ROSA MARIA FERNANDES DE BARROS

4
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E FUMCIONAIS DA HEMOCIANINA

nE MOLUSCO GASTROPODA ﬁmgullaria_tanalb&ulata;

S Corir %}W&M g

Adeoneie Qlaﬁa»ﬂéfww» [ 10
TESE ﬂPRESﬁNFﬁgghﬁjﬂHIUE‘?SIDABE ESTADUAL
DE CAMPINAS FARA OBTEHCAD IO TITULO IE
MESTRE EM CIENCIAS BIGLO'B ICAS — NA éREﬁ ne

BIOQUIMICA.

Orisntadora ¢ DBra_. Maria Sumiko Arita dHatsuura.

CaMFINAS

1992

YNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL

T




AGRADECIHEYETOS

A Profa., Dra. Ha:ia SBumiko Agiia Halsuura, rela
prientagio dezse irzbalhe e pelo engrénéecimenio de meuvs
conhecimenios

Ao Prof. Aldo Focesi Jr., por iter nos franguiado ¢ s@EL
laboratdrio.

As Profas. Dras. Lbciz Pereiraz da Silva; Batie
Hatsucshika Ogdo e Haria Alice Cruz U8 flings, wmelas imporlanies
criticas e sugeslfes feilas para © aprimoramenic desse lirabalho;
por ocasido de sua analise pPrévia,

bo Prof. Dr. Jorge Faria Vaz, do Deparlamentoc de
Zoolodia da USP, pelas informagbes =a respeile do animal
stilizado.

L Mickie Takaﬁai, pela amizade sincera, integridade ne
convivio, ajuda e discussho nos experimenios realizados

Aoz colegas da Bioguimics da UFHS pels colabkorgsdc na
realizagéo des trabalhos diddlices.

Aos professores e funcionirics do Departamenic de
Bicguimica do Institulo de Biclogia da VEICA¥P, wsue por diversss
maneiras colaboraram para ¢ Cumprimentoc dessa elapa.

E a todos agueles gqgue direla ou indiretamenis
conlruibuiram para & realizapdo desse trabalho, m®meus SiRCEros

agradecimenios.



1 ¥ p I C E

Resumo.......,.,............,......,...........,.... i

Sum&ary,,...........,......s.,..,....i.....*.....;... ii
i. introdugio R R T R L S 1
2. Haterial e Hetodos R R L R I I 1s

2,1, Haterial Biolbddico R A A 15
2.2, Determinaplo do pH da hemolinfa co-vences Ceseaaaseenns 13
2,3. DeterminagBo da concentragho de pratei#as........an....lﬁ
2.4, Obienglo da hemolinfa desionisada [T -

2.5, Furificsegloe da hemOCiaNINa . s s v erssns ey ...1&

+
Z2e.b Determinazidc do péE€so molecular € efeilo de ions Ca &

by v

EDTL sobre & dissociagdo da hemacianina.............,..1?

2.7. FPropriedade de ligagdo do ligante © ...................18
2

2.8. Preparc 4o iaunégeno.......,........,......,......,....20

2.9, Obtencioc do soro de copelho anti-hemocianina de R~ 14

2.10. Anklise isuneeietreferética.....'..........,.,‘n.......21

3. Resuitades.....................k...g..,‘.....,.........23
3.3, Purificagdo ® caracterizagdo parcial 4o malerial
biﬁlé§ica'llliﬂllﬂlltiill-l!.ISIIII#!I”IIIII.RIII&I lllll 2‘3

.2. Especiro de absorﬁﬁa,....a..........,..........,..,...,Eé

ek s}
&%

Leterminagio do ptso molecular dos estados de adredagso
da hemacianina.....,..........,.,........,....,,......,2&
3.4. Propriedades tuncionais da hemnCianinE s st ea s s a v R $¢

z.5. Estado de dicscocisgho da hemacianina...,,..,,...........34



3,6. Efeitoc de EDTA ¢ dos c&lions divalenies sobre o estado de
agrecaglo da hémccianina...,...,.,..,......,......,.....35

4, DIiCCUSEE0 s acereansasnsnsnsssrs

lalla;na;l-q-:snaun-ncllcah38

5. Refertncias Eibliodgraficas .ssseers



R E &8 ¥ ® O

Hemocianina do Gastropodoe gnfibic Ampullaris
cznaliculatay da regifc de Fanltanal Halo Zrossensey EmEosirou
drande similaridade com as hemotianinas de moluscoes lerresires e
marinhess; especialmente, com relagdc ac Peso moelecular & 208
tipos de produlos de dissocciagdo.

A determinagio do peso molecular da hemocianina de A,

canalicuialta determinado por cromatodrafia de exclusioe molecular

em coluna de Sephacryl S5-400 mosltrou scmenle um PicO de eluigdo,

tanilo na. hemolinfa total guanio na hemocianina em Fresenga de
2+ 2+ &

Cs 20 m¥ 2 He 20 mE, estimado em torno de 7.5 x 10 Da.

Hemocianina desionisada de 4. ganaliculata sybmetida A
filtragdc em gel resuliou na formagdo de lrés picosy; gue alraveés
do wvolume de eluigdo mosiraram ser proteinas de unidade de p2so
molecular 7.5 X 1@6 Da, 1.0 = 16& a ¢ 3.2 x 105 Da, suderindo
ser espécies moleculares correspondenles & 173 1710 & 1/20 da
proleinz nativa.

Com & hemolinfa tolal, recés coletada, foram realizadas
experitnciags de equilibric com Gq, diretamente, variando apenas
os valores de pH, e obteve-se um valor de F = 3.5 mm Hg e n, =
2.3 em pH B.Z. =

0 efeite de chtions divalentes shbhre o esstado deg

agregagho de hemocianine de A, cangliculats, assims como OF




diferentes picos eluidos da coluna de Sevhacrvy! 5-400¢ sio

ilusiradas por anéiises imunnele%rnfaréticas.
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The funciional prorerties af’ A, canaliculals

hemoecyanins, in their abkiliily 1o iranspor ox¥g8en, are very
cimilar 1o several hemocvanins siudie. In this snzil the oxyden
binding strendlh increases wilh increasing pH:, exhibiling =
normal Bohr shift. The oxyden binding 1o hemscyaninsg is also

gffected by presence opf divalenlt cations. In this conltexi, the

2+ 2+
twve oations Ca and Hg acl similariv, with no chandges in the
¥ and Bokr effect values. The oxyden curve usind hemoocvanin
S
free of divalent callions showed inconsisienl data for P and Tigg

S50
values, sudgesting the preoductiion of different association and

dissociatlion behavior wilh pH wvarialion. However;, lhe hemolymph
showed hidher values of log F than the hemocvanin in presence
of divalenl cations. This phezgmenum should be explained by tLthe
existence of dialyzable factlors, nol strondly associatled wilh
hempecyanin, Wwhich doez nol affecl cooperalivily of the oxyden
bindiﬁg and Bohr sffect. The A, aliculatls hemocyvanin does nel
exhibil cooperative oxygen binding in the presence of EDTA, since
on irealment wilh ENTA 1o remove divalent calions, il dissociates
inte several subunils az expecled and shoun by the
immunoeiecircphoretic analysis.

The molecular weightl of A. papaliculala hemocvyanin was

determined by del filtraztion. The native henolymph,; as well FE



2+ 2+
with hemocvanin in the presence of palions Ca and ¥g showed
& & =
Hgy = 7.9 x 10 Da, 1.0 % 10 Da and 3.2 x 1¢ Dz. However, for

the preparation lo the same herocvanin dizlyzed agains! buffer
free of divalent caticns, thres molecular spgcies of He = 7.5 =x

&
16 Da weres pbhilazined.

The fractions eluted from Sephacrvyl E-400 column azs well

2+ 2+
&s effect of (s and K4 en bothk the siability of hzmocvanin
and reversibility of proeducts of dissociation caused by EDTA were

illuslrated by immunclodgic analysis.
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Holécoulas transporiadoras de aﬁigénie molecular
constituer um excelenle modelo para ¢ eslude da correlagdec enire
gsirutura, fungzo e evolugfc de protefnas, devido & suE
scorréncia em guase todo o reino animal, constituindo, peoriantio,
marcadores genélicos por exceléncia. Essas moléculas apresentan
nma diversidade de rropriedades funcionais {BrmaEZenar;
tranzportar ou facilitar a difusdo do oxigéniol, formas e
Lamanhos em diferentess ordanismos; entretanio; lodas elas sdo

capazes de lidgar reverzivelmenie o GZ. i estudo comparalivo das

propriedades funcionais & esirutorais decsas moléculas
transportadoras de Oy grovenientes de difereniles ordanismos
podera contribuir para esclarecer o© Pprocesso da evolugfo

molecular,; como também fornecer subsidics para melhor compreensio
de suas propriedades alostéricas.

¥o decorrer da evocluploc foram desenveividas duas classes
de proteinas transportadoras de oxigénio: dleobinzs (micdlobinas e
hemog¢lobinas ) ¢ hemocianinas.,

Hemogiobinas de veriebrados s8oc as que lem sido melhor
estudadas soh ponlo de wistiz estirutural g funcional.
Estruturalmentie, esze pigmento respiratbéric de importiéncia
fundamental para os seres vives, & constitufdo de gualre cadeias

polipeptidicas,; das guais duasz s20 denominadas cadeisas alfa, cadsa



ura conlende 141 resfduos de aminocdcidos, e as outras duas

designadas bela, apresentando, cada BRa, 144 residuos de

aminoicidos. Esses deis tipos de cadeias; alfa € bela, possuen
estruturas secundérias e tercikrias muito semelhanies entre si e
cimilares % mioglobina. U teiramerc apresenla pdso molecular de
&4 400 ﬁale canfﬁrma§§9 zllamente organizada paraz desempenhar ¢
transporie de oxigénie nolecular gue & regulade astravés da
cooperatividade na lidagke com 0O proveniente de inleragac
homotrbpica, e pelec efeilo exercido por intéraﬁﬁes heterotrépicas
{Perutz, 19&5%; Perutz et =lii.,1968; Perutz, 1970; Perutlz el
atii., 1971, e Antonini & Brunori, 1971).

L mzior diferenga nc meganismo funcionzl enire as
moléculas transportadoras de 09 de wvertebrados e inverlebrados
esta no estado de agregag¥o das subunidades. A maioria das
hemodlobinas de vertebrados & tetramérica, excelo as hemoglobinas
de lampréia que sioc monombricas (Eriehl, 1963}, e hemoglobinas de
Lipphis miliarizs, gque apresenlam formas diméricas guando
pxigenadas {Matsuura et alii., 1987 Malsuura e! alii., 198%;

focesi Jr. el alii., 1990, Alualmenie, acredila—se gue as

propriedades zlostéricas de themogloebinzss se oridinan das
interaghes reguiatérias enlire as sukbunidades;, intimamente
relacionsdas ac mecanismeo de transislBo do tetrémero (~---3> dimero

dependente de oxigenag3o, ou seja dissociaplo do lelramero (&Qé} s

b

forma desowidgenads, en 2ﬁy3 s formz oxidgenada. {(Dovie et &ilii.,

1991; Shibavama el alii.; 1991; Sperosz el &lii., 1991:. As



moléculas transportadoras de Op en inverlebrados zpresentlam
=vérias subunidades e esse fenbmeno de dissociagio/zssccias&o pode
afelar & afinidade das molbculas pelo Gp (Larimer & Rigds, 19643
Antonini & Chiancone, 1977; Bonaventura el a;ii,, 13837 Handun,
19843 12213, Outre mecanisme de 'ragulaaés das proteinas
respiratérias é o denpminado conirole zlostérico. Esse pode . ser
de dois tipos: homolrdpico, onde o efeite da licag8o a umr dos
sitics ativos aumenla z afinidade de oculres sltos localizados en
outras subunidades da proteina oligomdrica. Esse tipe de
interagéo ¢ freuvuentiemenie referido COmo gooperatividade.
interagbes cocperalivas em proteinas sip deralmentle calculadas =&
80% de satluragio onde (leg Y/(i-Y)=0)., Estimaliva dr&fica da
incliﬁagéa da curva de dissociagio do By & 50% de saturagio
fornece o valﬁr do coeficiente de Hill {(ny )y onde ny = i.c
significa ausénciaz de cooperatividade, ou seja, a lidagio de
cada molécula de O ¢ independenle das oulras: ny = 2.0
significs que a lidgapfe do oxidEnic na hemodlobina -
cooperativa, isle &; a lidaplo em ur heme facilitla s lidagde do
oxidénic em oulros hemes da mesma molépula. A segunda classe de
interapBes alostéricas & aguels desidnada efeitos heterolrbricos,
manifestadc guando 2 ligagic de um efetor em um sftic especifico
dz moléecula muda a afinidade do £{lic ative dz proteins. Oz
gefetores zlostéricos mais pomuns nas moléculas transportladora de
Op em vertekradosz s8¢ os prilons, o (037 & 05 &nions
polifosfalos {(Eenesch & Benesch, 1967: EBenesch et alii., 19&8sz;

¥ilmartlin et =alii., 1980 & os préieni ¢ fons divalentes comc



2+ 2+
Ca e Mg ep inverlebrades (EBrouwer et 8lii., 1978; Bonavenlura

& Bonavenlursz., 1980,

A teoria universzlmenile aceila pars gxplicar as
interagfSes =alostdricas €& aguela proposia por Monod, Wyman e
Chandeaux (Honod et alii,, 19635). Esse nodtic £ conhecido comD
¥UC, ou modélo de dois estlados conformacionais, ou “Z-slale
Hodel™. ¥o modélo HEC assume—se gue 2 prote{na exisle em apenas
dois estados: um de alta afinidade ocu eslade R (relaxado} e um de
baixz afinidade ou estado T (tenso). De acdrdo com o modélo HEC,
a forma da curva de dissociagdc do 0p pode ser interrretada da
seduinte =maneira: a moldouls desoxigenada estd no sstado T: o
primeirz estddic da ligagdo de Up reflete as proprisdades ds
moldcula na conformagde T gue apresenls baixa afinidade pelo D .
Extrapolagiec da curva até 50X de saturagdo leva 2 uma eslimaliva
da afinidade pelo Op no estado T. Apbs & combinagio de um certo
ntmero de moléculas de Op com & proteina ccerre uma tlransigsc
conformacional e & inclinapioc do grafico de Hill aumenta. KNessa
parte da ourva manifesta—-se a cooperatividade mna ligagic da
molécula protéica com Oz & o valor do ceoeficiente de Hill &
maior do gue a unidade (ny= 1). Buando a transigfo conformacional
se completla; a lidagdo da molédcula com 62‘ novamenlie lorna—se
néo cooperativa, mas reflete as propriedades das molécula na
conformagfo R gue tem alla afinidade pelo Op. Desila forma, as
interzgbes heomolrépicas entre as subunidades originam—se en

virtude da tiranzsigio conformacional entre os estados T 2 E.



Segundo esse mesme modélo, & base das interagfes helerolrdpicas &
a2 ligagflc preferencial das moléculas efeloras a um detlerminado
estzdo conformacional. Assim, umr delerminado efelor pode alivar
ou inikir a propriedade funcional da pratei%é. Por exemplo, em
proleinas respitalérias de vertebrados gue apresentam efeilo Bohr
sloaline; os prétané estabilizam & conformagie T; e esies prétions
sko liberados gquando ooorre & transisdo conformacional T @-———mee o
E da moléculz zpb: oxigenasdc. Em moléculas lranspoertadoras 48  Og
ncs  invertebrados; os efetores alosiéricos podem estabilizar &
conformagde de bzixa afinidade ou 2 de zlts afinidade
{Bonavenlura el alii., 1980), Desla maneira; os ordanismos usam a
natureza aloctdrica da ligagdoc de 0Op &s suas proleinas para se
adaptarer 3s mudangas gue ocorrem f{requeniements em seu hakilat.

Entre os invertlebrados, encontram—se oculrocs tlipos de
proleinas respiratdrias; tais como; erilrocruocrinas que sé&o
hemogdglobinas exiraceluiares enconlradas entre os anelfdeas,
moluscos e arlrdpodos ¢ hemocianinas qgue OCOrrem em artrépd&as €
moluscos e apresenlam ocdr zzul guando oxiedenadas.

Us anelideos s&e caraclerizados pela multiplicidade de
adaplasgbes respiratﬁrias e suz distribuigie parece gstar
dgovernada pelas condiebes ambientzis especificas e adapltagbes
fisiclbégicas espbcie-espec{ficas {Weber, 1975). A hemoglobina de

Lumbricus lerresiric ilemp sido & mais estudada sob aspecic

funcional; estrulural e fiiogﬁnétice {Vinodradov el alii., 1980;
Fushilani et &alii., 1986; Fushitlanmi et a2lii., 198B8; Jhiand el

alil.;, 1983 ). Hemocglobinas de anelfdeos apresenlan propriedades



funciognais gue varigm amplamente chedando—se B siluagbes
exiremasj baixa afinidade pelo Oz, suséncia do efeiloc DBohr e
cooperatividade (Rpossi-Fanelli et alii., 1970; David & Daniel,
1974) ou =21lta afinidade pelo Oy, com alla | cooperalividade e
efeilo Bohr (Garlick & Rigds, 1982). Suas afinidades pelo Og séo

geralmenie insenciveis aos fosfatos ordinicos, mas sde sensiveis

2 <cais inordinicos; tais comosy HaCl, CaCl s HgCl (Heber; 19840;

2 2
Fushitani et alii.s 1884,
4 maloria das moléculas transpertadoras de Oy e=m
inveriebrados apresentisa elevado §=1-3-4+) molecular g S&O

classificadas de acérde com o ndmero de sflios atives e sub
pnidades das hemoglobinas. Desde que as gstruluras das
subunidades da:z hemoglobinas exiracelulares, guando comparadas 2s
das hemocianinas apresenianm considerdvel similaridade, passaremos
2 relatar & classificagdo destas hipermolédculas com base na
cstirutura gquaterniria. De acdrde com Vinogradov, (1985) eslas

?rotefhas podem ser classificadacs em 4 dgrupos dislinloes:

Essas moléculas consistem de uma cadeia puiipeptf&ica
coniends un s{tic ative e serresentando PESD molecular
aproximadanente 16 000 Da. Esses tipos de moléculas s8¢

monomdricas e s&o enconlradas em pratazaé}iag ciliados, tais



como, FParamecium & Tetlrshymens (XKeilin & Ryley, 1953; Stleers &

Davis, 1979 e Irie & Usuki, 1980), rpodendo tarbén ocorrer en
muitos tecidos de parasitas como plalelminios e nematdides (Lee &
Emith, 1965; Ellenky & Smith; 19663 Philli%s, 19783). Enilre o©s
insetps s%o enconlrados muitoes raramenie; c;mrrem er Hemiplera

Euvenos oconfusa (Berdelrom, 1977), e entre Diplera somrenle na

larva do Chironeomus (Braun el alii., 1968). As themodlobinas do

polvchaelas Aphrodile sculezala e do molusco gastrdpoda Aplysis

californice mostlrayam ser tapbém monoméricazs (Wittenberg el

alii., 19652

HL DS sl ek SEHES SRR Sl S A e v e e g oot ik s s, o

L menor subunidade desse tipo de moldoulas € uma cadeia
polipeptidica de 30.000 - 40.000 Da contlendc dois Grupos
prostéticos. Tal cadeia &, provavelmente, o resultade da
duplicasgio do dene ancestral da globina. Esses lipes de malécuias
s&c enconiradas entre os crustfceos com carapagas {Ilan & Daniel,
197%9a € Daniel, 1983). Hemoglobina dimérica scorre tamkém nsa

larva do hemiplero Gastrophilus intestinalis e apresenla péso

polecular de 325 000 Da e up P.H. minimo, baseado no conteddo de

grupc Prﬁ5t£1i30; de 17.&600 Da {Phelps el alii., 19723,

Fecas moldculas consister de duzs ou mais cadeias
A
polipeptidicas, cada gual apresentandas 8 - 20 dominios de

ligaghbes cor ox¥igtnio molecular. Tais cadelas devem ler =ido



priginadas comoc resullado de repetidas duplicagdes do dene
ancesiral da dlobina, e s&o enconiradas eB cras%éceos semn

carapagas; 1ais CORO Plsnorbis coyneuns € Helisomsz trivalvis (Hood

& Hosbkys 1975 & Terwilliger el alii 1976z2.

Essas meiécuias consistem de adregados de cadeias
sinmples. Algdumas subunidades s&o ligadas por ponies dicssulfetlos

como as hemoglobinas triméricas de Lumbricus terretris (Fushitlani

st zl1ii., 198&; Fushitani el alii., 1989.

Em invertebrades as moléculas transportadoras de Og
ectfic distribuidas ertre anelideos, moluscos e artrdpodos;
apresenlan m¥ltiplas subunidades eslrulurais; elevado reso
molecular e marcada variagho funcional {Vinocgradov el &lili..
1976 Suzuki el alii., 1?32;.Banaventura & Bonaventlura, 19833,

As  hemocianinas  sdo funcionalmente andlogas  as
hemodlobinas de verlebrados e invertebrados. Elas s&o proleinas
cligoméricas contendo cobre, e esldco envolvidas no itransporte de
oxig¢énio moplecular en arirdpodos e meoluscos. Ka forma pgxigenada;
elas se apresentam com a coloragio azul € na formae desoxigenada
<%0 incoclores. O oxigénic molecular ligca-se &2 dois Ltoemos de
cobre e & Gor azul gue aparece raf}eie.a mudanga no estade de

<+
oxidagio dosz Atomos de cobre éCu+i { o ——— ¥ Cu 2). Erx wmoluscos
existe um sitic de ligagko cobre-oxigdgénio por unidade de 5¢ 000
Da,; enguanhlo que en artirbpodos exisle um s{tic de cobre—pxidénic

BOY prolefna de 7% 000 La (EBrouwer et alii., 1976, 1978, 1979 5.



Embora as propriedades funcionais, 1#15 como, cooperalividade;
gfeito de prblone e efeilo de fons divalentes das hemocianinas de
artrbprodos e moluscos mostrem ser cimilares, a arquitelura
molecular e & esirulurs das subunidade diferen marcadamenle Tos
doiz ¢rupos. Em moluscos o péso molecular da subunidade funcional
minima & de 300.000 - 400.00¢ Dz & cada subunidade conlém cerca
de 8 sftios de ligagdc com Oy (EBrouwer & Kuiper, 1973 e Guitier
et =lii., 1978)., A subunidade da hemoccianina de molusco existe
cOoOmn esirutura de dominios méltiplos e os dominios de ligaséo do
b, sédo unidades relalivamente compaclas que podem ser iscladas
por clivader proteolftica do pelipeptidec (Lontie el alii., 1973;
Gielens el amalii., 1975, Ka hemelinfz de moluscos as stbunidades
de 400,000 Da ectédc dispostas dentro da hipermeolécula que
apresenta forma cilfndrica de 350 Angslrons de didmelro e 3B0C
Andsirons de comprimentio, € 0 péso molecular da order de 7 - 9 X
13& ba.

Com base na reconsirupdo lridimensional cklida alravés
de microscopia elelrtnicsa, az moléculas nalivas paregcesm sSer
compostas de trés slemenics estruturais; uma parede, deois colares
e duas capas (Melema & Xlug, 1972; van Erudgen el alii., 19811,

T'iferentes arranjos das subunidades deniro deo cilindreo
ter sido sugeridec por varios zulores com base nos estudos t{sico-
gquimicos dos produtos de dissociagBo. A molécula mnativa pode
formar esphkcies moleoulares de 1/2, 1710 e 1720 do peso molecular

priginal. L redifp enire as gadeias pali?epzfaiaas dz moléculsa



dissociada em 1/1C parece ser responsdvel pelo encaixe helicoidal
da moldecula. Esse tipo de moldcula gquande ghservadsa 20
.misres¢€pia eletrénico apresenla-se como cilindros com a2 melade
da azltura da molécula intacla. Seriaz de grandg interesse conhecer
as condigBes nae guais os elemenlios capas, célares e paredes sio
definidos para constiluigio dac cadeis polipeplidicas. Acredita-
-4 gque & base para definigldo dessas estlruluras reside ao nfvel
dos dominios de aproximadamente 50.000 Da. Heterodeneidade enire
ecsez dominios lem sido demonsirada por proteblise limitada das
sybunidades e parece estar intimamentle envolvida com & formagao
do ¢olar mno cilindre (Lontie & Witters, 1973; Verschueren el
slii,, 1981; Giglens et alii., 1981le e 19681bL7

Kodelos para organizagio de tomos de cobre no sitic
ative tem sido propoesio por Frieden et alii., (19563}, suderindo
que oz sitics de ligagie de Op nas hemocianinas consistem de un
par de £Ztomos de cobre ligade direlamenie aos amino&cidos da
cadeia protéica. Por oulre lade, virips estudos tém demonsiradoe
que o cobre esté localizado em um ambiente forilemenie hidrofébice
suderindo gue o s{tic ativo possa ser uma reminiscéncia do sitie
da hemoglobina, onde © grupo heme lambém se encenira localizado,
iste &, em uma regifio altamente hidrofdbica, o “heme pockel”
{freedman el zlii., 197&; Shaklai =% alii., 19787

A dissociap%o d& hemocianinz em subunidades e a lidagaco
de 0y & hemocianina s%0 influsnciadas pela presenga de cdtions
divalentes & pela variag3o de pH e forga itnica sugerinde gue o

grau de disscciaslc da hemocianina pode ser um falor imporiantse
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na alieragdc da curva de dissocizgdc do oxigénio molecular
{Larimer & Figdggs, 19464). Experimentos com hemocianina de Homarus

— . en .

spy (Pickettl gt alii., 1966} demonsiraram gue a forma da curva de

Efermadas moléoulas

egquilibric com Oz ndo se =alieraz guandoe s3c
de espéocie 172, rorém o valor do coeficiente de Hill & menor
guande ocomparado & molfeoula nko dissociada. Linzen ”et alii.;
¢ 1977 wverificaram, gue pelo mencs ires lipos de subkunidades de
diferenties pesos moleculares estdo envolvidas no desencadeamento
dzs propriedades funcionais dz hemocianina de Eurypelmz henlzi,
oy sejas espécies moleculares do tipo 171, 1/2 & 1/10. Adregados
maiores s%c favorecidos perlo de pH neulro; e & medida gque os
valores de pH s& distanciam para valores abaixc nu.a:ima do pH
neutre podem propiciar formagdc de moldoulas dissociadas. As
gspédcies moleculares gue predoninas perto do pH neulro apresentan
coeficiente de sedimenlag&o 100 B8 e &0 £ e as syas
+ 2+
interconversfes dependem da presenga de fons H e La na
solugfo. Alguns trabalhos sobre o assuntos tem sido relalado por
Waudh, (1954) e estudos mais recenles lem sido sumarizados por
Herskovits, (1%88B).
2+ 2+

Cations divalentes comgc Ca e K4 estabilizan a

moléeouls de hemocianinz nz forms nativa e afetlam & afinidade da

T4
mcléouvla pelo agt Tvidéncia direta da interagfo deo Ion Ca Com
a  hemocisnins tem sido descrita por Klarman 1 alii., {1972,

2+
1975, 1977 ). iz cdtions divalentes, szrecialmente ¢ Ca item

mosirade duplo papel; istoc &, coenlrolande 2¢ interapBoes enire as
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subunidades e a afinidade de QZ ne sitis do cobre. Hemococianins

de Levantina hejrosplima em pH 8.2 demonsiroun possuir 20¢ aftios
24
de ligae%o com o Ca /30 600g de proleina, e dados experimentais
2+

demonstiraranm que cancentrasées-de La » na sglus&o, mencres do
gue 2§ g}, apresenlaram valores de nH = 1 demensirande ndoc exibir
cooperatividade.

Hemocianina & um excelentle imurbdgeno. Assim, guando &
hipermoléculs & injetads em coelhes s&o produzidos, no estigio
inicial, anticorpos conlra 0s determinantes anlidénicos
acessiveis, ou seja, agueles iocalizades na superficie da
moldcula denominados delerminantes antigénicos conformacionais.
Quando anticorpos € & hemocianina gue serviu COR imundgeno sé&o
misturados, ocorre reagdc de imunoprecipitagdo. Provas de reagdo
cruzada podem ser realizadas com © anlicorrpo, fazendo—c readir COa
hemocianinas relacionadas. Esse tipo de experimenio geralimenie se
faz para investigar relagdes filogendticas € difarenqas. entre
espécies {(Boyd, 1%37; Bartlel & campbell; 1939; Denuce & Cushind,
1963).

Kalley et alii., (19465}, mosiraram & imporlancia dos
estudeos imuncldgicos na elaboragdo da sistemdtica bioguimica de
crustdceos, Gielens el alii., (1981) e Wood, (1975} estabeleceran
& presenga d& delerminantes antidbénipcos CORUnNS entire as
hemotianinas pertgncenles & famlilias relacionadas, e 2 exisléncia
de determinantes antidtnicos especffiaas enlre aldumas espécies
maiz correilatas. Esses aulores observanm tambiém uma b0a correlagdo

entre =& estrutura antigénica das hemocianinas estudadas e ¢
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ntmero de peptidecs tripsinicos comung. For outlrec lado, Barlel &
Campbell; (1959) e Weigle, (1964) demonsliraranm que No Processo de
dissociagfoc das moléculas nativas, alguns movos delerminantes
anligénicos s&o0 revelados. i

Gastirbpodos terretlres pulmonsdos g prosobré&nguics
marinhos lem sigﬁ estiudados por virios pesguisadores (Evedberg &
Pedersen, 1934; Wood, 1975; Ellerton et =&lii., 1983, Airocidi
1983; Herskovits et alii., 198B8; 19897 1990; Pelrovich et alii.,
19903 Handum, 1991). Entretantio, muiloc pouce ée tem relalzado
spbre as hemptianinas de moluscos de dgua doce € pzpeciaimenie
sobre mcluscos anfibios. Entre ps anfibios proschranquics
exislem wvdrios géneros e espdcies nz famiiiz Ampullaridae,
superfamilia Viviparacea, € € de conhecimenlo de londa data gue
as Ampluldrias apresentaz uma eslrulura respiratdria ndc usual
{Troschel, 1845 e Pelseneer, 1893},

Appullaris canalicuiata & um  molusco anff{bic
apresenlando apenas uma bréanguia que & sufigientle Pparsa &
sobreviveéncia no seu meio nalural agqualice] porém dispbe de um
pulr&c que pode funcionar guando ¢ animal esti fora da agua, o ar
tem ampla enirada no saco pulmonar pelo pneumblomo dilaladeo onde
se pode ter uma visualizagfo da vascularizagso do pulmic. For
cutro ladso, guando o molusce estd dentro da ddua, © PnReumsiomo
abstrui cempletamenie a aberilura fechando hermelicamenie a caEmara

pulmonar. For este mecanismo © anizmal impede & eniradsz de ddua no

rulndo, & o ar & absorvido por meio do tubo sifonzl. A hranguisa

13



funcional & monopeciinadi £ fnica. Comega imediatamente airds dos

anéis do manlo € segue até a parte posterier doc inteslino e

medialmentse atfé sazlcangar o &ndulo frontal doe  l&buleo renal
anterior. lipsvia~se enl&p para o ladoe esguerdo até terminar no
angulec pericardial. A briénguia estld constiiuf&a rer lamelas

triangulares gue s¢ apoiam pela base na parle interna do manto. O
orcidc resultante do desdobramentce de manio, adariado especialmenie
para respiraso, & o gue se dencmina pulmio nesses animais. Esse
pulméc & considerado como um org&o de adaplagio da vida anfibia
que veio sdgregar-se & branquiaz, o ordao primitive de respirag&c.
Gutra caracieristica interessanie desses animais £ a2 hibernaglo,
podendo Ppassar ¢ invernc enterrados: no funde das ladoas cnde OS85
niveiz de 0, s&c muite baixos (Rebson, 19227 FPrashad, 1925;
1932; Andrews, 1963a; 1965b; HeClary, 19643, Lsse molusgco apesar
de seus caracleres primitivos de prosobranguioss apresenia =alilsa
especializagde no sistema respitldrio relacionado 4ds cnndié&es
ambientais. JXesse contexios, pode—se esperar dque a molécula
transporladora de Oy desse molusco deva apreseniar particularida-
dee imporiantes sob ponioc de visla funcional;, esiruiuzl & evelu-
tiveo.

Do exposio, podemos verificar as caracterfsticas
interessantes apreseniadas por essas hipermoldculas. Desta ftorma;
nz presenle lese propusemo-nos & ssludar algumas das propriedades

t{sico-quimicas e funcionaiz da hemeocianina do molusco Ampullarisa

canaliculzlsa.
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2 .HATERIAL E HKdToDOS
2.1. EATERIAL BIOLBGICD

Gastirbépodos agquilicos,s Ampullaris cansliculzta f(Lamark,

1801 ), foram caplurades na regiko de Hiranda, ne Fantaznal Hzilo
Grossense, ¥, Ho laboratbéric, os animais adullos foram
cuidadosamente lavados ¢ manlidos em squbriocs com aguz desltilada
sob borbulhamento constanle de ar. Apds permaneceren irés dia:z em
jejum, a fim de evitar contaminagdo de hemolinfa por liguides do
irate digestivo, os animais foram sacrificados para retirade da
hemolinféa através de um corle na redifio do manip: 03 moluscos
foram colocados em um funil e & hemelinfa colelada dentro de umsa
proveis. Cads animal forneceu em mediz & &2 10 ml de hemocliniaz;
contends 12.5 mg de proteinass/ml. A hemolinfas foi tlarifita&a rOoOr
centrifugaglc a2 5 BOOg por 30 mi#utas a2 4 gdraus centidrados,

utilizando centrifuga Intlernational Modelo IEL B-20A,

2.2. DETERMIEACAC DO pK DA HEHOLIEFA.

A medida do valor de pH da hemolinfa foi realizada lodo
apfs 2 obiengfc da hemolinfa, lomando—se © cuidado para gqgue B2
sclugso ficasse o menor lempo poseivel em conlate com ©  &r
stmocffrico para evitar a retengde de COg . Um tptal des 30
amosliras foram analisadas individualmeantle wulilizando-se um

pHmelro Expandonalic.
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2.3. DETERMIEAGAD DA COMNCENTRAGAC DE PROTELINAS.

A concenlragfc de proteina foi determinada gtilizando-z@

coneficiente de extingdc E (1%, icm) = 13.87 (Airoldi, 198335,
: 278

2.4. OBTEEGED DE HEHOLIYFA DESIOHIZADA.

& hemniinfa total foi inicialmente passada &lravés de
coluna de Sephadex G-25 (2.0 x 30 cm) eguilibrada com lampio
Tris—-HCl ©€¢.05 ¥ pH 8.2 para remover 0OS ions e, em seduidas
passada através de uma coluna de Sephadex 6—-100 (2.0 x B0 comy
equilibrada o¢com © BESHO tamp&%ec rpara remcogdc de rrotleinacs
apresentande pksc wmolecular Rmenores do gue & hemocianina e,
finaimente por uma coluna de Sephacryl S-400 (2.0 x 20 cm). Parsa
dezionizagdc da hemocianina ndo foi wtilizada solugdc conlendo

EDTA (dcido elilenodiaminoletracéticoy,
2.5. PURIFICAGRD DA HEEGCIAKIEA.

4 purificapic da hemocianina de 4., canaliculata fol
realizada sedundo método descrite por Heirwegh &t aliil, (19612
com aldumas moedificasbes realizadas por hiroldi, ¢(19833. Totdas as
elapas foram realizadas & 4 draus centidrados.

5 hemolinfa desionizada foi dilufda com a adigdoc de
igual volume de tLlampdce acelalo de potdssio 0.4 K, pH 5.3. A
eciugfc resultante foi levada & 30X de saturagdoc com sulfato de

2RODIO, rela adigdfo de solugdo caturada dessze sal:s nesse BESEO
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tanp%o,; e centrifugada a 3 BOC g por 20 minuilos. O precipilade
azul foi dissolvido em tampio acelato de potascsio 0.1 ¥ pH 5.7 e
dialicado exausltivamenle conlra o mesmo tampi%o para remogao do
sulifato de amdénio. O dialisade foi sukmelido 2 cenirifugagéo = 78
4G9 ¢ por 6 horas 2R URE witracentrifuga Beckman LE-63. U
cedimenic foi redissolvideo em lanpdo Tris-HCl $.05 ¥ pE 7.8,
contendo Ca2+ 50 m¥, & utilizado pera oklengio de soro anti-

hemogcianina.

2+
2.56. DETEREIEAGAO DO PESO EOLECULAR E EFEITG DOS I10ES Ca E EDTA

SOBRE A DISSUCIAGSAD DA KEXOCIANIEA.

L determinzg3o do pesc molecular foi rezlizadas por
cromatografia de exclusis molecular utilizando coluna de
Sephacryl E£-400 HR (2.0 x 23 cm)da Pharmacia, eguilibrada conm
tamp&c Tris—HCl ©.05 X pE 8.2, em presenga ou auséncia de Caz+ 20
m¥ ou H§2+ 26 mM, 0O volume &til do gel foi de 292 ml. Em cada
experimento foram aplicades 5 =ml de hemclinfa desionizada
contendoe 12.5 mg de proteina/ml, previamentis dialisada conlra o
tanpioc de equilf{brio do ¢el. O eluato foi coletado ne coletlor de
fragbes Buchler e as leituras da absorbancia foram realizadas enm
um comprimenio de onda de 278 nm, utilizando cubeta de guarlzo de
1.6 om de caminho dtico. & coluna fol previamenls calibrada com
Azul de Dextran (2000 da Pharmacizal; I1¢H humane (750 000 Dal,
Catalase (232 00C Da) e 146 humano (130 000 Da. Conkhecidos oS

parametros Voo ¥t & Ve, foram delerminados o2 valores de Xav
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sedundo Laurent & Killander, (13643, ptilizando—se a exXpressio:

Onde: Xav coeficiente de partigho entre fase liguida & o gel.

]

Yo = volume total elufde com uma subsléncia gue &
coempletamente excluida do gel.

Ye = volume de =luigho de¢ cada uma das {iragbes cujos
valores est&o compreendidos enire Vo e U1

i

H

volume itoctal do leito de gel.
2.7. PROPRIEDADE DE LIGAGAD DO LIGAKTE OXIGEEID EOLECULAR

Az propriedades de lidagfo dz hemocsianins com oxigénic
molecular foram -delerminazdas  especliofolomédiricamenie segundso
método descriic por Fossi-Fanelli & Antoninis {19387, Todos os
experimentos de eguilibric ds hemocianina com O foram feilos 2
2% drauvs centidrados + 4.5, utilizande umz concentragso de
proteina gque variave de 0.8 - 1.0 mgs/ml, e em lampio Triz-HCI
G.05 ¥ pM entre 7.0 e 9.0. Ecse método baseiz-se no principio de
gque o [p se lida zo Cu}+ na proporedc de 2:1. As  propriedades
ecpeciraic da hemopianina sio diferenies quande o cobre esla
iivre, parcialmenle oxigenadec ou completamentie saturade com 0Op .
As curvas de ligagdo do Ggp foram delerminadas COR um tondmelyro
que consislis de um tube de Thunberg modificado, conlendoc uma

cubeta Pyrex de caminho bplicoe de 1 com soidads na extiremidade do

tubsc.
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0 equilibris com Uo, foi detlerminads en hemolinfa
2+ 2+
total, em hemocianina purificada em presenga de (& 20 m¥,; Mg
20m¥ opu EDTA 10 =mM. DOs valores do pH  foram medidos anles e
imediatamente apbs a delernminzglo da carvi rde oxigenagioc. O
ecpeciro foi iragado em ur redisirader XY Heéieii-?ackaré modelo
70444 acoplado & ur especlofotbmeliro digital ¥grian modelo &£34. O
swigénioc molecular foi removido da oxihemescianing por arrasile com
nitropdtnioc gasoso, purificado alravés de borbulhamenle em  unma
colupgko =&alcalina de ditionito de sédic para assedurar iotal
avednoia de QZ‘ A desoxibhemocianina foli evidenciada peleo
dezaparecimento do pico de absorgio caracteristico em 344 nm, As
adigbes de gquantidades conhecidas de 0O foram gfetuadas ulilizan-
do-se serinda cazlibrada. Apbs =z adiglo do ar; o londtmelroe foi
incubade por 10 minuvios &2 25 draus centidradns sok conslanie
agitagdp e nove espectirc foi oblido e assim sucessivamenle, ale a
zsaluragio complela des amosira; guando a-absarbénci& en 2344 nm foil
igual A absorbancia inicial obtida para a oxihemocianina.

As curvas de szaturagdo con 02 foram representadas ¢grafi-

camenie de achrdo ocom & eguaske de Hill (Hyman, 1948 e 19&4 ):

Onde: K

]

constante de equilfbric
P = pressdo parcial de U7
¥ = saturagdo parcial da hemcocianinz relo Oz

n = gpustantle dg interagio empirica de Hill.

19



O grafice log (¥/1-Y) em fungdo de log PBq apresenta~se
em geral sigmoidal, e a tangente da rela & EG%h de saluragdo
corresponde ac coeficiente de Hill Qﬁk\}; que indica &
cooperatividade da hemocianina nas condipbes df cads équilfbria.
0 walor de F &, ou sejay; da pressdo parciai de 0o necegssdris
rareg &€ atiﬁzzr 0% de saluragio da hemociznina fol determinado
peia intersecglc da melhor rela qbii&a por regrezsioe linear ool

o eing das sbrocissas, € representa a afinidade da hemocianina pelo

ligante.
2.8. PREPARD DE IHUXOGEHRO.

0 adjuvante foi preparade sedundo Freund, {31936, Er um
zlmefariz foram emulsificados 15 ¢ de lancliina em 85 ml de nujol.
4 emulcioc foi disiribuida em ampolas € ssterilizada em auloclave.

0 antidenc utilizade para imunizagso fgi & hemoclianina
purificads de A, cgagnzliculala emuisificada en adjuvante
incompleto de Freund, na Proporgad de 1 volume de antidens para 1

volume d4de adjuvante.

2.9.DBTEN¢AD DE SORD DE COELHO AETI-HEHACIA¥IEA DE A.canalicmials

R e e e e i o s . W e i s W

iz coelhkos forasn inpclulades com hemotianinag de A,

canaliculats emulsificads enm adiuvante inconmplelo de Freund na

enncenilrasie de I mg de proleinas/ml; nas doses de reforge foi

utilizads 2 hemocianins diluida em salina fisioclégica nia



concentragfo de 1.0 mg de protelma/mg. U esguemna de imunirzagéo
empregado foi:

Freund ( 5 mg/mi), injelado em 4 locais (¢.1 ml/local), Junio &
insergdo muscular prdxiza 25 palas.

com antfdenc dilufdo em salina fisiclfgica (0.3 m¢/ml) injelade
intradermicamente em guatro loczis no dorse do animal (100 ug¢ de
protelinaslocal}. Apds a8 segunda incculagic ocorreu a reagdo
inflamatéria do tipo Arthus e “ring-test” positive e as sangrias
fopam realizadas por puncko cardiaca. O sangue foi deixado &
temperatura ambienle para relragdc do cohddule e o sbro foi
csubmelido 2 cenlrifugagic a 4 000 g por 320 minulos € mantidos &

-20 graus centrigrados.
2.10 AEALISE IMUNOELETROFORETICA.

A imunceletroforese f{foi realizada segundo método
descrito por Grabar & Willians, (19533, utilizando—se placas de
vidro (8.0 x 12 cm), contendo umz camadz de 3 me de adar 2 i¥ esn
tzmp&c veronal .08 ¥ pH 8.Z2. Hos criffcics foram aplicados o©s
ant{gencs e a eletroforese foi desenvolvida durante 2 horas;
aplicando um gradiente de polencial de 200 volls e inlensidade de
corrente de 30 mA. Apds decorrido o tempo, foram aberlas as
canzlelas onde foram aplicadacs oz anliscros. Asg l&minas de Agar
foram deixadas 3 temperstura ambiente por 12 horas € depoic 2 4

graus centidrade: por 24 horacs. aphs esle perf@ée, as l&minas



foram lavadas com ¥zCl 0.15%4, secadas e coradas com  negro de

arpido.
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3. R E 8 ¥ L T & D 0 5

3.1. PURIFICACAD E CARACTERIZACRU PARCIAL DO EATERIAL EIGLé%%CQ

0z valores de pPH da hemolinfa recém coletada de 3¢
ecpECIMES de A. canaliculatls, mosiraram Ser razoavelrmenle
conslanies, apresenlando valores gqgue variaran entre 8.1 e 8.3,
suderinde gque o valer do pH fisiolbdgico da hemolinfa esti em
tornc de pH 8.2.

hpesar da hemolinfa ser coenstitulds de 9¢ & 9BX de
hempcianina, oulras glicoproteinas & lipoprotefnas podem estar
presentes. Desla forma, & hemolinfs de 4. canalicuiats fol
submelida, inicialmente, 4 cromatlografia de exclusdo molecular em
gel de Sephadex G-235 para remogdo de {ons,; & em seguida em gel de
Sephacryl §-400 HR para remogfc de molédeculas proteicas de peso
molecular menores que ac d& hemocianina.

Uma parte da hemclinfa foi ulilizada pars purificasgioe da
hemocianina com solugfo saturada de sulfalo de aménic pPH 5.3 ‘e
submelida & wultracentrifugagdc. A hemocianirna purificada foi
tratadzs cor NaCl 1¥ pK 5.7, condigdo de dissociagio das moldoculas
nas subunidades do tipo alfa & bela enm hemocianina de Halix

pomalia (Heirwegh et alii., 1961 e HMegalobulimulue ogvalus

{(Airoidis 19832). Apds cenlrifucagso enm gradienle de sacarocse (10—

40% wfv} por 12 horss & 78 4GU 4 foi enconirado somenle um
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componenle sugerinde gue 2 hemocianina de A, cangliculalsa

aprezenta APENAS moldoulas =nfp disseciadas do tipo bels
henpoisanina. Detde gue nic se observaran diferent&s componentes

nas hemocianina de Ampullaris gansliculala, & proleina purificads

FOT ?recipiia&éa com sulfzlo de eménio foi utilizada apenas pars
shlengkc de anlisaro especifico para hemociznina., Fara esludos
funciopnaisz e determinagkio de pése molecular, foram ulilizadas
hemccianina sedimentada por uliracenirifugspdo a 78 400 g e
dJesionizads atlravés de fililragdc em gel Sephadex §-23, &-100 =
Sephacryl S5-400, semr poslerior purificagdo, Uma VEE 4Hue gquase
toda proisine presenlte na hemolinfa £ constituida de hemccianina

(30 ~ FBR).

3.2. ESPECTRO DE AESORSAO.

A hemocianina de 4. capaliculsla apresenis especlire de

absorg&e similar Sgueles cbservados para hemocianinas de oculras
espécies de moluscos @ artré?ﬁdﬁs {FIG.1», Bob a forma
decoxigenada; o cobre estd no zeu eslado de oxidagdo {+13; guando
o 0p se liga & molécula proléice,; surde & colorasie &zul que
reflete uma mudanga ne eslado de oxidaglo do cobre, apresenlands

ur pico de absorsie ep 340 nm.
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1 - EUDAELA ESPECTRAL ASSOCIADA COX & LIGAGAD DE
KOLECULA DE KEHOCIAEIYA DE A. canaliculala:

{ - - = } Hemocianina desoxidenada.
{ } Hemocianina oxigenada.




3.3 DETERKIMACAC DO PESO MOLECULAR DOS ESTADUS DE AGREGACAD DA

HEXDCIAYINA DE Aspullaria ganaliculatla.

3
Experimentos preliminsres com hemocianina de Ampullaris

canalicullads revelaram gue as inleragbes das subunidades desia

lﬁipermaiéaula s%c similares =zos padrées cbservados para 2: oulras
hempcianinas de& moluscos; =agredagdo e dissocliagdo podem  ser
afetadas peics fons componenies da solugdo, mas sdo independenties
da concentirag3c da protelina. Eslas observagbe: sugerer que as
vArias formas de adredados podem ser facilmenle sgparadas uwmas
daz outras. A FIG. 2 mosira os resultladosz de 1lais experimentos
etilizande técnicas de f{iltragdo em gel. & hemolinfa total
gquande aplicada na colunz de Sephacryl 5-300 KE, eguilibrada com
tempio Tris—HCl 0.05 ¥ PpH 8.2, resullou em um tnipe pice de pesp
molecular 7.0 x 1&$ Daz. A presenca de cdlions divalenles Ca2+ e
H§2+ nSc afelou o estado de agredapko, permitindo concluir 4gue,
uma vez gque o5 fons divalentes lém & habilidade de manter =&
molécula no estadc nativey, o peso molecular da moléculsa nativs
& 2+ 2+
deve ser da ordem de 7.5 x 10 Da. & remogdo de fons Ca e M4
dz solug&o de hemocianina através de didlise exaustiva conlra
tampéo jivre de citions divalenies,; apreseniou parie das
moléculas nativas de FP.HE. 7.5 % 10$ Da ¢ a2 formagdc de espécies
di;aoeiaéag com moléculas de F.H. 1.0 % lﬁé Dz e de P.E. 3.2 X

i¢ Iia, referidas camc moléculas 1710 e 1/20, sendo gue 2a

molécula 1720 pode sey considerada subunidade minima da moléculs

2&



de thenmocianinzg em estudeo. 0Os valores de Kav & ©0f marcadores

uwtilizados para padronizasio da coluna sio mostrades na FIG., 3,
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FIG. 3 - VALORES DE Xav DAS HENOCIAKIXAS DE A, canaliculala.
PADROES VUTILIZADOS: Ig¢gE humanc (P.KE. 73¢ 000 Da.,
CATALASE (P.X. 232 000 Da.) e ldgG HUMAEO (P.E. 130.000

Da ):
Hemolinfa total (@);
Z+
Hemocianina em presenga de {3 20 mE (4);
2+
Hemocianine em presenga de Hd 20 mE (113

Hemocianina desionizada (O,
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3.4. PRORIEDADES FUNCIOEAIS DA HEMOCIANINA

Ds estudos da afinidade da hemocianina de Ampullaria

canaliculata pelo oxidénio molecular foram realizados pelo nétodo

tonométrico, em uma faixa de pH entre 6.0 e 9.0!(Tabela 1),
Como mostra a FIG. 4, &a curva de saluragéo da
hemocianina peloc oxidénio molecular dependeu da concenlragdc de
-
tons K (A logp /A PH=- 0.30).
50

0 valor do coeficiente de Hill (nﬁ), que indica o drau
de interagdo entre os sftios de ligagdo, variou de 1.0 a 2.3 no
intervalo de pH estudado (6.0 a 9.0), suderindo a formagdo de
diferenles espécies moleculares pela variagdo de pH.

Para melhor visualizagdo das propriedades funcionais da
hemocianina de A. <canaliculata, Jjuntaram—-se lodos oz dados
funcionais em um drafico (Fig. 4). Atlravés da figura pode-se
verificar que a lidagdoc da molécula proléica com O foi
dependente de PpH, apresentando um valor de efeitc Bohr de
aproximadamente -0.30, nos intervalos de pH estudados (6.0 a
9.0); tanlc na hemocianina total quanlo na hemocianina em
presenga de cations divalenles;j a molécula em presenga de Caz+ e

+
ng apresentou maior afinidade pelc 0 em tlodos os valores de
pH estudados; o valor do coeficienle de Hill variou de 1.5 a 2.0
suderindoc a formag&o de espécies moleculares helerodéneas com a
+
variagdo da concentragdo de fons H .

0 guelante EDTA na concentragio de 10 mM disscciou

totalmente a molécula protédica, lornando-a ndc alostérica, ou

30




seja, n&%o apresentando efeilo Bohr e nem cooperatividade de lida-

¢S50 com UZ i
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& TABELA 1

“Dados de equilibrio de 0Oz da hemocianina de A. canaliculata.

. pH C&tions Divalentes Foso (mm Hg), : M
&.5 total 6.31

a 6.8 total &.0% 1.9
7.2 total 5.62 2.1
2 7 total S.25 s
. 7 s total 4,47 2.2
§ 8.0 total . 3.Bé6 2.3
_ B.4 total Z.82 2.5
8.7 total . 2.10 X
z 9.0 “total 1.70 e B
6.4 Ca=z+ (20 mM) . 4,80 3.5
s 6.7 Ca=2+ (20 mM) 5.17 1.6
6.9 Ca=+ (20 mM) 5.00 1.6
& o Ca=z+ (20 mM) 4,02 i.8
N 7.4 CaZ2+ (20 mM) .40 2.0
e M 4 Ca=* (20 mM) 2 .60 2.0
= 8.0 CaZ+ (20 mM) 2.31 2.0
8.2 Ca=2* (20 mM) 2.00 2.0
P B.4 Ca=~ (20 mM) 1.50 2. 0
B.6 Ca=* (20 mM) 1.30 2.0
& 6.5 MaZ+ (20 mM) 4 .00 1.5
o 6.7 Mg=+ (20 mM) 4 .20 b
7.1 Mg=* (20 mM) 3.63 1.8
- F il MG=+ (20 mM) 3.20 1.8
Tu7 Mg=~ (20 mM) 2.50 1.8
— 8.0 Mg=* (20 mM) e M7 1.9
8.3 Mg=2+ (20 mM) 1.66 2.0
~ B.5 Mg=+ (20 mM) 1.40 2.0

¥Total significa Hemolinfa total recém coletada.
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3.5. ESTADO DE DISSOCIACAOC DA HEMOCIANIXA DE A. canaliculata.

0 estado de dissociag80o da hemocianina fei determinado
pﬁr filtagdo em del de Sephacryl S-400 HR, equilibrado com tampéo
Tris-HCl ©.05 M pH 8.2 preparado com H O milli-Q@. XNestas
condigdes, fnra? oblidos 1lrés picos de efuioén de P.M. 7.5 =
106 Da, 1.0 x 10D Da e 3.2 x 105 Da, correspondendo a subunidade
171, 1/10 e 1/20. A andlise imunoeletrofordtica das fragées
elufdas da coluna €& mostrada na FIG. 5. Os picos 1, 2 e 3
(oriffcios 2, 3 e 4}), apresentlaram diferentles mobilidades
eletroforfticas, sendo que a protelna de ptso molecular mais
elevado permaneceu mais prbxima do oriffcio de aplicagSo. Alénm
disso, podemos verificar aparecimenlo de novos arcos de
Precipilagdo 2 medida gque ocorre a dissociagdoc da molécula.

A& hemocianina tola; (orificio 1) moslrou ser bastanle
homodénea nas condigfes que se desenvolveu a eletroforese, porénm
¢ possivel observar pelo menos tlrés arcos de precipitagdo, o que
vem corroborar os resullados de filtragfoc em del, onde foranm
obtidos 3 picos de diferentes péso molecular. Por outro lade, a
hemocianina desionizada e cﬁlocada em presenga de EDTA 10 mM,

(orificio 3), mosira & formagdc de vdrias espécies moleculares,

apresentlando idenlidade parcial entre acs subunidades formadas.
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3.6. EFEITO DE EDTA E DOS C‘f]DlS DIVALENTES SOBRE O ESTADO DE
AGREGAGADO DE HEHOCIANINA DE A. canaliculata.

; 2+ 2+
Com o objetivo de verificar o e{eitoide Ca e Md

sobre a hemocianina de A. canaliculala e, principalmente, a

reversibilidade da dissociap&o ocasionada pelo EDTA, realizou-se
o estudo de analise imunoeletroforética., Comoe mostrado na FIG. 6,
a hemocianina desionizada mostrou maior heterodeneidade (oriffcio
4) nas condigfes de corrida do del, ou seja, tampdo veronal ©0.035
H pPH 8.2 em relagdo a&s moléculas contlendo Caz+ = Hg2+ 20 mH
2+ 2+
(orificios 3 e 35, respectivamenle)., 0Os ioncs Ca e Mg parecem
dar maior estabilidade 4 molécula, fornecendo agregados maiores e
mais compaclos do gue a hemocianina desionizada. Com o objelivo
de wverificar a reversibilidade do estado de adredag&o das
subunidades, lralou-se a hemocianina desionizada com EDTA 1C mN e
a2 seduir realizamos uma diflise exaustiva contra tamp%oc Tris-HCl
Q.05 H pH 8.2 para remopdo do gquelante (orificioc 1). Ne orificio
2y fol colocada a mesma amost;a apbs remogdo do EDTA, e
+

incubadas durante 12 horas com Ca 20 mH. 0O tratamentlo prévio da

proteina com EDTA parece dissociar irreversivelmenle a molécula.
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FIG. 5 - AKALISE IEUEDELETROFORETICAS DAS DIFEREETES FRAGOES
DBTIDAS DA COLEEA DE SEPHACRYL 5-400C. EiS CARYALETAS (5
FOI APLICADD Sgriy DE COELHO AETI-HEROCIANIEA PE
A.canaliculslsa. griricios:

Hemociznina lotal (12;

pico 1 oblido do Sephacryl 5-400 £ 2
pico 2 obtide do Sephacryl ES-400 (35
pico 3 obtido do Sephacryl E8-400 (49
Kemocianina em presengz do EDTA 10 mi {83,
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1G. &6 - ANALISE INUNOELETROFORETICA DA HENOCIAKIEA DE A,

canaligylats EN PRESEMGA DE CATIOES DIVALEKTES L
EDTA. EAS CANALETAS (S) FORAN COLOCADAS SORD DE COELHOD
ANTI-HEHOCIANIMA DE A. gcapaliculats. Oriffcios:

(12

{22

(37

(42

{55

Hemocianina irmtada com EDTA 10 m¥ e posleriormente
dialisada contra tampdc Tris-HCl ©¢.03 ¥ pH B.Zj

Hemocianina com EDTA 10 mM, dialisada conira tanpic =&
o
posterior incubagdo com Ca 20 mH:
o4
Hemooianins em presenga de Lz 20 mii

Hemococianins dezsionisads;
Z+
Hemocianing 28 presengz de Mg 20m¥.
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4. p I 858 €C ¥ & 5 & O

H
Erbora & hemocianina de Ampullaria canzliculata tlenha

mostirade drande similariadsde sos 2 hemocianinas de moluscos
terresires g marinhos, especialnente com relzgdc =20 peEsl
molecular e aos lirpos d§w§ra£uzcs de dissociagdo, importanle
diferengs rode ser obcservada em condisfies de alla forgs idnica no
gque diz respeilo st numerco de componentes., Az  hemocianinas de
alguns gdacsirbpodos guando colocada em lampic acetalo 0.1 K pH &.7
contende ¥afl 1 H; apresentam cerca de TOX das molécuias
disspciadas er moléculas oor a2 meltade dop  tamanko original
{moléculas do tipe 1/2). Esse fenbmence de disscciagdc das

moléculas er condigBes de alta fores ibnica; lem side observado

em hemogianinas de Heliy pomatias {Heirwedh et alii., 1961}, e de

Hegnlobulimus ovatus (Aircldi, 19833, onde 70 g 75% das moléculas

sofrem dissociagdo; as hemocianinasz de Helix horiensis,

rd

Stirophocheilus lerresires e Helix zspersa {van Helde & wvan

Brudgden, 1971} apresentam apenas 25 =z 30X dg moléculas
dissociadas) existe tamber um caso exlirems Coro ¢ di hemocianins

de Helix asrbustorum (Xoninds et alii.; 1969), gue apresenlz 100X

de dissociagin. Desia forma, denopingu-se slfa-~hemocianina =
proteine gue ce disscocis em condigbes de altla forgz ifnica e de
beta~henocianina tguela gue permpanece nio dissociada. s

gzetrbpodos marinhos & de Lduas doce parecem POsSsuir apenas
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molédculas do tipo bela, enguanto gue o0s terreslres pareces
possuir os dois tipos de espkcies moleculares, enmbora a Helix

arbustorun apresente 100% de moléculzs tipo alfa-hemocianina. Com

a hembciznine de A, aanaliculé%a o zunenio da:faraa idnica alg
1.% H n&%o promoveun a disscciapio da molécunla em dois conponenies,
obtendp-se sapenas um Lipo de molécula por uliracenirifudagio en
dgrandientie dg sacarcose, Interessanie ohbservar gue Hosbeke &

Eliiot, (1971 estudando & hemocianina de Pila leppoldvillensic,

gastrépedc znflibio, e Hall et a21ii.s (1975 & hemocianina de

Lymaea silagnalis, molusce lerresire, ohbliveram: lambem, apenas um

componeénte, de maneira gue; acredilz—-se gque parece niko exislir
razdc plausivel para 4gue as propriedades de dissociagdc de
hemocianina de H. pomalia e H. pvatus serem exatamenle iduails
para todas as hemocianinzs de mpluscos. & hemopianinz do  ®mOlusco
Pile leopclidvillensis gque apresenla apenas um ceomponente {¥Xonindgs
et alii., 1969 Eilliotl et alii.; 19723, disszecciz reversivelmente
em moldculas 172 em valores de pH entre 5.8 a 7.8, e acima de pK
7.5 oooerre 2 formaslo de moléculas 1/1C. Hood, (13732, demonsirou
que & dissociagBo das  hemocianinas de gasirbpodos Euccinunm

undatum, Neptuneas aniigua  Colus gracilis induzidas pelo PH &

parcialmente reversivel & depende da presenga de ciiions
24+ 2+
divalentes de (z 2 Hdg .
Iintmeros dados socbkre o peso molecular da msiécu}a 100 5,
da cadeia palipeptfdiaa, ] subunidade minima funcional das

hemocianinas de gastirdpodos tem sido acumulados. O peso molecular

da moléoula nativa (100 S ter sido determinade para Archschalins

39



margatsz, 9.08 2z 106,(¥oed et =zlii,, 1971); Busycon canaljculatum
8.8 = 196 (Quittier el alii.s; 197B); Helix pomatlia, B.95 x 10 °
(Pilz et mlii., 1974), Levanlina hierosolima, 7.33 x 10533 e 3.72
e iﬁs parz = cadeia polipeplidica, {Her5kavit; and FRussel, 19843.

A delerminagéo do peso molecular da hemocianina de Ao

gaznaliculala, delerminado por cromalografia de exclusio molecular

en coluns de Sephacryl §-40C meslrou somenle um pice de eluigdo,
1znls na hemeclinfz total gquante nz hemocianina em PpPresenga de
Ca2+ & Hg2+ 20 mK. Para estimar o pesc molecular da hemocianina
nativa, foi necessdrio fazer exlrapolagfc além das proleinas
utilizadas como padrdc (Jg¥, P.Y¥. 750 O0C 3; no entanlo, esse
mnélodo forneceu um pesc molepular estimado que pode ser
comparade por oulros méledos descriltos na literaturs. Diesta

forma, © peso molecular da hemocianina de 4. ganaliculats foi
estimado em torne de 7.5 X EG& Da.

Hemocianina desionisada de A. ganalicutada submelida a
filtrapic em gel resullou na formapko de lres picos, qgue alraves
do wvolume de eluigio mosiraram ser proleinas de peso molecular
7.3 x 1033 1.0 x Iéé e 3.2 % 1@5 Da sugerindc ser espécies
moleculares i/1. 1710 e 1720 da moléculs mnativa. Por oulroc lade,
Ilan et =lii., (1986 ocbiiveram resultlados parecidos;,; ou seja,
P.E. de 3.3. iﬁﬁ para a cadeia polipeptidica de H. pomalia pelo
mélodo de equilibrio de sedimentagdc, 4que ¢ un rétlodo

termodinamico para delerminagdo de pesoc molecular absoclulo, ou

sEjay am valor munite proxime ao peso molecular da cadeis
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polipeptidica por nds determinado.

A anélise do pesq molecular da alfg~hemocianina de Helix

pomalia (Brouwer & Kuiper, 19737 demonsirou a preseanga de lrés
ecpécies moleculares de diferenies pesos moleculares que foram
eluldos da coluna de Sepharose 4B. Ds ecstludos de eguilfbrio de
cedimenlapio das fragbes demonsliraram & Presengs de protefnzs
nativa ¢ espkcies moleculares 1710 e 1/2C.

As propriedades funcionais da hemocianina de Ampullarisa

canaliculats foram estudadas utilizando-se hemalinfs totals

hemocianina desionizada, hemocianina em FPresenga de g¢alions
divalentes ( Ca2+ & H§2+ 20 mM) & hemocianina em presenga de EDTA
10k {Fig.4). Embora =a wvariagdc da " gponceniragdc de {fons
divalentes ndn deva ser 1d8o inlensa enire gastrdrodos, & sua

influnéncia ndo pode ser desprezada. De gualguer forma, os dados

da literatura para .2 hemolinfa de Helix pomalis moslran uma

concentragads em cftions divalentes em torne de 12 & 2¢ =nrkK,
portantoy, supbs—-se gue irabalhande enm conceniragbes de 20 =mH,
estar—se-ia denlro das condigdes de forga itnicz prompvidas pela
presenga desses cdtions divalentes.

Com 2 hemolinfa total, recém coletada, foram realizadas
experiéncias de equilibrio com 0p diretamentie, variande &apenas
os valores de pH; e cbieve-se um valor de P = 3.5 mm Hd & Ty
= 2.3 em pH 8.2, Esse valor de F é r&latifimenie prdximo a0

50
eblido por Bois D’Endghien et alii., {1971} parz hemolinfa de Pila

legpoldivillensis, embora o coeficiente de Hill nesse casoe lenha

cidp de 1.2. Assim, anmbas apresentlam moderada afinidade pelo QZ
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nessas condigbes, o que aliks parece ser propriedade comum &S
hemocianinas de moluscos prosobranquios em geral {X¥andum, 19B0).

A hemocianina de A, canaliculats, em PH 8.2 apressniou

valor de F = 2.0 mm Hg tanlo para a molééuia er presenga de
2+ =0 2+ .
Ca guantic de e Mg e ¢ valor de ny foram de 2.0, Os dados de
atinidade pelo 52,9 os valores de coeficiente de Hill =8¢
moetlrados na Tabela 1. O valor de efeito Bohr, foi de - (.30,
tzntoc para & hemolinfa tolal quanto para hemcocianina em Fresengsa
de Ca2+ e H92+, na redifo fisiclbgica de pH 7.0 a 9.0. Ka Fid.
2+ 2+
4, pode-se verificar gue na presengz de fons de Ca e Hg =&
hemocianina apresentou maior afinidade pelo oxigénio do gue a
hemolinfa tota)l em todos os intervalos de pH esludados, porém o
efeite Bohr, bem como o valor de ny nic foram afelados. Altas
2+ 2+ 2+
conceniragbes de ions: de Ca , BEr & M4 aumenian
consideravelmente & afinidade dzs hemocianinas pelo oxidenio.
Entretanio, ¢ diffcil diferenciar os efeites nic-especificos da
mundanga de forga idnica ¢ efeitos especificoe de fansq(ﬁarris el
alii.s, 1975y. Em geral, baixas concenlragfes de Cag+ e Kg2+
resulta emr um decrdscimo da afinidade da hemocianina pelo Oz
{ Redmond, 1955; Er-el el =alii., 1972), enguanio 3 renoglo
conpleta desles {ons pode resullar numa ourva de oxigenagdo
hiperbdlica (Chantler et alii., 1973; Konings el alii., 197%c).
Shaklai el alii., €1975) verificaram gque & nalurezs

cooperativa da ligagdo de Og pela hempocianina de Levanliina

hierpsolima (llan el alii., 1986 pode ser explicada em lernmos de

4Z. ...



+
energia livre de ligaefo dos dois lidantes, C32 e Q. A
dependéncia da afinidade pelo 0y com @& concentiragdo de Caz+
tem sido interpretada em lermos de dois s{tios de ligagdo para
ions Cag§, um promovendo & oulro dificuitgnde & ligasgtoc dsa
hemociagnina com O oxigeénic.

45 hemocizninas de Arirbpodos, gue ler sido getudadas
por vArips pesguisadores {Revisio Ellerton et alii., 19825, retlén

aldunz cooperatividade na zustncia de {Gns divalentes,; excels &

‘hemocianina de Limilus polyphenus {Sullivan gt alil.: 1974 7.

Kiarman & Daniel;, {1984 scugeriran que a perds de
cooperatividade, mno caso da hemociznina de L. PRglyphemus seja
devide agc iratamenlo GCOR EDTA gue ag remover os cdtions
divalentes dissuciocu a moldcula em subunidades monomdricas. s
mecsmos aulores em 1981 compararan & copperatividade de ligagdc
COR ;83 eptre- varios Arirdpodos e Gasiropodos & sugeriramk Sue
nzs hemocianinas de moluscos & cooperatividade esid condicionada

2+ 2+

4 presenga de {fons de <= e Mg .
Hwang & Fung, (1970 demonslrarar gue & melhor naneira
de retirar cdtions da sclugdc de hemocianine & dialisda-la contra

: 24 2+

tamp&e livre de Ca g Hg . Embora & diflise remova oS {ons
fracamente asscciados & moléoula; resulla em alduma perda da

copperatividade., A adipic de EDTA =2 solugko promove perda total &

irreversfvei da copperatividade, demwonsirando Jue mesSRO apbs &

di&iise alguns cﬁiians divalenties continuanr acsooiados &
hempocianina. For oulro lado, Truchotls {1975 %, sugeriu 1
exisléncia de um failor guimice néc identificadn, gue e£sid
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normalmente presente na hemolinfa tolal e pode modificar &

afinidade da hemocianina pelo 0p. Hesse conlexto, os efeitos de
2+ 2+
rH,; temperalura, Ca e Mg poder ser quanlilalivamenle

deeccrilos como uma expressio empirica de P ;gh existﬁncia de 1zl
50
fator & suportado pelos resultados de Harris et alii., {19733

gnde o wvalor de P & baixoc na hemccianine de Czroinus
S0
2+
mediterransns dialisada contira tampdo conlendo Ca s € &

afinidade pelc Op & restaurada pela reconstituigdec da hemolinfa
pelz =adigfo do sobrenadante. Harris el alii (1975) wverificaran
ainda que o faler nio zfela a cooperaltividade de ligdgagho com Op
¢ sugerem que o fator & uma molécula peguena de P.H. menor do gue
SG00 Da; estével e que n%c e3td fortlemenle associada &
hemocianina. Para explicar o mecanismo de cooperatividade; Monod
et alii., (1965) suderiram gue uma proleina pode exislir em dois
estados conformacionais em eguilfbrioc. Existem ¢ estade T, onde
predomina a forma ndo lidada & o estado R, onde predomina a forma
ligada, assumindo-se que todos os sitios de ligaplo s8¢0
equivalentes. A constanie alositdrica [LI = I[TI/IR1. X e K s&o
conslantes de dissocciageds para cada sftio ne -esiadz T Re R,
respectivamente. Aldguns pesguisadores 1ém demonsirado gque &
cimples leoria de KUC ndc consedus descrever salisfaloriamenis o
comporiamento das propriedades alostéricas das hemocianinas (van
Drie} et alii., 1974; Z2ollz el alii., 1978: Kuiper el a&lii.;
1980a 3, ¢ tentaram explicar 05 seus dados experimenlals

utilizands ¢ modelo HEL modificado; incluindo as condigbes em gue
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¥ & independentle de pK e X dependenle de pH. For oulro lado, De
Piiliips & van Holde, (19?5) tém relatade qgue para realizar os
estudos das propriedades alostdricas da moldcula de hémecianiga;
deve—se levar em consideragdo o estado ide agredagdc das
subunidades em fungdo da variaeﬁa de pH; presenca de cdtions
divalentez & porcenisgen de oxidenagdEs.

o exposic, & presenga de substancial diversidade de
zubkunidedes pode farnecer ur excelentle modelo paraz ¢ estudo  da
correlagie estrulura-funegdo, e os comportamentos funcionzis dos
diferentes 1lipos de espbeiee moleculares & & constanle de
reassociapgio das subunidades pela desoxigenaplco, rode levar z uma
melhor compreens®c dos mecanismos alosiéricos gue Operam nss
proteinas olidoméricas em gderal.

Uma vez gque as hemocianinas s&%o moléculas proleicas
muitimdéricas, faz-se necessdrio grande cautela na interpretagio
dos  dados experimentals; principalmenie; porque os padrbes
imunoesletrofordlicos cblidos poder ser muilo complexos devido é&s
diferentes espécies moleculares de diferentes pesos moleculares,
4 interpretagho clara das reapbes imunolbcicas da hemocianina conm
antizoro, requer uma compreens&e geral das propriedades fisico-
qufﬁicas das hemocianinass em esliudo.

Ko precente ltrakalhe n&c livemos a prelengioc de obler
informagbes sobre a microhelerocgeneidade das suvhbunidades. Os
tezles sorplbgices demonsiraram gque © soroc de coelho anti-

hemocianina de A. canaliculalz apresenta alla especificidade

reconkhecendo deterninanties anligénicos de superffeie ou
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conformaciongis da molécula agredada, cComo tanbén s
determinantes antidénicos das subunidades (Fig. 35 e &3, 0Os
padrbes imunaeletrofﬁréticos obtidos no presente ilrakalho foram
muito similares &gueles obilidos pcf ﬁasseyefg et alii., {(19&37
com hemocianina de Cymbium nepluni e por Denuckd & Cushing (19837
comr uma variedade de hemecianinéz. Trés ou nais linhas de
precipitagic foram cbservadas por imunoeletlroforese ew pH B8.2. O
perfil consiste de linhas interiores Peduenas e linhas exlernas
muito mais difusas gque se estendem desde o ponlo de aplicasdc do
antidenc. f' sugestivo que as linhas internas correspondan &

reagfoc de precipilagéfo com noidoulias inteirzs & as linhas difusas

externas 4t reagfies com moléculas dissorpiadas 1710 & 172G, &

denpnsliragdc de «gue a hemocianina de Ampullariz ganzliculats
dissociada difere imunoguimicamente da molécula associadsa
apresenta um interessanle ‘significado prdtico, e pode ser

utilizado para inierprelar o grau de disscciagde do antfdens =&
ser testado. Os resultados apreseniam evidéncia adicional de
naturezaz imunoguimica gue envolve ¢ ®‘ecaniskoe de reagdo de
associagde € dissociagdo, como também reversikilidade dessa

reEAgRl.
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