-dissociacdo € inadequada, pois muitas
outras vias podem surgir para cada grau de saturacdo pelo ligante e para cada condicdo externa

em que estas transi¢cdes ocorrem.
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\ Foto dissociagio

Condicao de escuro: Retorno de acordo com o modelo de dois estados
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Condicao de escuro: Retorno de acordo com o modelo Stc.
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FIGURE 10. Esquema do processo de foto-dissociacdo de acordo com Henry et al. (1997) (setas pretas) e de acordo
com o modelo Stc (setas verdes). No primeiro mecanismo, inicialmente as espécies sdo consideradas na forma
quaterndria R com conformacdo tercidria da subunidade r*. Assume-se que o processo de foto-dissociacdo leva a
espécie r*e x, correspondentes a uma estrutura tercidria »* com o ligante préximo mas nao ligado ao sitio da proteina
em cada subunidade ligante. Seguindo esse processo, as outras possiveis espécies sdo produzidas considerando as
restrigdes descritas no texto. O subscrito s na forma r*;r, designa o nimero de subunidades ndo ligadas na estrutura
tercidria r*. As etapas intermedidrias de dissociagdo do ligante seguem a mesma idéia, e € assumido que a transicao
de R para T gera apenas a estrutura tercidria ¢, independente do nimero de conformagdes tercidrias r* e r da forma R.
Para o modelo Stc, o processo de foto-dissociagdo é andlogo ao processo de desoxigenagdo para a andlise do estado
estaciondrio, e pode ser coordenado por acdo de massas. As taxas de associacdo-dissociacdo expressas por esse
mecanismo podem envolver uma ordem maior devido a taxa bimolecular de acoplamento do ligante e o

envolvimento de efetores como proétons e uréia.
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Por razdes similares, acredita-se que a simplificacdo adotada, de transi¢des quaterndrias
ocorrendo apenas entre as espécies com o mesmo nimero de ligantes acoplados, ndo € coerente,
pois o processo de dissociacdo do ligante ndo € espontaneo e pode ocorrer termodinamicamente
pela via mais apta, o que inclui, por exemplo, a rota R, — T — R; (Fig. 7 C) ou qualquer outra

gerada pela inclusd@o das espécies propostas ou por meio de mudangas externas.

Assume-se que a conformacio da subunidade ndo depende do acoplamento do ligante e,
ao mesmo tempo, considera-se que a taxa de conversdo para r*x— rx € instantanea e irreversivel,
que r*ex — rex ¢ idéntica a r*— r e, analogamente, rex — r*ex é idéntica a r— r* (Fig. 10).
Essa udltima consideracdo parece contradizer a primeira se considerarmos que o ligante ndo tem
efeito em qualquer das estruturas, tercidria ou quaterndria, e que transicdes podem ocorrer
independente da sua presenca. Nesse caso, poder-se-ia esperar que r*¢>r = r*ex¢>rex = r¥x¢>rx
ja4 que o acoplamento fornece mudancas energéticas distintas porém similares devido ao fato
dessas estruturas diferirem apenas em suas conformacdes tercidrias; entretanto, isso ndo ocorre.
Dessa forma, a partir da equacdo 8 fornecida por Henry et al. (1997), i.e. L; = Lc'l7, onde Le ¢
sd0 os parametros alostéricos de MWC, i é o nimero de ligantes acoplados, j é o nimero de
subunidades livres de ligante e / € a constante tercidria alostérica de transicdo, de tal forma que
[=r*/r, conclui-se que ndo hd razdo para se proceder um ajuste por minimos quadrados supondo
que transi¢des do tipo r*— r possam ocorrer apenas para as j € ndo para as j+i subunidades, em
condicdes fisioldgicas ou ndo sem incorrer no risco de cometer erros. Essas simplificacdes ainda
que diminuam o nimero de parametros a serem calculados, também conduzem a um desvio
significativo do possivel comportamento real desse sistema, mesmo se considerarmos a validade

do mecanismo e da teoria proposta.
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Adotou-se também nesse modelo o uso de uma fungdo linear para descrever as energias
livres quaterndrias de relaxacdo. Porém, como considerou-se que esse novo grupo de espécies em
solucdo tém propriedades distintas para a mesma estrutura com um determinado ndmero de
ligantes acoplados, poder-se-ia esperar que essas energias livre de relaxacdo quaterndria nao
descrevessem um comportamento linear devido ao grande niimero de espécies em solucdo e a sua
dependéncia distinta em relacdo aos fatores externos. Essa consideracdo €, por sua vez, vélida
apenas quando dois estados de afinidade estdo envolvidos e ndo poderia ser levada em conta
durante o ajuste dos dados relacionados a modificacdes quaterndrias no modelo proposto, pois
essas novas espécies em solugdo necessitardo de uma condi¢do muito especial para tornar esta
simplificacdo verdadeira. Caso isto ndo ocorra, os resultados irdo possuir pouquissima correlagdo

com os eventos moleculares observados experimentalmente.

Um outro ponto a ser notado aqui € que a consideracdo feita por Hopfield (1971) de que
as espécies presentes em pH alcalino poderiam ser associadas com a forma R foi baseada nas
taxas de reassociagdo do ligante apds fotodissociagdo com base em pardmetros médios de
afinidade e ndo pode, portanto, ser tomada como uma consequéncia importante dos resultados
obtidos por Gibson ou mesmo de um mecanismo de dois estados conforme assumido por Eaton et
al. (1999) e Henry et al. (1997), e supostamente demonstrado por Hagen et al. (1995, 1996).
Dessa forma, ndo hé razdo para acreditar que tal espécie em altos valores de pH € a forma R dessa
Hb. A simples observacao de transi¢des médias tercidrias ou quaterndrias ndo fornece informagao
suficiente sobre a dire¢do destas transicoes, suas intensidades, ou mesmo a taxa de consumo de
oxigénio no decorrer da escala de tempo estudada, ndo corrobora esse modelo ou o seu

mecanismo. O uso de descricdes empiricas e desnecessdrias, tais como a equacdo 11 apresentada

93



por Henry et al. (1997), a qual possui parametros ndo correlacionados com as espécies envolvidas

no equilibrio proposto também significa que esse modelo pode conduzir a resultados imprecisos.

A partir dessas restrigdes e de outras ndo citadas aqui, o nimero total de pardmetros a
serem obtidos por ajuste dos resultados experimentais reduz-se a sete, além das taxas para
transicdo quaterndria. Propde-se ainda em Henry et al (1997) um total de 600 conexdes entre as
85 espécies cinéticas consideradas, ignorando as rx. A andlise das informacdes fornecidas como
suporte por esses autores mostra que foi considerada, para as 85 espécies propostas, apenas um
tipo de combinagdo para cada subunidade tercidria e um estado de interagdo dessas com o ligante.
Assim, levando-se em conta que se assume, para cada estrutura tercidria, transi¢des estruturais
independente das outras, seria natural esperarmos que para uma espécie com um dado nimero de
subunidades no estado r e r* e interagindo com [/ ligantes, o ntimero total de possiveis formas
isoméricas em solucdo dependerd do nimero de combinagdes que resultam em espécies protéicas
com essa caracteristica. Segue, que de forma andloga ao acoplamento do ligante, as equagdes de
equilibrio para esse caso deveriam necessariamente ser corrigidas desses novos fatores
estatisticos porque essas 85 espécies ndo correspondem a todas as possiveis formas em solucao.
Uma andlise da descricdo termodinadmica apresentada por esses autores mostra que isso ndo foi
feito, o que gera motivos suficientes para se descartarem os resultados obtidos, ja que 0s mesmos

ndo representam as propriedades intrinsecas reais do sistema proposto.

Antes de proceder a andlise dos resultados fornecidos por este modelo, gostariamos de
enfatizar que o unico teste feito para verificar a aplicabilidade desse modelo envolveu apenas a
comparacdo dos resultados tedricos e experimentais obtidos através de uma curva como a
mostrada na Fig. 8 A (inclusdo) para pH=8,8. Comparando essa figura e a Fig. 8 C com as Figs. 3

B e 4, e considerando o modelo Stc e os resultados experimentais para esse mesmo valor de pH,
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conclui-se que o teste feito ndo foi adequado pelo fato dessas curvas, virtualmente idénticas,
poderem ser descritas por um grande nimero espécies para cada grau de saturacio ou intervalo de
tempo de tal forma que os resultados obtidos com as mesmas ndao sao necessariamente
correlacionados do ponto de vista fisico dependendo do mecanismo adotado. O efeito da dilui¢do,
por exemplo, nunca foi considerado. Isto também € um fato para todos os outros modelos

propostos até 0 momento.

A partir dos resultados fornecidos por Henry et al. (1997, Tabela 2) para pH=7,4, ndo é
possivel reproduzir os dados pois o valor para k g(r*) ndo € fornecido e ndo pode ser
determinado devido as restri¢des dadas pelo ciclo termodindmico. Entretanto, se assumirmos que
o resultado fornecido para o acoplamento do ligante a estrutura quaterndria R, Kg= 3,2x105,
relaciona-se ao estado tercidrio r* obtém-se um valor de AG’(r*x¢>r*+x)= +7,38 kcal/mol para a
temperatura de 293 K. Usando o parametro k giss(r) = 107 s'l, outros valores para AG’ podem ser
obtidos, incluindo AG’(r*x¢>r*e x)=+9,62 kcal/mol, AG’(rx¢>rex)=+13,96 kcal/mol,
AG (r¥exesr¥+x =rexerr+x) =-2,24 kcal/mol, AG’(r*<r = r*ex¢<>rex) =-1,45 kcal/mol e
AG’(T<>R) =-9,8 kcal/mol. A partir desses dados podemos ainda calcular AG’(rx¢>r*x) = +5,3
kcal/mol. Este resultado ndo confirma a simplificacdo feita de que a transi¢do rx—r*x &
instantinea e irreversivel e de que o ligante ndo afeta a estrutura protéica. A andlise desses
resultados mostra inconsisténcias se primeiro considerarmos que 0s mesmos sdo, conforme
sugerido, relacionados a transicdo de cada subunidade. A energia livre de Gibbs para
desoxigenacdo da espécie R nessas condicdes é +9,05 kcal/mol (Imai and Yonetani, 1975),
enquanto o valor obtido pela descricao cinética é +7,38 kcal/mol para a subunidade r* e +11,72
kcal/mol para a subunidade r. Isso representa uma diferencga substancial para ser associada apenas

a transicoOes tercidrias. Assumindo-se o pardmetro fornecido de Kz como sendo relacionado ao
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estado tercidrio r, o resultado obtido a partir das taxas fornece valores distintos para o mesmo
pardmetro. A constru¢do de um diagrama de energia para esses dados também mostra que a
espécie r*ex é a mais instdvel e ndo poderia ser a primeira a ser formada no inicio do processo de
foto-dissociacdo. Uma vez que a transicdo rx—r*xfoi considerada irreversivel espera-se,
também, uma afinidade andmala do ligante para a subunidade r* e uma formacao preferencial das
espécies rx para o inicio do processo de foto-dissociacdo, apesar de essa espécie nio ser
considerada. Outro resultado fornecido por este modelo foi uma constante alostérica para a
transicdo T-R, L=2x10", a qual foi dez vezes maior que os valores normalmente encontrados e
que pode conduzir a vérios desvios do comportamento experimental, apesar das similaridades
obtidas e mostradas na Fig. 6 de Henry et al. (1997). Um desses desvios é que a relacdo linear
entre o nimero de prétons liberados e o nimero de moléculas de oxigénio acopladas,
inicialmente descrito por Wyman (1948) e considerado por Szabo e Karplus (1972) (ver por
exemplo a Fig. 6 dessa tltima publicacdo), ndo € mais observada a pH=7,4 e tenderd a zero
conforme o pH for reduzido, devido a prevaléncia das espécies tensas durante a maior parte do

processo de acoplamento.

Uma das propostas iniciais das medidas cinéticas do processo de acoplamento do ligante a
Hb era a de criar condi¢cdes para se estudar o comportamento das espécies protéicas
intermedidrias, de forma que os problemas associados as restricdes impostas pelos métodos
cristalograficos na formacdo dessas estruturas intermedidrias ndo fossem observados,
possibilitando assim uma andlise detalhada do mecanismo de reagdao envolvido nesses processos.
Dessa forma, a partir do nimero aparente, do valor e do comportamento observado para as taxas
de reagdo, esperou-se que seria possivel que um ou mais mecanismos de cooperatividade

pudessem ser substanciados em detrimento a outros, uma vez que cada um dos modelos possiveis
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para explicar esse fendmeno vigentes na época correspondeu a taxas distintas para o acoplamento

do ligante e para as transi¢des conformacionais.

Uma propriedade importante do modelo cinético proposto por Henry et al. (1997)
relaciona-se ao fato de que este modelo tornou impossivel demonstrar a discordancia entre a
teoria das transicdes conjuntas e os resultados experimentais com base apenas em uma
observacao direta dos dados cinéticos. Isso ocorre devido ao grande niimero de espécies e estados
de afinidade assumidos e que podem ser tornados relevantes em solu¢do por meio de um simples
aumento ou reducdo de suas taxas de formagao ou consumo, um procedimento que poderia ser
aplicado a qualquer outro modelo, porém com muito maior possibilidade de expansdo para outros
sistemas bioldgicos se esse modelo nao fosse sujeito ao dogma de que o ligante ndo tem efeito na

estrutura protéica.

A Fig. 3 na publicacdo de Gibson (1959) mostra que de 0 a 5 ms cerca de 90% da
dissociacdo do ligante e mudanca conformacional foram revertidas em pH=10,6, enquanto a
pH=6,7 esse valor se reduz a 20%. Dessa forma, conclui-se que a velocidade de reversao apds o
processo de foto-dissociacdo aumenta com a elevacdo do pH na condicdo de escuro (dark
condition). As razOes para esse aumento na velocidade de associacdo estd relacionada com o
ambiente da proteina, de maneira que a acdo de massas de prétons estd contribuindo
distintamente para as taxas de reacdo das espécies originalmente consideradas em solu¢do. Uma
razdo adicional poderia ser a formacao de uma espécie de maior afinidade pelo ligante, conforme
sugerido por Gibson (1959); no entanto, considerou-se nesse trabalho a inclusdo dessa espécie e
das outras propostas por Henry et al. (1997) e por Eaton et al. (1999), desnecessdrias para uma
faixa razodvel de pH a qual inclui a regido fisiologica. Em outras palavras, assumindo-se que a

dissociagdo do ligante envolve mudancgas estruturais e eletrostaticas concomitante com a capta¢ao
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de prétons, poderiamos esperar que uma redugdo na concentracdo de fons H' em solugdo tornaria
esse processo menos espontdneo devido ao cardter bimolecular de cada taxa de dissociagdo do
ligante com uma consequente redug@o aparente na velocidade desse processo para altos valores
de pH. A Fig. 10, setas verdes, mostra a proposta do modelo Stc para esses processos cinéticos,

incluindo um possivel efeito de uréia discutido a seguir.

Segue desse mecanismo que cada espécie pode se dissociar do ligante e retornar ao estado
associado através das mesmas formas intermedidrias e que, dependendo das propriedades padrao
de formacdo e da forma com que essas espécies e seus efetores tomam parte nas relagdes de
equilibrio, as relacdes energéticas aparentes entre as mesmas podem ser modulada pelos fatores
descritos anteriormente na andlise do modelo Stc para o estado estaciondrio. A Fig. 2 A ilustra tal
modulacdo, de forma que a energia livre de Gibbs aparente para a associa¢do do ligante reduz
com o aumento do pH, e uma completa oxigenag@o torna-se mais espontanea para altos valores
de pH sem a necessidade de inclus@do de outras espécies. Assim, se assumirmos que uma
completa dissociagdo segue a rota mostrada na Fig. 10 (setas verdes), uma reducdo nos valores
absolutos de AG’; com a redug¢do do pH facilitara a dissociagdo do ligante por meio de um

aumento na velocidade aparente de dissociagdo.

Os resultados obtidos por Gibson (1951) em relagdo ao efeito de p-cloromercuribenzoato
(PCMB), uréia, forca idnica e extensdo do grau de foto-dissociacdo assim como resultados mais
contemporaneos nessa drea podem ser, também, explicados por meio do presente esquema. A
inclusdo de efetores tais como uréia no modelo proposto por Henry et al. (1997) pode ser feita
conforme mostrado na Fig. 10 (setas pretas) para uma situa¢do na qual a possivel participacdo
desse efetor durante as transicOes tercidrias € desprezada e conduzird a desvios quantitativos e

qualitativos dos resultados experimentais obtidos devido a forma com que esses efetores tomam
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parte no equilibrio. Para o modelo Stc, tais efetores podem ser considerados nesse sistema
conforme mostrado pelas setas verdes na Fig. 10. A cinética desse processo ird envolver agora
uma ordem maior de reacdo como uma consequéncia da participagdo desse novo efetor no
equilibrio. Pelas mesmas razdes apresentadas quando discutimos acerca do efeito Bohr residual,
o aumento na forca i0nica desse sistema fornecerd agora um aumento relativo na taxa de
associacdo e/ou dissociacdo do ligante, dependendo das condi¢Oes externas, dos efetores
envolvidos, da estequiometria da reacdo e da fun¢do de particdo de cada taxa. Resultados recentes
obtidos por Gibson (1999) que também mostram desvios do modelo de dois estados e de outras
propostas similares dos resultados experimentais, podem ser descritos com muita fidelidade pelo

modelo Stc.

Finalmente, o fato da proposta de Henry e colaboradores contemplar outros estados de
afinidade nao significa que esse modelo estd livre dos problemas mostrados para a proposta
original do modelo de dois estados, uma vez que se espera naturalmente que o mesmo deveria
também ser vdlido para o estado estaciondrio. Portanto, todos os resultados aqui obtidos sdo
relevantes para a sua avaliacdo, uma vez que a proposta basica do modelo de dois estados é
assumida. Dessa forma, se considerarmos os resultados previstos pelo modelo de dois estados a
pH=10,6 na auséncia de ligante, e usando o ajuste feito para a Fig. 8 A, obtém-se que esse
modelo prevé um equilibrio entre 50% de espécies na forma tensa desoxigenada e =49% de
espécies na forma relaxada desoxigenada para essa condi¢cdo, um resultado adicional que pode ser

facilmente utilizado para corroborar ou descartar a proposta de transi¢des conjuntas.
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8. O CONCEITO DE COOPERATIVIDADE SEGUNDO O MODELO

ESTEQUIOMETRICO

O conceito atual de cooperatividade em acoplamentos tem sido baseado, até o momento,
no equilibrio entre tautdmeros interconvertiveis com distintas energias livres de Gibbs de
associacdo do ligante, porém, idénticas para todos os passos do acoplamento. Estas consideragdes
implicam em auséncia de mudangas estruturais associadas ao acoplamento do ligante, e
pressupde que transi¢des estruturais sdo produzidas no decorrer da saturacdo protéica devido a
diferencas nos niveis energéticos que separam esses tautobmeros com o mesmo nimero de ligantes
acoplados, sendo que esses niveis energéticos determinam as espécies prevalentes para cada
estado de saturagdo protéica. O modelo de dois estados (Monod et al., 1965) considera que as
duas tnicas conformacdes presentes em quantidades significativas correspondem a uma de baixa
e outra de alta afinidade pelo ligante (7 e R, respectivamente). O modelo sequencial (Koshland et
al., 1966) também aceita apenas dois estados de afinidade para a subunidade, embora nesse

modelo a mesma molécula possa apresentar subunidades com mais de uma conformacao.

O modelo Stc difere dos modelos anteriores por considerar fundamental o papel do
ligante, da dissocia¢do e de efetores tais como prétons no comportamento protéico dindmico,
estrutural e energético durante o processo cooperativo. A proposta bésica desse modelo € que o
acoplamento do ligante pode, em principio, produzir um efeito local se ele ndo muda a afinidade
dos outros sitios livres mas, em um processo cooperativo, o acoplamento do ligante pode induzir
mudancas conformacionais que transcendem as interagdes subunidade-subunidade. A formacgao
de espécies com o mesmo ndmero de ligantes acoplados, mas com estruturas tercidrias ou
quaterndrias distintas, ndo € necessariamente obtida por meio de transi¢des conjuntas. Postula-se

também que, durante as mudangas conformacionais observadas para este processo, as estruturas
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protéicas formadas em solugdo sdo estabilizadas por meio de prétons em quantidades
estequiometricamente definidas para uma dada faixa de pH, e que efetores podem da mesma
forma tomar parte nesses equilibrios nos passos plausiveis de reacdo. A extensdo e a intensidade
dessas mudangas conformacionais irdo depender da susceptibilidade da proteina a tais
modificacdes, do nimero de ligantes acoplados, do grau de dissociacdo, da formagdo de

tautomeros e das condigdes do meio onde estas proteinas realizam tais processos cooperativos.

Dessa forma, um acoplamento cooperativo pode ser subdividido em duas classes: estrutural e
aparente. A primeira envolve modificagdes intrinsecas na estrutura protéica de forma a facilitar o
préximo passo de acoplamento. Esse fendmeno aumenta a probabilidade de colisdes efetivas,
reduzindo a barreira estérica a ser transposta por cada acoplamento por meio de modificagdes no
cardter eletrostético dos sitios livres ou da formacdo de isdmeros estruturais de maior afinidade.
O acoplamento cooperativo aparente reflete a influéncia de fatores estatisticos, temperatura,
forca iOnica, concentragdo protéica e acao de massas de prétons ou outros efetores. A intensidade
desses efeitos na cooperatividade aparente € determinada pelo nimero de sitios protéicos, pelas
condi¢des externas e pelo efeito do fon comum, o qual fornece mudangas energéticas distintas
para o processo em questdo, dependendo dos valores de V; e Vp; e da carga da proteina. Dessa
forma, um acoplamento com cooperatividade estrutural pode apresentar um comportamento
macroscopico cooperativo ou mesmo antagdnico em relacdo ao cardter aparente desse
acoplamento dependendo do meio em que esse processo ocorre. Em outras palavras, se cada
acoplamento do ligante aumenta progressivamente a exposi¢do dos sitios livres por meio de
modificacdes estruturais que envolvem durante esse processo a captura ou liberacido de prétons
ao meio externo a proteina, uréia ou outro efetor, aumentando dessa maneira a probabilidade de

acoplamentos efetivos, segue que, para uma situacio na qual os primeiros passos do acoplamento
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liberam uma quantidade pequena de prétons, enquanto os udltimos liberam um ndmero
relativamente maior, o aumento no pH favorecerd preferencialmente os ultimos passos
promovendo um acoplamento cooperativo aparente, ao passo que para valores reduzidos de pH
esses ultimos passos serdo mais dificeis devido ao grande nimero de prétons livres em solucio.
Essa ultima situacdo pode gerar um acoplamento antagdnico aparente, dependendo das
propriedades padrdo de formacdo de cada uma dessas espécies e da estequiometria das reacoes,
apesar de o acoplamento ser cooperativo do ponto de vista estrutural para ambas as situacdes. A
formacdo de tautdmeros com afinidades diferenciadas pelo ligante, assim como o de espécies
desnaturadas tais como as observadas durante o enovelamento proteico, segue a mesma idéia de
forma que este ultimo processo pode ser melhor detalhado subdividindo-se de maneira
conveniente os fendmenos expressos na Fig. 1. Assim, a velocidade de um enovelamento
cooperativo pode ser modulada pelos fatores externos e o processo pode também vir a ser
antagbnico para uma série de passos tais como o descrito para o acoplamento. Se ndo ha
formacdo de espécies tautoméricas em quantidades significativas, o nimero de estruturas
possiveis esperadas é 2", que corresponde a todas as possiveis combinag¢oes do(s) ligante(s) aos
sitios protéicos quando cada um desses isomeros define uma estrutura quaterndria distinta.
Quando cada uma dessas combinagdes gera uma afinidade distinta entre cada isdbmero mas igual
para as subunidades livres presentes na mesma molécula, o nimero total de estados de afinidade
gerados € 2"-1 e pode se tornar maior se essa igualdade de afinidade das subunidades livres de
uma mesma molécula ndo puder ser assumida. Em contraste, se os estados estruturais e de
afinidade dessas espécies isdmeras quanto ao nimero de ligantes ndo difere significativamente, o
nimero de estados de afinidade necessdrios para uma caracterizacdo termodindmica pode ser

reduzido e corrigido de seus fatores estatisticos.
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A Fig. 11 mostra um esquema simplificado do modelo Stc para Hbs em termos de suas
espécies tetraméricas predominantes, € que sumariza a participacdo obrigatéria de ligantes e

efetores, podendo assim ser modulado por a¢do de massas. Com base nesse

FIGURA 11. Esquema simplificado de oxigenacdo da Hb de acordo com o modelo Stc,
considerando somente as espécies tetraméricas, e sem considerar a formagdo de espécies
tautoméricas com diferentes estados de protonacdo. As mudangas conformacionais na proteina
dependem do acoplamento do ligante e causam a liberacdo de prétons, representada pelas

diferentes cores a cada acoplamento com o ligante. As modificacdes nos sitios e nas subunidades
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ap6s cada acoplamento com o oxigénio e a conseqiiente perda de restricdes sdo representadas

pela progressiva mudanca de quadrados a circulos.

conceito, se um tautdmero de alta afinidade pelo ligante é formado, por exemplo uma espécie de
Hb obtida por meio de um fendmeno F. (Fig. 1 A ), a existéncia de tal espécie em concentracdes
significativas serd possivel apenas por meio de acdo de massas de prétons o que por sua vez
depende do pH. Considerando-se que na Hb humana a maioria dos prétons liberados durante o
acoplamento estd na interface das subunidades (Pettigrew, 1982; Weber, 1982; Mihailescu,
2001), pode-se concluir que um aumento no pH pode, também, gerar uma desprotonacdo de
residuos ndo relacionados ao efeito Bohr presentes em regides mais suscetiveis a tal processo
(e.g., formacdo de tautdomeros devido aos fendmenos Fy ou F; ). Embora este efeito ndo
modifique diretamente a afinidade intrinseca dos sitios ativos, esses prétons podem afetar as
relacdes entre as energias livres de Gibbs aparentes das diferentes possiveis espécies tautoméricas
em um hipotético estado 7 e R (Fig. 1 B). Essa participacdo adicional de outros residuos na
formacdo dessas espécies fard com que as relacdes energéticas entre as mesmas fiquem mais
sensiveis a0 pH devido ao aumento no nimero de prétons necessdrio a sua formagdo, porém

muito mais realista do que a forma proposta na literatura para esse mecanismo de transicao.

9. CONCLUSAO E SUGESTOES

A aplicacdo de qualquer uma das metodologias desenvolvidas nesta dissertacdo mostrou
que o modelo de dois estados ndo foi capaz de fornecer a uma correta descricdo do

comportamento experimental observado para Hbs, e que o mecanismo baseado em transi¢des
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conjuntas ndo € capaz de explicar o fendmeno cooperativo adequadamente nessa proteina
segundo os parametros utilizados. A auséncia de uma metodologia explicita que considere o
papel fundamental de efetores (como prétons) nesses sistemas restringe o uso do modelo de dois
estados como uma ferramenta de andlise. Quando uma dependéncia do pH € introduzida, o
comportamento protéico previsto pelos modelos baseados em transicdes conjuntas em diferentes
condi¢Oes mostra desvios em relacdo aos dados experimentais utilizados que, a0 mesmo tempo,
revelam a séria limitagcdo dos mesmos e a necessidade de se reconsiderar tais conceitos. A
inclusdo de um terceiro estado hibrido conforme sugerido por vdrios autores, de fato pode
fornecer uma melhor descri¢do das interagdes entre as subunidades, mas ndo € suficiente para

explicar satisfatoriamente o processo cooperativo.

A notdvel alta estabilidade das estruturas protéicas médias formadas por dissociacido ou
acoplamento do ligante, observada por meio de um constante estado de protonacdo em uma
ampla faixa de pH, sugere que tais espécies t€ém, também, um papel funcional de tamponar esses
sistemas. Essa a¢do ocorre concomitante com um aumento significativo no transporte, velocidade

e eficiéncia da funcdo da proteina.

Versdes mais recentes do modelo de dois estados, tais como as modificacdes cinéticas
propostas por Henry et al. (1997) sdo, por razdes similares, inconsistentes com os resultados
energéticos obtidos a partir das medidas em estado estaciondrio, ndo possuem uma base estrutural
convincente e necessitam de uma demonstragdo mais conclusiva de sua aplicabilidade. A
observacdo de estruturas protéicas por cristalografia ndo deve excluir a existéncia de formas
intermedidrias se a estrutura destas formas é observada de modo que transi¢cdes conformacionais
ndo tenham sido permitidas durante a formagdao das mesmas. Caso contrdrio, estard se fazendo

um uso inadequado dos resultados fornecidos por esse tipo de experimento para excluir um
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dentre os varios modelos de cooperatividade presentes na literatura. Em adicdo a esse ponto, o
fato de pequenas mudangas estruturais, em um dado passo do acoplamento, ndo resultarem em
modificacdes macroscOpicas significativas na estrutura quaterndria ndo é uma evidéncia
suficiente para excluir o efeito dessas modificacdes no processo cooperativo associadas ao ligante

para uma dada condi¢do do meio externo.

Finalmente, para estes modelos, uma demonstracio convincente da existéncia de
transicdes conjuntas para Hbs durante o exercicio normal das funcdes deve ser dada de maneira
apropriada do ponto de vista energético, estrutural e dindmico; caso contrdrio, questdes
fundamentais acerca da eficiéncia e da velocidade com que uma proteina exerce a sua fungao ou
de como ela é produzida e enovelada perfeitamente no interior da célula permanecerdo obscuras e

repletas de interpretagdes ambiguas.

O modelo Stc, em contraste, fornece uma concordancia de seus dados com os resultados
experimentais, prediz o comportamento de Hbs em vdrias condi¢cOes e permite a obtencdo de
parametros importantes que podem conduzir a avangos das técnicas experimentais de andlise,
separacdo ou mesmo producgdo de espécies quimicas especificas. A utilizacdo desse modelo para
Hb de serpente reforca a sua aplicabilidade, no momento em que ele explica em detalhes esse
mecanismo de dissociagdo e cooperatividade. Embora o modelo Stc tenha se mostrado uma
ferramenta poderosa de andlise, ele € bastante simples, uma vez que se baseia nos principios da

fisico-quimica cldssica para descrever sistemas macroscopicos.

A alta qualidade dos resultados obtidos pelo modelo Stc indica um potencial considerdvel
de aplicacdo do mesmo a outros sistemas bioldgicos (cooperativos ou nao) incluindo enzimas,

complexos multienzimdticos, virus, proteinas de membrana e processos de enovelamento
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protéico dentre outros. Tal aplicabilidade pode ser ainda estendida pelo fato de que este modelo
nao € baseado no conceito de que o ligante ndo tem efeito na estrutura protéica, ndo limitando

desta forma seu uso apenas para Hbs.

No caso das Hbs, as relagdes aparentes de equilibrio assumidas na auséncia de
dissociacdo sdo idénticas as obtidas pelo cldssico esquema de Adair. Assim, os diferentes
métodos de ajuste por minimos quadrados desenvolvidos para este esquema podem ser
prontamente aplicados com base no modelo Stc, com a vantagem de que outros parametros
poderdo ser estimados. Para as regides limites de pH dcido e bdsico o aparecimento de
tautdmeros com afinidades pelo ligante distintas das espécies inicialmente consideradas pode ser
tomada de modo independente para cada estado de saturacdo da proteina. Assim, a formagdo de
estruturas relaxadas pode ocorrer de forma que o ligante ainda tenha efeito no processo
cooperativo e, mesmo quando isso ndo ocorrer, as estruturas relaxadas formadas podem ter

estados de protonagdo distintos para cada grau de saturagdo.

Embora os parametros de andlise utilizados aqui, incluindo o indice de efeito e a
assimetria, necessitem de um estudo mais detalhado do seu comportamento para grandes
agregados protéicos, a sua utilidade para investigacdo das interagdes protéicas € dbvia e merece
ser considerada. Um ponto adicional a ser enfatizado € que o modelo Stc pode ser simplificado
para descrever o modelo proposto por Henry e colaboradores ou qualquer outro existente até o
momento com a vantagem de que a descricdo termodinidmica fornecida por este modelo estara
incluindo o efeito de qualquer efetor, forca ib6nica, pH e dissociagdo, assim como outros
parametros correlacionados usando-se uma metodologia muito mais relacionada com as espécies

consideradas em solucdo do que as propostas de Szabo e Karplus (1972) ou qualquer outra atual.
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Conforme mostrado no decorrer desta dissertacdo, a proposta original de Georges e
Pauling (1951) de que o ligante tem um papel fundamental no processo cooperativo de Hbs é
sustentada pelo modelo Stc e é a explicacdo mais plausivel para os resultados obtidos nesse

trabalho.
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APENDICE A
INTRODUCAO A ANALISE DE SISTEMAS TERMODINAMICOS

Nos trabalhos aqui desenvolvidos foram realizadas andlises de processos biolégicos do
ponto de vista energético. Utilizou-se para isto conceitos desenvolvidos no ambito da
termodinamica cldssica e da teoria existente para equilibrio rapido, os quais, por sua vez, foram
aplicados a sistemas biol6gicos multireacionais e interdependentes. Tais conceitos sdo, no
entanto, fruto da observagdo cientifica e do trabalho minucioso de vdrios e notdveis cientistas
que, questionando-se a respeito da natureza dos processos fisico-quimicos, construiram essa
dificil e poderosa ferramenta de anélise. Como consequéncia, o estudo desses sistemas requer um
conhecimento prévio das diversas e muitas vezes complexas idéias envolvidas na caracteriza¢io
dos fendmenos responsaveis pelo comportamento termodindmico dos mesmos e que conduzem a

natureza em si do estado de equilibrio.

Objetivando fornecer uma pronta referéncia a tais conceitos, sem contudo se aprofundar
nos diversos topicos, achou-se conveniente uma breve introdu¢do aos mesmos ja que estes nao
sdo, via de regra, de conhecimento geral. Uma abordagem mais detalhada dos topicos que serdo
aqui discutidos pode ser obtida diretamente das referéncias a partir das quais este apéndice foi

baseado e que estdo listadas ao final do mesmo.

Assim, definindo-se um sistema termodindmico como uma quantidade de matéria, de
massa e identidade fixas, ao qual dirigimos nossos estudos. O primeiro passo na andlise de tais
sistemas consiste em especificar um volume de controle que o envolve. Na figura A1l este volume

€ delimitado pelas linhas tracejadas.
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Figura Al. Representacdo esquemdtica de um processo ciclico completamente reversivel de
compressao-descompressdo. Todo calor liberado para a vizinhanca do sistema € absorvido na

etapa seguinte.

A primeira lei da termodindmica estabelece o principio da conservacdo da energia. A
implicacdo matemadtica desta lei para um sistema percorrendo um ciclo completamente reversivel
como o mostrado na Figura Al, é que a integral ciclica da energia calorifica que atravessa a

fronteira desse sistema € igual a integral ciclica do trabalho realizado, ou seja:

aﬁag - jﬁaw (1)

Deve-se notar que a energia calorifica (Q) é uma energia de transferéncia, isto €, ela s6 é
detectada quando atravessa a fronteira de um sistema. Dessa forma, nenhum sistema contém
energia calorifica. Um outro ponto a ser observado é que tanto o trabalho (W) quanto o calor (Q)
nao dependem unicamente dos estados finais e iniciais do sistema mas, também, do caminho
percorrido pelo mesmo durante o processo de compressdo e descompressio. Portanto, tanto W
quanto Q serdo obtidos por meio de integrais de linha. Para sistemas percorrendo um ciclo, a

Eq.1a pode ser aplicada, entretanto, na maioria dos processos naturais, de interesse cientifico ou
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tecnoldgico, esses sistemas estdo em geral passando por uma mudanga de estado. Consideremos

entdo o processo mostrado na Figura A2.

FIGURA A-2

|

v

Figura A2. Representacdo esquemdtica de um processo ciclico completamente reversivel de
compressao-descompressdo. O processo de compressdo pode ocorrer pelo caminho A, enquanto o

de descompressao pode ocorrer por A ou B.

Nesse processo, a mudanga do estado 1 para o estado 2 ocorre pelo caminho A e o retorno
do estado 2 para o estado 1 pode ocorrer por dois caminhos diferentes, B ou C. Assim, indo por A

e voltando por B, temos
2A 1B 2A 1B
j5Q+j5Q=jaW+jaW Eg.l.la
1A 2B 1A 2B
Indo por A e voltando por C
2A 1C 2A 1c
j5Q+j5Q:jéW+j5W Eq.1.2a
1A 2C 1A 2C
Subtraindo a Eq.1.1a da Eq.1.2a:

T(aQ — W)= 1jc(aQ — W) Eq.1.3a
2B 2C
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A andlise dessa equag¢do mostra que a quantidade (6Q —OW) € a mesma para qualquer

que seja o caminho percorrido pelo sistema. Trata-se, portanto, de uma propriedade do sistema

que depende unicamente do estado final e inicial do mesmo. Essa propriedade €é a energia do
sistema (E), a qual pode ser convenientemente subdividida, considerando-se a energia

cinética(E_.) e a potencial (E,) separadas das demais energias, e que podem ser todas agrupadas
em uma propriedade que chamaremos de energia interna (U). Essas energias, por dependerem

unicamente dos estados inicial e final do sistema, poderdo ser obtidas por meio de integrais de

ponto, logo

[dE=[au +[dE. +][dE, Eq.1.4a

Para uma mudanga de estado, obtemos da Eq.1.3a que

00 =W +dU +dE, + dE, Eq.1.5a

Caso ndo haja variagdo de energia cinética e potencial,

50 = dU + oW Eq.1.6a

O termo oW , relativo ao trabalho desenvolvido no sistema, e pode, ainda, ser escrito

como uma fun¢do do volume da seguinte forma:

oW = Fdxz%Adx:PdV

onde A € a drea transversal do volume de controle, considerado aqui constante. E segue

que:

80 =dU + Pdv Eq.1.7a

Dessa forma, a variacdo de energia calorifica que atravessa as fronteiras de um sistema

composto por uma substancia pura, isto €, uma substincia cuja composi¢cao quimica permanece
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homogénea e invaridvel, é igual a variagdo de energia interna mais o trabalho realizado no

sistema ou pelo sistema durante uma mudancga de estado. Portanto, a pressdao constante:

2 2 2

[s0=[au+p[av

1 1 1

Q12 =(Uy=U, )+P(V, =V, )

Q,=(U,+PV, )=(U,+PV,) Eq.1.8a

onde os indices 1 e 2 representam os estados do sistema.

Verifica-se que a transferéncia de calor durante essa mudanca de estado € dada em
termos da quantidade (U + PV). Como todos os elementos dessa expressdao sdo propriedades
termodinamicas, func¢des apenas dos estados inicial e final do sistema, a combina¢do dos mesmos

deve obrigatoriamente ter as mesmas caracteristicas. Torna-se, entdo, conveniente definir uma

nova propriedade termodinidmica, a qual denominaremos entalpia (H ) , tal que

H=U+PV Eq.1.9a
E segue-se que
Q=H,—H,

Chegando a esse ponto necessitaremos introduzir a segunda lei da termodinamica, de
maneira a obtermos relacdes que expressem a dependéncia da energia calorifica em termos de
outras varidveis mais palpdveis de sistema. Para isso partiremos da andlise do comportamento de
mdaquinas térmicas para obtermos uma idéia mais embasada acerca desses processos de
transferéncia de energia em ciclos reversiveis, ou de Carnot, e nio reversiveis. O principal
significado dessa lei envolve o fato de que processos ocorrem naturalmente em um determinado
sentido, mas ndo no oposto. Ou seja, um corpo ‘quente’ sempre cede calor para um corpo ‘frio’ e

ndo o contrario. Dessa forma, considerando o arranjo abaixo composto por dois reservatorios a
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temperatura 7, (“high-temperature”) e 7, (“low-temperature”) constantes € uma maquina térmica

(Fig. A3).

FIGURA A-3

T,
Yo

Ja

T,

Figura A3. Representacdo esquemadtica de uma mdaquina térmica irreversivel operando entre dois

reservatorios, um a alta (7, ) e outro a baixa (7, ) temperatura.

Tomando a eficiéncia (77) de uma mdquina térmica como a razdo entre o trabalho
realizado por esta maquina (W) e a energia que entra (Q,) na mesma, temos:

U:K ,onde; W=0, -0, .

h

Assim:

ﬂ:—Qh_Ql :1—&

Eq.2a
Qh Qh

Observando essa equacdo nota-se que a eficiéncia de uma mdquina térmica depende
exclusivamente das quantidades Q; e Q. Para uma melhor compreensdo da implicacdo dessa
relacdo nos processos de conversdo de trabalho em energia calorifica e vice versa, procuraremos
inicialmente saber qual maquina operando entre dois reservatdrios a temperaturas distintas € mais

eficiente, a reversivel ou a irreversivel. Assim, considerando agora uma mdquina térmica
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operando entre dois reservatdrios a 7, eT,, tal que todo o processo seja reversivel, essa maquina

se torna um refrigerador (Fig. A4).

FIGURA A-4

T,
| o

To

T,

Figura A4. Representacio esquemdtica de uma maquina térmica reversivel operando entre dois

reservatorios, um a alta (7} ) e outro a baixa (7, ) temperatura.

Por outro lado, podemos assumir, também, a existéncia de uma mdaquina irreversivel
operando entre os mesmos reservatorios, a Ty e Tr e que esta possui uma eficiéncia

hipoteticamente maior que a da mdquina reversivel. A Fig.AS esquematiza esse arranjo.
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___________________________________________________________

FIGURA A-5

Qu Qu

Waer W, Maiquina Weey Maiquina
< < irreversivel » reversivel
REV
9
QL Q.

Figura AS. Representacido esquemdtica de uma associacdo de méaquinas térmicas operando entre

dois reservatdrios, um a alta (7)) e outro a baixa (7,) temperatura, de modo que a eficiéncia da

maquina irreversivel é suposta maior que a da maquina reversivel.

onde:

W, =Wyer +Weey =0, -0,

Wi =0, — 0,
(S
Wyer =0, =0,

Como a eficiéncia da maquina irreversivel € assumida por hipétese ser maior que a da

mdquina reversivel, podemos dizer que:
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Wyer >0..0,—-0, >0
logo O, >er

Entretanto, observando-se o arranjo da Fig.A5 e esta dltima expressdo, constatamos que
uma certa quantidade de trabalho, W,.,, € produzida pela troca de calor com um unico
reservatorio, o que viola a segunda lei da termodindmica no que diz respeito ao postulado de

Kelvin-Planck, que diz:

‘E impossivel construir uma maquina que opere em um ciclo e ndo produza outro efeito

além do levantamento de um peso e da troca de calor com um tnico reservatério.’

Isto €, pode-se realizar trabalho pela transferéncia de calor apenas se existirem dois niveis
de temperatura envolvidos. Dessa forma, conclui-se que ndo se pode ter uma maquina irreversivel
mais eficiente que uma mdquina reversivel. Portanto, o ciclo onde todo o trabalho gerado pela
maquina irreversivel € utilizado pela maquina reversivel é o mais eficiente, e a este dd-se o nome
de "ciclo de Carnot". Assim, para tais ciclos, a eficiéncia € a mesma para ambas as mdquinas e
Wi = Wgrgyv. Uma vez que a eficiéncia dessas mdquinas € fun¢io das temperaturas 7,e 7, para
qualquer que seja a substincia, a partir da Eq.2a podemos obter a dependéncia desses processos

em relagcdo a temperatura em termos de uma escala absoluta como segue:

77:1—& ou,

o
L ¥(T,.T)) Eq.2.1a
0,

onde ¥ € uma funcdode 7, e 7, .

Suponha agora o seguinte arranjo
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FIGURA A-6
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Figura AS. Representacdo esquemdtica de uma associacdo em série de mdquinas térmicas

irreversiveis operando entre trés e dois reservatorios.

Tal que, Q,€é o mesmo para A e C e desde que nds estejamos lidando com ciclos, da

Eq.2.1a obtemos:

g—? =1P(T1,T2)

% =1P(T2,T3)
2

S w1,

1

por outro lado,
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W(T,,T,) :%:%:‘P(TI,TZ)‘P(TZ,TQ

1 1=2

Nota-se que o lado esquerdo dessa equagdo € fungdo apenas de T,eT,e nao de T, e,

portanto, o lado direito deve também ser funcdo apenas de 7, e T;. Disso pode-se concluir que a

forma da funcdo y; deve ser tal que

_f(@T)
Tmﬂ”‘f@)

f(T)
¥(T,,T,) =
(2*)f@)
S A ALY

f(T)

ou seja, da Eq.2.1a temos

0 _ @)

Eq.2.2
0, f@,) 1

Existem muitas relacdes que satisfazem esta equacdo, uma delas, proposta por Kelvin, € a

relagdo:

T,
9 _L Eq.2.3
o T

< A T,
Esta equacdo conduz a uma eficiéncia 77:1—T— , um resultado surpreendente, uma vez que
h

ele estabelece que independente da forma que a mdquina térmica € projetada, sua efici€éncia vai
depender exclusivamente dos niveis de temperatura nos quais ela opera. Uma vez que maquinas
industriais normalmente operam em meio a limita¢des de projeto, perda de calor, fric¢do e outros
fatores que reduzem o seu desempenho, uma eficiéncia proxima a 100% s6 seria possivel se essa
maquina operasse com o reservatorio 7; a uma temperatura proxima do zero absoluto e com 7j a

uma alta temperatura. A conclusdo geral que se chega, ¢ que, embora calor e trabalho sejam
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equivalentes no sentido de que ambos sdo formas de energia, a conversao de energia mecanica
em energia calorifica é espontanea e pode ocorrer completamente a qualquer temperatura, ao

passo que o processo inverso, pode converter apenas parte dessa energia calorifica em trabalho.

Assim, sendo 7, e T, constantes e o ciclo reversivel, segue-se que:

IQ:&_%:

r 1, T

c:

J'ng() e jQ:o Eq.2.4a

Um resultado vélido para todas as mdaquinas térmicas operando em ciclos reversiveis.
Conforme observado anteriormente, na maioria dos processos estudados, o maior interesse diz
respeito aqueles que envolvem mudancas de estado. Dessa forma, retomando como modelo o

processo representado pela Fig. A2, podemos escrever com base na Eq.2.4a que:

Indo por A e voltando por B
2A 1B
I@ N I@ ~0
1A T 2B T

Indo por A e voltando por C
2A 1C
j@ N JQ ~0
1A T 2C T

Subtraindo-se essas duas equagdes, temos:

23§Q_1C5Q
=17
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Y
Novamente pode-se concluir que a quantidade U TJ ¢ a mesma, independente do

caminho percorrido pelo sistema. Neste ponto, torna-se conveniente definir uma nova

propriedade termodindmica, a qual chamaremos de entropia (§) . Assim:

% =dS Eq.2.6a
Da Eq.1.7a, obtemos
1dS =dU + PdV ou
dU =TdS — PdV Eq.2.7a
Dessa forma, a pressdo e temperatura constantes a Eq.2.7a pode ser integrada fornecendo:
Wiy =TS, =TS, +U,-U, =U, -TS,)-U, -T5,) e:
W oy = PAV

A quantidade (U —TS) define uma outra propriedade termodinimica, a Energia livre de

Helmholtz (A)
A=U-TS Eq.2.8a

Observemos agora o processo abaixo, Fig.A-7:
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Figura A7. Representacdo esquemdtica de um processo irreversivel de compressdo-
descompressdo. Parte do calor liberado para a vizinhanga do volume de controle nao é absorvido

na etapa seguinte.

Aqui o processo ndo é completamente reversivel, uma vez que ;Q#;Q Portanto, pode-se

concluir que parte do trabalho aplicado no sistema ndo pode ser revertida pelo mesmo na etapa

seguinte, gerando assim um trabalho irreversivel, ou perdido W, . Logo, podemos escrever que:

OW,, = PdV = W, + W,

onde W, =W,

assim oWy, =PdV —oW, Eq.2.9a
Lembrando que W,,, =TdS —dU , obtém-se:

PdV — W, =TdS —dU
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Integrando-se a pressao e temperatura constantes:
2 2 2 2
[ow, = [Pav +[au - [Tas
1 1 1 1
W, =(PV, +U, -TS,)—(PV, +U, -TS,)
ou da Eq.1.9a:
W, =(H,-TS,)—(H,—TS,)

A quantidade (H —TS) associada ao trabalho irreversivel € definida como a energia livre
de Gibbs (G) e é também uma propriedade termodindmica que depende unicamente dos estados

inicial e final do sistema. Assim:

G=H-TS Eq.3.1a
Derivando as equagdes 1.9a, 2.8a e 3.1a pode-se obter, respectivamente:

. dH =dU + PdV +VdP e:

dU =TdS — PdV

logo:

dH =TdS +VdP Eq.3.2a
o dA =dU —-TdS — SdT e:

dA =—-PdV — SdT Eq.3.3a

dG =dH —-TdS — SdT

dH =TdS +VdP
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dessa forma,
dG =VdP — SdT Eq.3.4a

Matematicamente, uma varidvel Z que seja uma funcdode Xede Y, talqueZ = f(X,Y),

pode ser escrita da seguinte forma:

oz 3z
dZ =| — | dX +|—| dY Eq.3.5
(axjy (aYJX 4=

oz . .
onde (—j € a derivada parcial de Z em relagdo a X e Y constante.
Y

0z

Assim, tomando-se M = [a—zj eN = (—
v aY

, a Eq.3.5a pode ser rescrita
% jX q P

dZ = MdX + NdY

Observe também que:

M N

— = Eq.3.6a
Y dX

Com base nas equagdes 3.5a e 3.6a, as seguintes relagdes termodinamicas, também

conhecidas como relacdes de Maxwell, podem ser escritas:

. dU =TdS — PdV

() r(3) -
5142,

. dH =TdS +VdP
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as ), =\ ap ),
5).(5)

op ), "\3s ),
] dA =—PdV — 8dT
() o) s

v ). ar ),
&)%)

or ), v ),
. dG =VdP — SdT

oG oG

A L VR
5), (%)

(-42)

Tendo em mente que uma propriedade extensiva depende da massa da substancia em

andlise, enquanto que uma propriedade intensiva € independente da mesma, e que para um

sistema de massa fixa nés acabamos de concluir que:

dU =TdS — PdV

Nota-se que T é uma propriedade intensiva ou fun¢do potencial associada a propriedade
extensiva entropia S, e que P €, por sua vez , uma propriedade intensiva associada ao volume. No
caso geral, qualquer propriedade extensiva £ ¢é funcdo da pressdo e da temperatura, assim como
do numero de moles de cada componente. Para uma mistura de dois componentes A e B, tal que A
¢é convertido em B no decorrer do processo, pode-se concluir que toda propriedade extensiva serd

funcdo também dos nimeros de moles de cada componente nessa mistura, logo:

X=f(PT,n,,ng)
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assim:

dx = a—Z dP+ a—Z dT + a—Z dn, + a—Z dng
oP T,y oT Py on, PTm, ong PTn,

Tomando P e T constantes

dZ=(a—ZJ dn, + ( ox j dng Eq3.7a

Np PTny

Dessa equacdo pode-se concluir que a propriedade extensiva £ € funcio apenas da massa

ox . .
quando P e T sdo constantes, € que (8_ ¢ uma propriedade independente da massa, ou
A )prn B

seja, intensiva. A equagdo 3.7a pode, entdo, ser reescrita:

dZ=EAdnA +}_{Bdn3

X 4 € X, sdo definidos como propriedades parciais molares de uma substincia tomadas

a temperatura e pressao constante, de maneira que:

— a = o
7. -[2) ez,-[&
anA PT ng anB PT,ny

mas:
dU =TdS — PdV

Logo, para uma mistura de dois componentes, A e B, pode-se escrever que:

U=f(S,V,n,,n,) esegue que:

dU=TdS—PdV+(a—UJ dn , + (a—Uj dn

My SV g a"B SV,
Lembrando que dG =VdP — SdT e sendoG= f( P,T,n, ,ng ), conclui-se que:
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Na PT ng Np P.Tn,

Pode-se obter ainda de maneira similar as demais relagdes:

[a_Uj :(B_Gj :(a_Aj :(B_Hj
anA SV.,np anA P.T,ng anA T\V.ng anA S,P,ng

Dessas quatro relagdes equivalentes, apenas aquela relativa a energia livre de Gibbs €
tomada a pressdo e temperatura constantes e, portanto, assim como 7 e P sdo propriedades

intensivas ou fungdes potenciais associadas as propriedades extensivas S e V na Eq. 2.7a, a
quantidade (;GJ _g. € por suavez, a energia livre de Gibbs parcial molar do componente A
4 P.T ng 4

N

na mistura, uma funcdo potencial associada a massa também conhecida como potencial

quimico #, . Logo:

dU =TdS - PdV +G ,dn , +G zdn Eq.3.8a
dH =TdS +VdP+G ,dn , +G zdn Eq.3.9a
dG =VdP —SdT +G ydn , +G zdn Eq.4.0a
dA=—PdV —SdT +G ydn , +G zdn, Eq.4.1a

Para uma substancia pura gasosa em condi¢Oes ideais a temperatura constante, da Eq.3.4a,
vem que:

dG =VdP etomando V = R—PT = dG=RTdIn(P)

Definindo-se a fugacidade de uma substancia pura nao ideal A, f4, como:

dG, =RTdIn( f, ) tal que lim f?A =1 Eq.4.2a
P—0
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Isto é, quando P—0, pode ser admitido o comportamento de géds ideal e fy = P. A

fugacidade do componente A em uma mistura, f,, € definida como:

— - . f
dG, =RTdIn( f, ) tal que lim yAAP

=1 Eq.4.3a

Sendo y4 a fragdo molar da espécie A, segue-se que se P— 0 = fA =y, P.

Da equacdo 4.0a pode-se obter as seguintes relacdes de Maxwell

oG _ _
( 4 J :(a—V] =V, = dG,=V,dP
aP Tny,ng anA PT ng

onde V, € o volume parcial molar de A na mistura

Tomando-se V4 como o volume do componente A puro nas mesmas condicoes de 7' e P

da mistura, as equagdes 4.2a e 4.3a podem ser reescritas como:
RTdIn( f, )=V,dP RTdIn( f, )=V ,dP
Subtraindo-se essas duas equagdes, temos:

fa

A

RTdIn(*2)=(V, -V, )dP Eq.4.4a

Integrando-se a Eq.4.4a a partir de P=0, de tal forma que o comportamento ideal (*) possa

ser assumido, até uma determinada pressao P, obtemos:

ln(fiA) _

fa fA P __

J' + Rlen(—):I(VA Vv, )dP

ln(f/;) fA 0
5

) .
RTIn(—T4 ):J' (V, -V, )dP Eq.4.5a
YaSa 0
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Esta equacdo diz que se V,, =V, , tal como ocorre em misturas e solu¢des ideais, entdo

fa

YaJa

In(—=—-)=0 = fy=ysfa
Esta expressao € também referida como a lei de Lewis-Randall para solugcdes ideais.

Tomando novamente a Eq.4.3a e integrando-a a partir de um estado padrao, podemos obter:

Ja ~) Eq.4.6a
Yala

jdG jRlen(fA ~  G,=G +RTn(

Go

lembrando que dG =dH —TdS , chega-sea G, =H , TS,

fAO)

YaJa

logo G, =H4~TS? +RTIn(

Assumindo um comportamento ideal a press@o padrdo, pode-se provar que:
H=H; e S5=S5-Rin(y, )
de onde obtém-se:

G, =G4 +RTIn( f—A Eq.4.7a
A

fa

A

Definindo-se a atividade de um componente A numa mistura como g, = chegamos a:

G,=GS+RTIn(a, )

Consideremos agora, uma mistura de substancias que existam nas condi¢des de equilibrio
quimico, a uma dada temperatura 7 e pressdo P, e que tais substincias possam reagir segundo o

mecanismo dado pelas reagdes independentes:

reagdo 1 V,A+vgB v .C+o,D
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reacao 2 V,A+v, Lv, M +oy N

No equilibrio, a temperatura e pressao constantes, dG = 0 e a Eq.4.0a se reduz a:

G dn, +Gydny +Godng +Gpdny +G dn, +G,,dn,, +Gydny =0 Eq.4.8a

Neste ponto, deve-se notar que todo decréscimo no nimero de moles dos componentes a
esquerda € seguido de um acréscimo no nimero de moles dos componentes a direita das reagdes
de equilibrio 1 e 2 em proporcdes estequiometricamente definidas. Dessa forma, a utilizacdo do
parametro grau de extensdo de reac@o X; , surge como uma forma de se quantificar o consumo ou
a produ¢do de um dado componente i em uma reacdo j a partir de uma dada concentragdo inicial

desta espécie, portanto, para as espécies em questdo, obtém-se:

dn,=v,X, oudeuma forma mais geral dn, = E v; X ;
J
Com base nestas ultimas expressdes e na Eq.4.7a tomadas para todas as espécies
consideradas nas reagdes de equilibrio 1 e 2, pode-se agora reescrever a Eq.4.8a e reagrupar seus

termos da seguinte maneira:

a’c q®r aM alv
dX ,(AG! +RT In( ——2—))=—dX ,( AGJ +RT In( 21—~—)) Eq. 4.9a
aZA ags aZA azL

onde
AG! =v.GE+v,Gf-0,G —v,GE e  AG)=v,,G), +vyGY-0v,G.—v,G;
O fato de as reagdes 1 e 2 serem independentes faz com que dX; e dX; variem de maneira

independente um do outro para cada reacdo. Segue que no equilibrio, ambos os termos entre

parénteses devem ser nulos. Logo:

AG? a’calr AG? aM g?v
——L=in(——2—) e ——Z2=i(-1——)
RT aAA aBB RT aAA aLL
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Podemos, finalmente, definir K; e K> como as constantes de equilibrio para as reacdes 1 e

2 obtendo
v v v v
aCCaDl) aMM aNN
K =——7— e K,=——— Eq.5.0a
Uy . Up Vy UL
aA aB aA aL

A Eq. 49a pode ainda ser expressa de uma forma mais geral para uma sistema
multirreacional consistindo de M espécies quimicas, no qual R reag¢des independentes ocorrem

em fase tnica por meio da forma derivada da equagdo de Gibbs-Duhem a temperatura e pressao

constantes como segue:

R M
dG=Y | AG] +RTin| [J(a; )" ||ax,
j=1 i=1

Da mesma forma, pode-se obter uma expressdo geral para a Eq. 5.0a, assim:

M
_II Vjj
Kaj_ az

i=1

Avangos nesses conceitos, assim como uma abordagem mais completa e generalizada
dessas ultimas relacdes para solucdes de eletrdlitos, e que € aplicada nos trabalhos aqui
realizados, podem ser obtidas a partir das referéncias citadas abaixo e demais correlacionadas as

mesmas.
Referéncias:

Fundamentals of Classical Thermodynamics — G. J. van Wylen & R. E. Sonntag — editora

Edgard Bliicher.
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Chemical and Engineering Thermodynamics — Stanley 1. Sandler. 1999. Editora John

Wyley & Sons. Nova lorque.

Physical Chemistry — R. S. Berry, Stuart A. Rice & John Ross. 2000. Editora Oxford.

Nova lorque.

APENDICE B

DESCRICAO MACROSCOPICA DE SISTEMAS INTERDEPENDENTES E

MULTIACOPLADORES

O desenvolvimento termodinadmico de sistemas multirreacionais interdependentes por
meio de pardmetros macroscopicos que expressem o comportamento microscopico de um grupo
de espécies com uma dada caracteristica é, em geral, conduzido de forma a se obter uma
descricdo quantitativa ou qualitativa desse grupo, dependendo da propriedade a ser analisada. O
presente apéndice apresenta uma descricdo detalhada desses processos e das equagdes
provenientes dos mesmos que sdo utilizadas nessa dissertacdo. Assim, se o objetivo desse
desenvolvimento termodindmico é o de fornecer pardmetros macroscopicos referentes
unicamente a quantidade das espécies presentes em solu¢do que compde um determinado grupo,

ndo importando portanto as propriedades individuais de cada uma das distintas espécies desse
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grupo, estas sdo, por sua vez, assumidas indistinguiveis e hipoteticamente idénticas. Por outro
lado, se as propriedades a serem analisadas por meio de parametros macroscopicos forem fungao
niao apenas do nimero de espécies com uma dada caracteristica mas também do nimero de
ocorréncias das distintas formas que compde esse grupo e de seus respectivos estados
energéticos, esses parametros deverdo levar em conta a probabilidade de ocorréncia das mesmas.
Dessa forma, assume-se para esses casos que essas espécies sio indistinguiveis porém com seus
estados energéticos tomados de maneira discreta. Ao primeiro tipo de descricdo dd-se o nome de
aparente (Wyman, 1964), no entanto, visto estarmos assumindo nessa dissertacao a designacao
‘aparente’ para expressar a dependéncia dos parametros energéticos e de equilibrio em relagdo ao
pH, optou-se por denominar esse tipo de desenvolvimento macroscopico por global (g). O
segundo tipo de desenvolvimento envolve propriedades energéticas médias, uma vez que o
mesmo provém da mecanica estatistica no que diz respeito a teoria de ‘ensemble’ candnico para
particulas dependentes. Assim, optou-se aqui por identificar esse tipo de descricao pelo
sobrescrito (av) de ‘average’. Para tornar clara a diferenca entre esses dois procedimentos e o

tipo de informagdo que eles fornecem tomaremos como exemplo a Fig. B1 (a).
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Figura B1

(a) Volume de Controle (b)

Figura B1. (a) Representacdo esquemdtica de um grupo de trés espécies em equilibrio. (b)

Esquema de reacOes em paralelo que podem ser expressos segundo o parametro global x.

Nessa figura, um hipotético equilibrio quimico entre trés espécies a, b e ¢ € representado
em termos dos conjuntos A, B e C de tal forma que temos nesse volume de controle uma mistura
supostamente ideal de 33 espécies em equilibrio (30 espécies ¢, 2 espécies b e uma a)
interconvertiveis com base nas constantes K; e K, para a situagdo de equilibrio conforme

mostrado na Fig. B1 (b). Assumindo-se que cada espécie a possui uma energia livre de Gibbs de

reagdo, G, , o estado energético das demais formas pode ser dado por

G, =G, —RTIn(K, ) Eq. 1b
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G.=G,-RTIn(K, ) Eq. 2b

Segundo o desenvolvimento macroscopico global, se as espécies pertencentes aos
conjuntos B e C forem indistinguiveis elas podem ser expressas por meio de um unico
componente x, conforme representado na Fig. B1 (b), tal que:

n, n,+n,

$K, =—> = =K, +K, Eq. 3b
n n

a a

Isso por sua vez implica que:

G, =G, —RTIn(*K, )=G, —RTIn( K, +K, ) Eq. 4b

Note que nesse procedimento as espécies b e ¢, assumidas indistinguiveis, sdo, também,
consideradas idénticas uma vez que aparecem como uma simples soma na constante
macroscoépica éK,, Eq. 3b, logo, essa descri¢do é fiel apenas ao nimero de espécies em solugio e
nido carrega nenhuma informacdo acerca dos estados energéticos predominantes em solucao,
sendo, dessa forma, util para andlises quantitativas de um grupo de espécies por meio de
pardmetros macroscOpicos. Assim, se retirarmos ao acaso uma espécie dessa solucao pertencente
aos conjuntos B e C repetidas vezes, a energia média obtida para esse grupo pode ndo expressar o
valor fornecido pela Eq. 4b. Para demonstrar isso analisaremos antes o segundo procedimento
referente a uma descricdo média (av) que leva em conta a propor¢do com que as distintas
espécies com a mesma caracteristica ocorrem em solu¢do assim como as suas propriedades
energéticas discretas. Essa metodologia consiste em obter uma descri¢do macroscopica de um

grupo de espécies em solucdo interconvertiveis ou ndo que forneca informagdes qualitativas
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acerca desse grupo no que diz respeito aos estados médios de energia das espécies que o compde,

assim, a energia G, desse sistema pode ser expressa segundo seus parametros médios como:

W e o K G K,

av _ _ |
Gx -_ b T c -_ b T
n, +n, n, +n, K, +K, K, +K,

G. =w,G, +w.G, Eq. 5b
Das Eqgs. 1b e 2b podemos reescrever a Eq. 5b da seguinte forma:

“G,=w,(G,-RTIn(K, ))+w.(G,—-RTIn(K, ))

= “G,=G,-RTIn(K""K,* ) Eq. 6b

De onde obtém-se:

“G,-G,=—RTIn( K" K} )=—RTIn( “K , ) Eq. 7b
c;
w, w nl;Vb nzvc “ n,
VK, =K"K) = = Eq. 8b
na na

Essa constante média, conforme pode ser concluido da Eq. 5b, é funcdo dos valores
energéticos e do nimero de moles das espécies b e ¢ em solucdo e, dessa forma, a probabilidade
de ocorréncia das mesmas pondera os pardmetros macroscOpicos a serem obtidos para essa
colecdo. Um outro ponto a ser notado € que a constante dada pela Eq. 8b fornece valores
intrinsecos médios entre as vias paralelas de consumo de a predominantes, sendo 0s mesmos

obtidos por meio de uma média ponderada dos estados energéticos do grupo em andlise, Eq. 5b.
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Pode-se concluir ainda das Eqgs. 3b e 8b que se os estados energéticos das espécies em
andlise forem idénticos, isto é K;=K,=K, entdo o nimero de moles de b e ¢ em equilibrio serdo

idénticos (n,=n. e wp=w=0,5) e consequentemente das Eqs. 4b e 6b obtém-se:

G, =G, —RTIn(K,+K, )=G, —RTIn( 2K ) Eq. 9b

“G.=G,-RTIn(K ) Eq. 10b

Esses resultados fornecidos por essas duas equacdes tornam explicita a diferenca entre
essas metodologias normalmente descritas na literatura. Nota-se que o procedimento global (g)
além de fornecer uma descri¢do correta do nimero de espécies em solucdo também carrega
intrinsecamente a informacdo referente ao estado energético médio desse grupo em andlise,
possuem a mesma constante K, quando as espécies pertencentes a0 mesmo grupo (espécies com a
mesma caracteristica) estiverem no mesmo estado energético. J4 a descricdo obtida em termos
das propriedades médias (av) sempre vai fornecer o estado energético médio desse grupo e as
suas respectivas constantes de equilibrio predominantes independente do fato das distintas
espécies que compde esse grupo possuirem ou ndo o mesmo estado energético. No que diz
respeito a igualdade entre as Egs. 9b e 10b conclui-se que ela ocorre quando w;, ou w, tende a

zero, isto €, quando apenas uma das possiveis reagdes paralelas predomina.

Dessa forma, se estivermos analisando resultados experimentais ou parametros
energéticos como o indice de efeito e assimetria, que sdo funcdo das propriedades energéticas
médias das espécies em questdo, a utilizagcdo da descri¢cdo global ndo € recomendada, devendo-se
dar preferéncia a utilizacdo de parametros médios. Se esse tipo de dependéncia dos parametros

macroscopicos nao ocorre, como por exemplo para uma curva de saturagdo de proteina pelo
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ligante onde apenas o nimero de sitios saturados determina o grau de saturacd@o, independente

dos estados energéticos de cada espécie, utiliza-se uma descri¢do global.

Um ponto interessante acerca desses dois procedimentos e bastante util durante a
modelagem termodindmica de proteinas acopladores € que se um determinado grupo de espécies
distintas e com a mesma caracteristica possuem o mesmo nivel energético em solugdo, pode-se
ao mesmo tempo obter uma descri¢do global e média em termos macroscopicos corrigindo-se a
constante global de seu fator estatistico que corresponde ao nimero de vias paralelas distintas ou
ao numero de espécies distintas com a mesma caracteristica (no caso da Eq. 9b, o nimero 2
dentro do logaritmo representa esse fator estatistico), obtendo, assim, a constante K intrinseca de
cada reacdo e que corresponde também a constante média. Excepcionalmente para essas
condicdes a constante global de equilibrio € referida na literatura como constante estatistica e a
constante média como intrinseca, 10go:

G, (estat)=G —RTln[(coeﬁfie.me)K}
* “ estatistico

ou;

_( coeficiente
K. (estat )= (estatl’stico jK

Na Fig. B1 (b), setas cinzas, esse coeficiente estatistico € igual a 2 e para um caso geral
como o representado pelas setas pretas € igual a s. A seguir é mostrado na Fig. B2 a extensao
desses conceitos para proteinas acopladoras com n subunidades e um sitio ativo por subunidade,
sendo ainda explicitado nessa figura os diversos intermedidrios durante o acoplamento do ligante

a uma hemoglobina tetramérica que sao responsdveis pelo aparecimento dos fatores estatisticos
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durante a sua modelagem termodindmica. Nessa figura, as diferentes formas isoméricas
provenientes do processo de oxigenagdo de uma Hb sdo mostradas em relagdo as suas possiveis
configuracdes. De maneira geral, nota-se que para uma proteina contendo n sitios sd@o possiveis
2" estruturas se cada uma dessas combinagdes dos ligantes produzirem uma estrutura quaterndria
distinta, assim, para uma Hb com n = 4, o numero total de possiveis estruturas € igual a 16

conforme mostrado na Fig. B2.

Um outro ponto que pode ser observado nessa figura € que para cada estado de saturacao
pelo ligante o nimero total de possiveis espécies isoméricas (s;) € dado por um binémio de

Newton tal que:

. 2" estruturas (r+1) estruturas
Flgura B2 (2" - 1) estados de afinidade n estados de afinidade
K intrinseco K estatistico
@@ -
GG n

) ﬂ
ERHE 4?

o]

O;ﬂ ﬂ
ERE®E T

)

* .
GO
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Figura B2. (a) Representacdo esquemadtica das possiveis espécies intermedidrias durante o
acoplamento do ligante a uma hemoglobina tetramérica em termos de seus parametros intrinsecos

€ estatisticos.

P 7 T Eq. 11b
! (l) IN(n—1)! 1

onde / € o numero de ligantes que pode ser combinado a proteina.

Assim, paran =4 e [=0, 1, 2, 3 e 4 temos respectivamente s, = 1, 4, 6, 4 e 1 que juntos
irdo representar os coeficientes estatisticos de cada etapa. Deve-se notar também nessa figura que
para cada uma dessas possiveis combinagdes do mesmo ndmero de ligantes, as subunidades
livres de cada isdbmero podem em principio apresentar afinidades distintas pelo ligante entre si e
entre aquelas presentes nos demais isOmeros. Para essas situagdes o nimero de estados de
afinidade pelo ligante € maior que o nimero de estruturas uma vez que o acoplamento do ligante
a um sitio especifico pode gerar mudancas estruturais que venham a alterar de maneira distinta a
afinidade expressa por cada uma das subunidades livres. Entretanto, se essa diferenca de
afinidade ndo ocorre entre as subunidades livres pertencentes a mesma molécula mas somente
entre essas e as pertencentes aos demais isdmeros esse nimero se reduz a 2"-1, que corresponde
ao numero de possiveis estruturas subtraidas da forma completamente saturada que nao possui

sitios livres. Continuando esse processo de simplificacdo conclui-se que se ndo ocorrem

148



diferencas significativas estruturais e de afinidade pelo ligante entre os diferentes isdmeros e suas
subunidades livres, entdo o nimero total de estruturas possiveis e estados de afinidade se reduz a
n e n-1 respectivamente. Nesses casos esse sistema pode entdo ser expresso em termos de suas

constantes estatisticas e intrinsecas de cada etapa como segue:

J )y n—j+l1
=LK =k

n S j-1 J

j—1

ondej=1,2, ..., n-1, n.

K, (estat )= Eq. 12b

De onde podemos obter por meio de pardmetros macroscopicos informacdes globais e
médias acerca desse processo de acoplamento e das espécies que o compde para as condi¢des

consideradas. Assim, a partir da Fig. 2B e da Eq. 12b, chega-se a:

K, (estat )=4K, Kz(estat):glf2 :%Kz

K3(estat):%K3 :§K3 K4(estat):iK4

Que sdo as constantes estatisticas para cada etapa do acoplamento do oxigé€nio. A
utilizacdo inadequada desses conceitos pode conduzir a erros durante a andlise de dados
experimentais como consequéncia de uma discordancia entre o tipo de descricdo utilizada e a
natureza do fendmeno considerado. Assim, uma constante global em principio ndo poderia ser
utilizada para calcular parametros energéticos de um grupo de espécies em niveis claramente
distintos de energia como aqueles considerados para as formas tensa e relaxada e para processos

de dissociagdo por mais de uma via. Nesses casos, um novo problema surge durante a
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modelagem termodinamica desses processos devido a presenga dessas novas espécies ou vias de
reacdo. Para acessar a descri¢do distinta desses sistemas frente aos parametros macroscopicos

considere a Fig. 3B.

Figura B3

r . rl g r+1 \
/PI,I K o Py

r+l
Kl si-1

\r+1

== g P
\rPI,s / \ r+lP1 /

Figura B3. Representacdo esquemdtica de um grupo de espécies em equilibrio com estados

distintos de protonagdo indicados pelo sobrescrito r e r+1 e de saturacgdo.

No processo descrito nessa figura ocorre o acoplamento do ligante a uma proteina com
formacdo de duas espécies tautoméricas em estados distintos de protonagdo, r e r +1, num
equilibrio quimico similar a0 normalmente observado para as formas 7T e R, conclui-se que 0s
parametros macroscopicos além de considerar as vias paralelas de formacdo de isdmeros quanto

ao numero de ligantes deverdo também levar em conta o nimero de formas tautoméricas
assumidas. Assim, se 'K, 1="Ki,=...='K15='K| e sendo 'K = "'Kio= ...=""'Ks ="K,

1 ~ o .
onde 'K e ""'K, sdo as constantes intrinsecas das formas r e r+1 respectivamente, podemos obter
para o processo de oxigenagcdo desses dois tautdmeros com base na Eq. 12b as seguintes

constantes estatisticas:
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S .
"K; (estat )=—— 'K ; Eq. 13
-1
e
1 5 1
"MK (estat )=—— ""K Eq. 14b
-1

ondej=1c¢e s =1.

Note que essas duas constantes sdo as constantes estatisticas para essa etapa do
acoplamento do ligante a cada uma das formas r e r+1 respectivamente. Se assumirmos agora
que os tautdmeros r € r+1 sdo indistinguiveis em solu¢do, podemos obter uma descri¢do desse
processo sobre um ponto de vista ainda mais macroscOpico com base no procedimento seguido

para a obtencdo da Eq. 3b, tal que:
$K ;="K (estat )+""'K ;(estat ) Eq. 15b

Da mesma forma pode-se expressar estas constantes ” Kje’“ K ;em termos de seus

valores médios conforme a metodologia descrita para a obtencdo da Eq. 8b, assim,
“K;=("K;(estat ))"" (""K ;(estat ))"" Eq. 16b
tal que

"K ;(estat )

"K ;(estat )+ r“Kj ( estat )

w, = € w, =l-w,_,
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Segue que serKj:r”Kj:Kj, entio rKj(estat):r“Kj(estat):Kj(estat) e

w, =w,,, =0,5,logo:

$K; =2K ;(estat )=2"K Eq. 17b

z 7z

Essa dltima simplificacdo normalmente ndo € observada, no entanto ela é util para
exemplificar as caracteristicas distintas de cada uma dessas descri¢cdes. Nota-se desses processos
que além das descri¢des globais e médias totais dadas pelas Eqs. 15b e 16b assim como as suas
condicdes de equivaléncia expressa pela Eq. 17b, existem também constantes parciais para cada

tautomero descritas pelas Egs. 13b e 14b. De maneira geral podemos ter constantes médias e

globais obtidas a partir dos valores estatisticos de " K j(estat)e g j(estat ), Eq. 17b, ou de

maneira andloga a partir dos valores intrinsecos dados por " K ; e K i

Os resultados obtidos para cada uma dessas distintas constantes globais e médias
normalmente observadas na literatura foram utilizados na construcdo das Figs. 4, 8 (Ae C) e 9
dessa dissertacdo para ilustrar as diferencas entre cada uma dessas metodologias. Quanto aos
processos de dissociagdo por mais de uma via, o desenvolvimento termodindmico dos mesmos ¢é
apresentado na pagina 65 dessa dissertacdo da Eq. 32 a Eq. 35 para uma situagc@o onde as formas
agregadas constituem um grupo formado por duas espécies tautoméricas 7 e R que possuem cada
uma duas vias possiveis de dissociacdo. A expressdo desses sistemas em termos de constantes
médias € apresentada para os pardmetros intrinsecos de cada etapa, os quais conduzem a Eq. 30
da pag. 65 e a Eq. 35 da pag. 69, entretanto, quando essas equagdes sdo obtidas com base nos
seus valores estatisticos de cada etapa deve-se corrigir os valores intrinsecos do nimero de

possiveis isdmeros obtidos para o tetramero (n=4) e para o dimero (n=2) em questao.
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Para finalizar, deve-se ter em mente que uma vez que uma descrigdo média visa prover
informacgdes acerca das propriedades energéticas médias das espécies consideradas e das vias
predominantes com que um determinado processo ocorre, ndo hd razdo em se considerar os
fatores estatisticos, assim, a descri¢do média obtida em termos dos parametros intrinsecos € a

mais adequada para esse tipo de andlise.
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PROGRAMAS DESENVOLVIDOS

Programa 1

Descricao: Calcula curvas de oxigenacdo para Hb Humana e a respectiva distribui¢do de espécies
para uma dada faixa de pH, temperatura e concentragao inicial de proteina (inclui o processo de
dissociagdo).

format long e;
Temp=293;
R=1.9872;
Nt0=3.5e-5;
Nil=0.39;
Ni2=0.63;
Ni3=0.78;
Ni4=0.08;
Ni5=1;

Ni6=0;

Ni7=0;
deltaGp1=-2012;
deltaGp2=-3.691;
deltaGp3=1260;
deltaGp4=-8266;
deltaGp5=24303;
deltaGp6=-8400;
deltaGp7=-8400;

for a=1:10

ph=6+(a)/5;

printf("%-24.15e\n",ph);
deltaGl1=deltaGp1+Nil *R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl2=deltaGp2+Ni2*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl3=deltaGp3+Ni3*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl4=deltaGp4+Ni4*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl5=deltaGp5+Ni5*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl6=deltaGp6+Ni6*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl7=deltaGp7+Ni7*R*Temp*log(10*-ph);

klaux=(exp(-deltaGl1/(R*Temp)))*4;
k2aux=(exp(-deltaGI2/(R*Temp)))*1.5;
k3aux=(exp(-deltaGI3/(R*Temp)))*(2/3);
k4aux=(exp(-deltaGl4/(R*Temp)))*0.25;
k6aux=(exp(-deltaGl6/(R*Temp)))*2;
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k7aux=(exp(-deltaGl7/(R*Temp)))/2;
k5=exp(-deltaGI5/(R*Temp));

nome=strcat("dados_y_sem_h2o0_ph_",num2str(ph),".txt");
a_y_sem_h2o=fopen(nome,'w','native');
nome=strcat("dados_x_sem_h2o0_ph_",num2str(ph),".txt");

a_x_sem_h2o=fopen(nome,'w','native');

for b= 1:501
if(ph>=1 && ph<=4)
02=(b-1)*2e-5 + le-15;
elseif(ph>4 & & ph<=7)
02=(b-1)*3e-6 + le-15;
elseif(ph>7 && ph<=10)
02=(b-1)*1e-7 + le-15;
elseif(ph>10 & & ph<=12)
02=(b-1)*2e-8 + le-15;
elseif(ph>12 && ph<=14)
02=(b-1)*1e-10 + 1e-15;
endif

kl=klaux*Q2;
k2=k2aux*Q2;
k3=k2aux*Q2;
k4=k4aux*Q2;
k6=k6aux*02;
k7=k7aux*Q2;

Termol=-2*k1*k4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3/2-2*k 1 *k4 2 *Kk2A2*K3"2-
2*k4*k2%Kk3;

Termo2=(-k4*k2*k7*k3*k6*k5-k4*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k7/2*k3*k6"2*Kk5);

Termo3=2*k4*k2*k7"2*k3*NtO*k6"2*k5;

x7=(-Termo2-sqrt(Termo2/2 -4*Termo1*Termo3))/(2*Termol);

x4=-(-k1*k4*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1*k4*k2*¥x7*k3*k6)/(-2*k1*k7*k6-2*k7*k6-2*k1*k4*k2*k7*k3*k6-2*k1*k2*k7*k3*k6-
2*k1*k2*k7*k6);

X 1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);

X5=(X7*k6+x7+x7*k7*k6)/(2*K7*k6);

X6=(X7*kK7+x7)/k7;;

x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);

x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4;

ligante(b)=02;

eixo_y1(a,b)=Nt0 - x1 - x5;

eixo_y2(a,b)=x1 -x2 ;
eixo_y3(a,b)=x2 -x3;
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eixo_y4(a,b)=x3 -x4;
eixo_y5(a,b)=x4;
eixo_y6(a,b)=2%x5-x6;
eixo_y7(a,b)=x6-x7;
eixo_y8(a,b)=x7;

fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e" ,(x 14+x2+x3+x4+x6+x7)/(4*Nt0));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢" eixo_y1(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e" eixo_y2(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢" eixo_y3(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢" eixo_y4(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢" eixo_y5(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢" eixo_y6(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢" eixo_y7(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e\n" eixo_y8(a,b));
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢" ligante(b));

fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢" x1);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢",x2);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢",x3);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢",x4);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢e",x5);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢e",x6);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15e\n",x7);

endfor
endfor

XXXXXXXXXXXXXXXX XXX XXX XXX XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Programa 2

Descricao: Calcula distribui¢do de espécies para uma dada faixa de pH, temperatura e
concentracdo inicial de proteina para uma saturagdo fixa de Hb Humana por oxigénio (inclui o
processo de dissociacdo).

global klaux;
global k2aux;
global k3aux;
global k4aux;
global k5;

global kb6aux;
global k7aux;
global Nt0;
global saturacao;
format long e;
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fsolve_options("tolerance",1e-40);
Temp=293;
R=1.9872;
Nt0=3.5¢-5;
Nil1=0.45985; #SHORT RANGE
Ni2=0.6575;
Ni3=0.9563;
Ni4=0.08478;
Ni5=1;
Ni6=0;
Ni7=0;
deltaGp1=-1393.973;
deltaGp2=198.8062;
deltaGp3=2777.06441;
deltaGp4=-8230.1575;
deltaGp5=44303;
deltaGp6=-8400;
deltaGp7=-8400;
#Ni1=0.394; #LLONG RANGE
#Ni2=0.6366;
#Ni3=0.795;
#Ni4=0.0811;
#Ni5=1;
#Ni16=0;
#Ni7=0;
#deltaGp1=-2012.424;
#deltaGp2=-3.69089;
#deltaGp3=1260.09987;
#deltaGp4=-8265.54072;
#deltaGp5=44303;
#deltaGp6=-8400;
#deltaGp7=-8400;
a_sat=fopen("saturacao.txt",'w','native');
function y=f(x)

global klaux;

global k2aux;

global k3aux;

global k4aux;

global k5;

global kb6aux;

global k7aux;

global Nt0;

global saturacao;

02=x(1);
kl=klaux*02;
k2=k2aux*02;
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k3=k2aux*02;
k4=k4aux*02;
k6=k6aux*02;
k7=k7aux*02;
if(02 <=0)
y(1)=Inf;
else
a=-2%k1%*k4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*k4*k2/2*¥k3A2-2%k1*k4 2 *¥Kk2A2*¥Kk3A2-
2*%k4*k2%Kk3;
b=(-k4*k2*k7*k3*k6*Kk5-k4*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k 7 2*k3*k672*K5);
c=2*k4*k2*k7/2*k3*Nt0*k6"2*KS5;
x7=(-b-sqrt(b"2 -4*a*c))/(2*a);
x4=-(-k1*k4*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1*k4*k2*x7*k3*k6)/(-2*¥k1*k7*k6-2*k7*k6-2*k1*k4*k2*k7*k3*k6-2*k 1 *k2*k7*k3*K6-
2*k1*k2*Kk7*Kk6);
X 1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*Kk3);
X6=(xXT7*K7+x7)/K7;;
x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);
x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4;

y(1)=(x1+x2+x3+x4+x6+x7)/(4*Nt0)-saturacao;
endif
endfunction
fori=1:101

ph=1+(i-1)*(13)/100;
printf("%-24.15e\n",ph);
saturacao=0.5;
deltaGl1=deltaGp1+Nil *R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl2=deltaGp2+Ni2*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl3=deltaGp3+Ni3*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl4=deltaGp4+Ni4*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl5=deltaGp5+Ni5*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl6=deltaGp6+Ni6*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl7=deltaGp7+Ni7*R*Temp*log(10*-ph);

klaux=(exp(-deltaGl1/(R*Temp)))*4;
k2aux=(exp(-deltaGI2/(R*Temp)))*1.5;
k3aux=(exp(-deltaGI3/(R*Temp)))*(2/3);
k4aux=(exp(-deltaGl4/(R*Temp)))*0.25;
k6aux=(exp(-deltaGl6/(R*Temp)))*2;
k7aux=(exp(-deltaGl7/(R*Temp)))/2;
k5=exp(-deltaGI5/(R*Temp));

ifi==1)
[02,info]=fsolve("f",10"-13);
else
[02,info]=fsolve("{",02);
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endif

kl=klaux*QO2;

k2=k2aux*02;

k3=k2aux*02;

kd=k4aux*02;

k6=k6aux*02;

k7=k7aux*02;

a=-2*k1*kd4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1 *kd*k2/2*k3/2-2%k 1 *k4 2 *k2A2#Kk312-
2%¥k4*k2*Kk3;

b=(-k4*k2*k7*k3*k6*k5-kd*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k7/2*k3*k6"2*Kk5);

c=2*%k4*k2*k72*k3*Nt0*k6/2*Kk5;

x7=(-b-sqrt(b"2 -4*a*c))/(2*a);

x4=-(-k1*kd*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x 7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1#k4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k1*k7*k6-2*k7*k6-2*k 1 *k4*k2*k7*k3*k6-2*k1 *k2*k7*k3*k6-
2%k1*k2*k7*k6);

X 1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);

X5=(x7*k6+x7+x7*k7*k6)/(2*Kk7*k6);

xX6=(xX7*k7+x7)/K7;;

x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);

x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4;

fprintf(a_sat,"%-24.15¢",ph);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",1og10(02/(1.31e-6)));
fprintf(a_sat,"%-24.15¢",x1);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",x2);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢",x3);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",x4);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",x5);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",x6);
fprintf(a_sat,"%-24.15e\n",x7);
endfor

XXX XXX XX XXX XXX XXX XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
Programa 3

Descricao: Calcula constantes de equilibrio e distribui¢@o de espécies para uma dada faixa de pH,
temperatura e concentracao inicial de proteina para uma saturagdo fixa de Hb Humana por
oxigénio (inclui o processo de dissociagdo).

format long e;

Temp=293;

R=1.9872;

Nt0=3.5e-5;

#Ni1=0.45985; #SHORT RANGE
#Ni2=0.6575;

#Ni3=0.9563;

#Ni4=0.08478,;
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#Ni5=1;

#Ni6=0;

#Ni7=0;
#deltaGp1=-1393.973;
#deltaGp2=198.8062;
#deltaGp3=2777.06441;
#deltaGp4=-8230.1575;
#deltaGp5=24303;
#deltaGp6=-8400;
#deltaGp7=-8400;
Nil=0.394; #LONG RANGE
Ni2=0.6366;
Ni3=0.795;
Ni4=0.0811;

Ni5=1;

Ni6=0;

Ni7=0;
deltaGp1=-2012.424;
deltaGp2=-3.69089;
deltaGp3=1260.09987;
deltaGp4=-8265.54072;
deltaGp5=44303;
deltaGp6=-8400;
deltaGp7=-8400;

a_k_ph=fopen("assimetria.txt",'w','native');

for a=1:101
ph=6+6*(a-1)/100;
printf("%-24.15e\n",ph);

deltaGl1=deltaGp1+Nil *R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl2=deltaGp2+Ni2*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl3=deltaGp3+Ni3*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl4=deltaGp4+Ni4*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl5=deltaGp5+Ni5*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl6=deltaGp6+Ni6*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl7=deltaGp7+Ni7*R*Temp*log(10*-ph);

klaux=(exp(-deltaGl1/(R*Temp)))*4;
k2aux=(exp(-deltaGI2/(R*Temp)))*1.5;
k3aux=(exp(-deltaGI3/(R*Temp)))*(2/3);
k4aux=(exp(-deltaGl4/(R*Temp)))*0.25;
k6aux=(exp(-deltaGl6/(R*Temp)))*2;

k7aux=(exp(-deltaGl7/(R*Temp)))/2;
k5=exp(-deltaGI5/(R*Temp));
02=5e-5;

kl=klaux*O2;

k2=k2aux*02;

k3=k2aux*02;

kd=k4aux*02;
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k6=k6aux*02;
k7=k7aux*02;

a=-2%k1*k4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*k4*k2/2*k312-2%k 1 *k4 2*k2/A2*k3N2-
2*¥k4*k2*k3;

b=(-k4*k2*k7*k3*k6*k5-k4d*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k7/2*k3*k6"2*Kk5);

c=2%k4*k2*k772*k3*Nt0*k6/2*kS5;

x7=(-b-sqrt(b"2 -4*a*c))/(2*a);

x4=-(-k1*kd*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x 7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1*kd4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k1*k7*k6-2*k7*k6-2*k 1 *k4*k2*k7*k3*k6-2*k1 *k2*k7*k3*k6-
2%k1*k2*k7*k6);

X 1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);

X5=(x7*k6+x7+x7*k7*k6)/(2*K7*k6);

X6=(X7*k7+x7)/K7;;

x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);

x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4;

fprintf(a_k_ph,"%-24.15e",ph);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢" k1aux);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k2aux);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k3aux);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k4aux);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k5);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" kb6aux);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k7aux);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢" x1);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x2);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x3);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x4);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x5);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x6);

fprintf(a_k_ph,"%-24.15e\n" ,x7);
endfor

XXXXXXXXXXXXXXXX XXX XXX XXX XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Programa 4

Descricao: Calcula curvas de diluicdo para uma dada faixa de pH, temperatura e concentragio
inicial de proteina para uma saturacdo determinada de Hb Humana por oxigénio (inclui o
processo de dissociacdo).

global klaux;
global k2aux;
global k3aux;
global k4aux;
global k5;

global kb6aux;
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global k7aux;

global Nt0;

global alfa;

global saturacao;

format long e;
fsolve_options("tolerance",1e-25);
Temp=293;

R=1.9872;

NO=1e-20;

Ni1=0.45985; #SHORT RANGE

Ni2=0.6575;
Ni3=0.9563;
Ni4=0.08478;
Ni5=1;
Ni6=0;
Ni7=0;
deltaGp1=-1393.973;
deltaGp2=198.8062;
deltaGp3=2777.06441;
deltaGp4=-8230.1575;
deltaGp5=24303;
deltaGp6=-8400;
deltaGp7=-8400;
#Ni1=0.394; #LLONG RANGE
#Ni2=0.63606;
#Ni3=0.795;
#Ni4=0.0811;
#Ni5=1;
#Ni6=0;
#Ni7=0;
#deltaGp1=-2012.424;
#deltaGp2=-3.69089;
#deltaGp3=1260.09987;
#deltaGp4=-8265.54072;
#deltaGp5=44303;
#deltaGp6=-8400;
#deltaGp7=-8400;
a_sat=fopen("dilui_sat.txt",'w','native');
fori=1:61
ph=6+(i-1)/10;
printf("%-24.15e\n",ph);
for d=1:90
NtO=NO*(107(d/3));
function y=f(x)
global klaux;
global k2aux;
global k3aux;
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global k4aux;
global k5;

global kb6aux;
global k7aux;
global Nt0;
global saturacao;

02=x(1);
kl=klaux*O2;
k2=k2aux*02;
k3=k2aux*02;
kd=kdaux*0O2;
k6=k6aux*Q2;
k7=k7aux*0O2;
if(02 <=0)
y(1)=Inf;
else
a=-2%k1*k4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*k4*k2/2*k32-2%k 1 *k4 2*¥k2A2*k312-
2*¥k4*k2%k3;
b=(-kd4*k2*k7*k3*k6*k5-kd*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k7r2*k3*k6/2*kS5);
c=2*k4*k2*k7/2*k3*Nt0*k6/2*kS5;
x7=(-b-sqrt(b”2 -4*a*c))/(2*a);
x4=-(-k1*k4*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1*k4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k1*k7*k6-2*k7*k6-2*k1*k4*k2*k7*k3*k6-2*k1*k2*Kk7*k3*k6-
2*k1*k2*k7*k6);
x 1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);
x5=(x7*k6+x7+x7*k7*k6)/(2*¥K7*k6);
xX6=(x7*K7+x7)/K7;;
x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);
x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4;

y(1)=(x1+x2+x3+x4+x6+x7)/(4*Nt0)-saturacao;
endif
endfunction

saturacao=0.6;
deltaGl1=deltaGp1+Nil *R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl2=deltaGp2+Ni2*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl3=deltaGp3+Ni3*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl4=deltaGp4+Ni4*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl5=deltaGp5+Ni5*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl6=deltaGp6+Ni6*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl7=deltaGp7+Ni7*R*Temp*log(10*-ph);

klaux=(exp(-deltaGl1/(R*Temp)))*4;

k2aux=(exp(-deltaGI2/(R*Temp)))*1.5;
k3aux=(exp(-deltaGI3/(R*Temp)))*(2/3);
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k4aux=(exp(-deltaGl4/(R*Temp)))*0.25;
k6aux=(exp(-deltaGl6/(R*Temp)))*2;
k7aux=(exp(-deltaGl7/(R*Temp)))/2;
k5=exp(-deltaGI5/(R*Temp));

kl=klaux*Q2;
k2=k2aux*02;
k3=k2aux*02;
k4=k4aux*0O2;
k6=k6aux*02;
k7=k7aux*02;

a=-2*k1*kd4*k2*k3-2*k1*kd4*k2/2*k3-2*k1 *k4d*k2/2*k3/2-2%k 1 *k4 2 *Kk2A2#Kk312-
2*¥k4*k2*Kk3;
b=(-k4*k2*k7*k3*k6*k5-kd*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k7/2*k3*k6”2*Kk5);
c=2*%k4*k2*k72*k3*Nt0*k6/2*Kk5;
x7=(-b-sqrt(b"2 -4*a*c))/(2*a);
x4=-(-k1*kd*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x 7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1#kd4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k1*k7*k6-2*k7*k6-2*k 1 *k4*k2*k7*k3*k6-2*k1*k2*k7*k3*k6-
2%k1*k2*k7*k6);
X 1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);
X5=(X7*Kk6+x7+x7*K7*k6)/(2*Kk7*k6);
X6=(x7*K7+x7)/k7;;
x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);
x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4,
alfa=x5/Nt0;
fprintf(a_sat,"%-24.15e",1og1 O(Nt0));
fprintf(a_sat,"%-24.15¢" alfa);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",(NtO-x 1-x5)/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",(x1-x2)/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e",(x2-x3)/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e",(x3-x4)/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e" ,x4/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",(2*x5-x6)/(2*x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",(x6-x7)/(2*x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e",x7/(2*x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e\n",ph);
endfor
endfor

XXXXXX XXX XX XXX XX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XX XXX
Programa 5
Descricao: Calcula curvas de oxigenacdo para Hb de serpente e a respectiva distribuic@o de

espécies para uma dada faixa de pH, temperatura e concentragdo inicial de proteina (inclui o
processo de dissociagdo).
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format long e;

Temp=293;

R=1.9872;

Nt0=3.5¢-5;

Nil1=0.55;

Ni2=0.65;

Ni3=0.746;

Ni4=0.1;

Ni5=2.55;

Ni6=0;

Ni7=0;

atp=0.001;

deltaGp1=-1200.85;

deltaGp2=598.98;

deltaGp3=2530.16;

deltaGp4=-7105.46;

deltaGp5=38373;

deltaGp6=-8000;

deltaGp7=-8000;

for a=1:20
ph=6+(a)/5;
printf("%-24.15e\n",ph);
deltaGl1=deltaGp1+Nil *R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl2=deltaGp2+Ni2*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl3=deltaGp3+Ni3*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl4=deltaGp4+Ni4*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl5=deltaGp5+R*Temp*log(atp)+Ni5*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl6=deltaGp6+Ni6*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl7=deltaGp7+Ni7*R*Temp*log(10*-ph);

klaux=(exp(-deltaGl1/(R*Temp)))*4;
k2aux=(exp(-deltaGI2/(R*Temp)))*1.5;
k3aux=(exp(-deltaGI3/(R*Temp)))*(2/3);
k4aux=(exp(-deltaGl4/(R*Temp)))*0.25;
k6aux=(exp(-deltaGl6/(R*Temp)))*2;
k7aux=(exp(-deltaGl7/(R*Temp)))/2;
k5=exp(-deltaGI5/(R*Temp));
nome=strcat("dados_y_sem_h2o0_ph_",num2str(ph),".txt");
a_y_sem_h2o=fopen(nome,'w','native');
nome=strcat("dados_x_sem_h2o0_ph_",num2str(ph),".txt");
a_x_sem_h2o=fopen(nome,'w','native');
for b= 1:501
if(ph>=1 && ph<=4)

02=(b-1)*2e-5 + le-15;
elseif(ph>4 && ph<=7)

02=(b-1)*3e-6 + le-15;
elseif(ph>7 && ph<=10)
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02=(b-1)*1e-7 + le-15;
elseif(ph>10 && ph<=12)

02=(b-1)*2e-8 + le-15;
elseif(ph>12 && ph<=14)

02=(b-1)*1e-10 + le-15;
endif

kl=klaux*O2;
k2=k2aux*02;
k3=k2aux*02;
kd=kdaux*0O2;
k6=k6aux*02;
k7=k7aux*0O2;

Termol=-2*k1*k4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*k4*k2"2*k372-2%k1*k4/2*k2A2*Kk3N2-
2*¥k4*k2%Kk3;

Termo2=(-k4*k2*k7*k3*k6*k5-k4*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k7/2*k3*k6"2*kS5);

Termo3=2*k4*k2*k7"2*k3*Nt0*k6"2*K5;

x7=(-Termo2-sqrt(Termo2”2 -4*Termo1*Termo3))/(2*Termol);

x4=-(-k1*k4*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x7*Kk7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1*k4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k1*kT7*k6-2*k7*k6-2*k1*k4*k2*k7*k3*k6-2*k1*k2*k7*k3*k6-
2*k1*k2*k7*k6);

X 1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);

X5=(X7*k6+x7+x7*k7*k6)/(2*Kk7*k6);

X6=(X7*K7+x7)/k7T;;

x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);

x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4;

ligante(b)=02;

eixo_y1(a,b)=Nt0 - x1 - x5; #numero de mols de TO

eixo_y2(a,b)=x1 -x2 ; # T1
eixo_y3(a,b)=x2 -x3; # T2
eixo_y4(a,b)=x3 -x4; # T3
eixo_y5(a,b)=x4; # T4
eixo_y6(a,b)=2%x5-x6; # DO
eixo_y7(a,b)=x6-x7; # D1
eixo_y8(a,b)=x7; # D2

fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢",(x 1+x2+x3+x4+Xx6+x7)/(4*Nt0));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e" eixo_y1(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e" eixo_y2(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e" eixo_y3(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e" eixo_y4(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e" eixo_y5(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e" eixo_y6(a,b));
fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15¢e" eixo_y7(a,b));
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fprintf(a_y_sem_h20,"%-24.15e\n" eixo_y8(a,b));
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢e" ligante(b));
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢" x1);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢",x2);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢",x3);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢",x4);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢" ,x5);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢",x6);
fprintf(a_x_sem_h20,"%-24.15¢\n" ,x7);

endfor
endfor

XXX XX XXX XX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX X XXX XXX XX XXX XXXX

Programa 6

Descricao: Calcula distribui¢@o de espécies para uma dada faixa de pH, temperatura e
concentracdo inicial de proteina para uma saturacao fixa de Hb de serpente por oxigénio (inclui o
processo de dissociacdo).

global klaux;
global k2aux;
global k3aux;
global k4aux;
global k5;

global kb6aux;
global k7aux;
global Nt0;

global saturacao;
format long e;
fsolve_options("tolerance",1e-25);
Farad=23060;
Temp=293;
R=1.9872;
Nt0=3.5e-5;
Nil=0.55;
Ni2=0.65;
Ni3=0.746;
Ni4=0.1;
Ni5=2.55;

Ni6=0;

Ni7=0;
atp=0.001;
deltaGp1=-1200.85;
deltaGp2=598.98;
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deltaGp3=2530.16;
deltaGp4=-7105.46;
deltaGp5=38373;
deltaGp6=-8100;
deltaGp7=-8100;
a_sat=fopen("saturacao.txt",'w','native');
function y=f(x)
global klaux;
global k2aux;
global k3aux;
global k4aux;
global k5;
global kb6aux;
global k7aux;
global Nt0;
global saturacao;

02=x(1);
kl=klaux*O2;
k2=k2aux*02;
k3=k2aux*02;
k4=kdaux*02;
k6=k6aux*02;
k7=k7aux*02;
if(02 <=0)
y(1)=Inf;
else
a=-2%k1*kd4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*kd*k2/2*¥k3/2-2*k 1 *k4 2 *k2A2*k312-
2*k4*k2*k3;
b=(-k4*k2*k7*k3*k6*k5-k4*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k 7 2*k3*k672*KS5);
c=2%k4*k2*k7 2*k3*Nt0*k6/2*Kk5;
x7=(-b-sqrt(b"2 -4*a*c))/(2*a);
x4=-(-k1*k4*k2*x7*k3-k1 *k4*k2*x7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1*k4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k 1 *k7*k6-2*kT*k6-2*k 1 *kd*k2*k7*k3*k6-2*k1 *k2*k7*k3*KkO-
2%k1*k2*k7*k6);
x 1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);
X5=(X7*k6+x7+x7*K7*k6)/(2*KT*Kk6);
X6=(x7*k7+x7)/K7;;
x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);
x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4;

y(1)=(x1+x2+x3+x4+x6+x7)/(4*Nt0)-saturacao;
endif
endfunction
fori=1:101
ph=1+(1-1)*(13)/100;
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printf("%-24.15e\n",ph);
saturacao=0.5;
deltaGl1=deltaGp1+Nil *R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl2=deltaGp2+Ni2*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl3=deltaGp3+Ni3*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl4=deltaGp4+Ni4*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl5=deltaGp5+R*Temp*log(atp)+NiS*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl6=deltaGp6+Ni6*R*Temp*log(10”-ph);
deltaGl7=deltaGp7+Ni7*R*Temp*log(10"-ph);
#deltaGl1=-5700;
#deltaG12=-6300;
#deltaG13=-6400;
#deltaG14=-8700;
#deltaG15=14350;
#deltaG16=-8400;
#deltaG17=-8400;
klaux=(exp(-deltaGl1/(R*Temp)))*4;
k2aux=(exp(-deltaGI2/(R*Temp)))*1.5;
k3aux=(exp(-deltaGI3/(R*Temp)))*(2/3);
k4aux=(exp(-deltaGl4/(R*Temp)))*0.25;
k6aux=(exp(-deltaGl6/(R*Temp)))*2;
k7aux=(exp(-deltaGl7/(R*Temp)))/2;
k5=exp(-deltaGI5/(R*Temp));

ifi==1)
[O2,info]=fsolve("f",10"-6);
else
[02,info]=fsolve("{",02);

endif

kl=klaux*02;

k2=k2aux*02;

k3=k2aux*02;

k4=k4aux*02;

k6=k6aux*02;

k7=k7aux*02;

a=-2%k1*k4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*k4*k2A2*k3A2-2%k 1 *k4 2 *¥k2A2*k3N2-
2*k4*k2*k3;

b=(-k4*k2*k7*k3*k6*k5-k4*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k T 2*k3*k6"2*K5);

c=2%k4*k2*k7r2*k3*Nt0O*k6/2*Kk5;

x7=(-b-sqrt(b"2 -4*a*c))/(2*a);

x4=-(-k1*k4*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x 7*k7*k3*k6+2*k 1 *k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1*¥k4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k 1 *k7*k6-2*kT*k6-2*k 1 *kd*k2*k7*k3*k6-2*k1 *k2*k7*k3*KkO-
2*k1*k2*k7*k6);

x1=(x4+x4*kd*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);

X5=(XT7*KkO6+xT+xT7*K7*k6)/(2*KT*Kk06);

X6=(x7*K7+x7)/k7;;

x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);
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Xx3=(0-(-x4-x4*k4))/k4;

fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",ph);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢",02);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢",x1);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢",x2);
fprintf(a_sat,"%-24.15e",x3);
fprintf(a_sat,"%-24.15e",x4);
fprintf(a_sat,"%-24.15e",x5);
fprintf(a_sat,"%-24.15e",x6);
fprintf(a_sat,"%-24.15e\n",x7);
endfor

XXX XX XXX XX XXX XXX XXX X XXX XXXXXXX XXX XX XXX XXX X XXX XX XXX

Programa 7

Descricao: Calcula constantes de equilibrio e distribui¢@o de espécies para uma dada faixa de pH,
temperatura e concentracao inicial de proteina para uma saturacio fixa de Hb de serpente por
oxigenio (inclui o processo de dissociagdo).

format long e;

Temp=293;

R=1.9872;

Nt0=3.5¢-5;

Nil=0.55;

Ni2=0.65;

Ni3=0.746;

Ni4=0.1;

Ni5=2.55;

Ni6=0;

Ni7=0;

atp=0.001;

deltaGp1=-1200.85;

deltaGp2=598.98;

deltaGp3=2530.16;

deltaGp4=-7105.46;

deltaGp5=38373;

deltaGp6=-8100;

deltaGp7=-8100;

a_k_ph=fopen("assimetria.txt",'w','native');

for a=1:101
ph=6+6*(a-1)/100;
printf("%-24.15e\n",ph);
deltaGl1=deltaGp1+Nil *R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl2=deltaGp2+Ni2*R*Temp*log(10*-ph);
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deltaGl3=deltaGp3+Ni3*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl4=deltaGp4+Ni4*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl5=deltaGp5+R*Temp*log(atp)+Ni5*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl6=deltaGp6+Ni6*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl7=deltaGp7+Ni7*R*Temp*log(10*-ph);
klaux=(exp(-deltaGl1/(R*Temp)))*4;
k2aux=(exp(-deltaGI2/(R*Temp)))*1.5;
k3aux=(exp(-deltaGI3/(R*Temp)))*(2/3);
k4aux=(exp(-deltaGl4/(R*Temp)))*0.25;
k6aux=(exp(-deltaGl6/(R*Temp)))*2;
k7aux=(exp(-deltaGl7/(R*Temp)))/2;
k5=exp(-deltaGl5/(R*Temp));

02=5e-5;

kl=klaux*QO2;

k2=k2aux*02;

k3=k2aux*02;

k4=k4aux*0O2;

k6=k6aux*02;

k7=k7aux*02;

a=-2*k1*k4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3/2-2*k1*k4 2*k2/2*k3"2-

2*k4*k2*Kk3;

b=(-k4*k2*k7*k3*k6*k5-k4*k2*k7*k3*k6/2*k5-k4*k2*k7"2*k3*k6"2*k5);

c=2*k4*k2*Kk7"2*k3*Nt0*k6"2*KkS5;
x7=(-b-sqrt(b"2 -4*a*c))/(2*a);

x4=-(-k1*k4*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x 7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1*k4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k 1 *k7*k6-2*k7*k6-2*k1*k4*k2*k7*k3*k6-2*k1*k2*k7*k3*k6-

2*k1*k2*k7*k6);
x1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);
X5=(X7*Kk6+x7+x7*K7*k6)/(2*Kk7*k6);
X6=(x7*K7+x7)/k7;;
x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);
x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4,
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",ph);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k1aux);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k2aux);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k3aux);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k4aux);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k5);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" kb6aux);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e" k7aux);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢" x1);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x2);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x3);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x4);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x5);
fprintf(a_k_ph,"%-24.15¢e",x6);
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fprintf(a_k_ph,"%-24.15e\n" ,x7);
endfor

XXXXXXXXXXXXXXXX XXX XXX XXX XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Programa 8

Descric¢ao: Calcula curvas de diluicdo para uma dada faixa de pH, temperatura e concentracao
inicial de proteina para uma saturacdo determinada de Hb Humana por oxigénio (inclui o
processo de dissociacdo).

global klaux;
global k2aux;
global k3aux;
global k4aux;
global kS5;
global kb6aux;
global k7aux;
global NtO0;
global alfa;
global saturacao;
format long e;
fsolve_options("tolerance",1e-25);
Temp=293;
R=1.9872;
NO=1le-15;
Nil=0.55;
Ni2=0.65;
Ni3=0.746;
Ni4=0.1;
Ni5=2.55;
Ni6=0;
Ni7=0;
atp=0.001;
deltaGp1=-1200.85;
deltaGp2=598.98;
deltaGp3=2530.16;
deltaGp4=-7105.46;
deltaGp5=38373;
deltaGp6=-8100;
deltaGp7=-8100;
a_sat=fopen("dilui_sat.txt",'w','native');
fori=1:21
ph=6+2%(i-1)/20;
printf("%-24.15e\n",ph);
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for d=1:90
NtO=NO*(107(d/3));

function y=f(x)
global klaux;
global k2aux;
global k3aux;
global k4aux;
global k5;
global kb6aux;
global k7aux;
global Nt0;
global saturacao;

02=x(1);
kl=klaux*O2;
k2=k2aux*02;
k3=k2aux*02;
kd=kdaux*0O2;
k6=k6aux*Q2;
k7=k7aux*02;
if(02 <=0)
y(1)=Inf;
else
a=-2%k1*k4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*k4*k2/2*k32-2%k 1 *k4 2*k2/A2*k3/2-
2*¥k4*k2*k3;
b=(-kd4*k2*k7*k3*k6*k5-k4*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k72*k3*k6"2*k5);
c=2*k4*k2*k7/2*k3*Nt0*k6”2*k5;
x7=(-b-sqrt(b”2 -4*a*c))/(2*a);
x4=-(-k1*k4*k2*x7*k3-k1*k4*k2*x7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1#*k4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k1*k7*k6-2*k7*k6-2*k1*k4*k2*k7*k3*k6-2*k1*k2*Kk7*k3*k6-
2*k1*k2*k7*k6);
x 1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);
x5=(x7*k6+x7+x7*k7*k6)/(2*¥K7*k6);
xX6=(xT7*K7+x7)/K7;;
x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);
x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4;

y(1)=(x1+x2+x3+x4+x6+x7)/(4*Nt0)-saturacao;
endif

endfunction

saturacao=0.6;

deltaGl1=deltaGp1+Nil *R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl2=deltaGp2+Ni2*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl3=deltaGp3+Ni3*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl4=deltaGp4+Ni4*R*Temp*log(10"-ph);
deltaGl5=deltaGp5+R*Temp*log(atp)+Ni5*R*Temp*log(10*-ph);
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deltaGl6=deltaGp6+Ni6*R*Temp*log(10*-ph);
deltaGl7=deltaGp7+Ni7*R*Temp*log(10*-ph);

klaux=(exp(-deltaGl1/(R*Temp)))*4;
k2aux=(exp(-deltaGI2/(R*Temp)))*1.5;
k3aux=(exp(-deltaGI3/(R*Temp)))*(2/3);
k4aux=(exp(-deltaGl4/(R*Temp)))*0.25;
k6aux=(exp(-deltaGl6/(R*Temp)))*2;
k7aux=(exp(-deltaGl7/(R*Temp)))/2;
k5=exp(-deltaGl5/(R*Temp));

kl=klaux*QO2;
k2=k2aux*02;
k3=k2aux*02;
k4=k4aux*0O2;
k6=k6aux*02;
k7=k7aux*02;
a=-2*k1*kd4*k2*k3-2*k1*k4*k2/2*k3-2*k1*kd*k2/2*¥k3/2-2%k 1 *k4 2 *k2A2*Kk312-
2%k4*k2%Kk3;
b=(-k4*k2*k7*k3*k6*k5-kd*k2*k7*k3*k6"2*k5-k4*k2*k7/2*k3*k6”2*Kk5);
c=2*%k4*k2*k72*k3*Nt0*k6/2*K5;
x7=(-b-sqrt(b"2 -4*a*c))/(2*a);
x4=-(-k1*k4*k2*x 7*k3-k1*k4*k2*x7*k7*k3*k6+2*k1*k4*k2*k7*k3*Nt0*k6-
k1*k4*k2*x7*k3*k6)/(-2*k1*k7*k6-2*k7*k6-2*k1*k4*k2*k7*k3*k6-2*k1*k2*Kk7*k3*k6-
2*k1*k2*k7*k6);
x1=(x4+x4*k4*k2*k3+x4*k2+x4*k2*k3)/(k4*k2*k3);
X5=(X7*Kk6+x7+x7*Kk7*k6)/(2*Kk7*k6);
X6=(x7*K7+x7)/k7;;
x2=(x4+x4*k3+x4*k4*k3)/(k4*k3);
x3=(0-(-x4-x4*k4))/k4,
alfa=x5/Nt0;
fprintf(a_sat,"%-24.15e",1og1 O(Nt0));
fprintf(a_sat,"%-24.15¢" alfa);
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",(NtO-x 1-x5)/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e",(x1-x2)/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e",(x2-x3)/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e",(x3-x4)/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e" ,x4/(Nt0-x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",(2*x5-x6)/(2*x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",(x6-x7)/(2*x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15¢e",x7/(2*x5));
fprintf(a_sat,"%-24.15e\n",ph);
endfor
endfor

174



