










































































3.4. PRORIEDADES FVICIOIAIS DA HEKOCIAXIXA

Os estudos da afinidade da hemocianina de AmEullaria

canaliculata pelo oxigênio mo1ecu1ar foram realizados pelo método

tonométrico, em uma faixa de pH entre 6.0 e 9.0!(Tabela I).

Como mostra a fIG. 4, a curva de satura~ão da

hemocianina
+

lons H (ô. 10g p
50

O valor do coeficiente de Hill (nH)' que indica o grau

de intera~40 entre os s{tios de liga~ão, variou de 1.0 a 2.3 no

pelo oxigênio molecular dependeu da concentra~ão de

/ A pH = - 0.30).

intervalo de pH estudado (6.0 a 9.0), sugerindo a forma~ao de

diferentes espécies moleculares pela varia~40 de pH.

Para melhor visua1iza~40 das propriedades funcionais da

hemocianina de
6..:. canal i c u lauta, juntaram-se todos os dados

funcionais em um gráfico <fig. 4). Através da figura pode-se

verificar que a liga~ão da molécula protêica com
02. f o i

dependente de pH, apresentando um valor de efeito Bohr de

aproximadamente -0.30, nos intervalos de pH estudados (6.O a

9.0), tanto na hemocianina total quanto na hemocianina em
2+

presen~a de cátions divalentes; a molécula em presen~a de Ca
2+

Hg

e

apresentou maior afinidade pelo 06 em todos os valores de

pH estudados; o valor do coeficiente de Hill variou de 1.5 a 2.0

sugerindo a forma~~o de especies moleculares heterogêneas com
+

varia~ão da concentra~ão de ions H .

a

o quelante EDTA na concentra~~o de 10 mH dissociou

totalmente a molécula protéica, tornando-a não alostêrica, ou
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seja, n~o apresentando efeito Bohr e nem cooperatividade de liga-

~~o com OZ .
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TABELA I

r::

()ados de equilibrio de O2 da hemocianina de a. canaliculata.

~ pH Cátions Divalentes
F'eo (mm Hg),

nH

('\.

,..

,...

,...

,...

0

,...

r

f'

r

('

(\

(,

r-.

r.

r

r-...

,.......

6.5

6.8
7.3
7.5
7.7
8.0
8.4

8.7

9.0

6.4

6.7

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2-

Ca2+

Ca2+

*total

total

total

total

total

total

total

total

-total

6.31

6.03

5.62

1.8
1.9
2.1
2.2
.-.~.
..:: ::.

2.<3

2. '.;'

2.3
.-. .
..::.. .~.

1.6

1.6
1.6
1.8
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

2.0

1.5

1.6

1.8

1.8

1.8

1.9

2.0
2.0

6.9
~ .-.
/ ...::.

7.4

7.7

8.0

8.2

8.4
8.6

6. =. Mg2+

Mg2+

Mg2+

Mg2+

Mg2+

Mg2-

Mg2+

Mg2+

5.2=.

4.47

3.86

2.82

2.10

1.70

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20'mM)

(20 mM)

(20 mM)

4.80

5.17

5.00

4.02

3.40

2.60

2.31

2.00

1.50

1.30

6.7
7.1
7.4
7.7
8.0
8.3
8.5

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

(20 mM)

4.00

4.20

3.63
3.20

2.50

2.24"

1.66

1.40

('

*Total siqnifica Hemolinfa total recém coletada.
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FIG. 4 - VARIAÇAO DO COEFICIEITE DE HILL (DH) E PRESSAO PARCIAL
DE °a XECESSÁRIA PARA SATURAR 50S DA KOLECULA DE HEKO-
CIAXIIA EK FUIÇAO DO pH:

Hemol inta total (O);
2+

Hemocianina em presen~a de Ca 20 mH <8)
2+

Hemocianina em presen~a de Hg 20 mH <O)

Hemocianina em presen~a de EDTA 10 mH (6)
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3.5. ESTADO DE DISSOCIAÇAO DA HEKOCIA.I.A DE A. ~analiculata.

o estado de dissocia~~o da hemocianina loi determinado

por filta~~o em gel de Sephacryl 5-400 HR, equil~brado com tamp~o

Tris-HCl 0.05 M pH 8.2 preparado com H O milli-Q. Nestas
2

três picos de eluioáo de P.M. 7.5 x
5

3.2 x 10 Da, correspondendo a subunidade

condioôes, foram obtidos
6 6

10 Da, 1.0 x 10 Da e

l/I, 1/10 e 1/20. A an~lise imunoeletrofor~tica das fraoOes

elu{das da coluna é mostrada na FIG. 5. Os picos 1, 2 e 3

<orifícios
.

2, 3 e 4 ), apresentaram diferentes mobilidades

eletrofor~ticas, sendo que a protelna de p~so molecular mais

elevado permaneceu mais pr6xima do orifício de aplica~~o. AI'm

disso, podemos verificar aparecimento de novos arcos de

precipitaoão á medida que ocorre a dissociaoáo da molécula.

A hemocianina total (orif!cio 1) mostrou ser bastante

homo~ênea nas condioôes que se desenvolveu a eletroforese, poréUL

é poss1vel observar pelo menos três arcos de precipitaoáo, o que

vem corroborar os resultados de !iltraoão em gel, onde foram

obtidos 3 picos de diferentes pêso molecular. Por outro lado, a

hemocianina desionizada e colocada em presenoa de EDTA 10 mM,

(ori!!cio 5), mostra a formaoão de várias espécies moleculares,

apresentando identidade parcial entre as subunidades formadas.
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3.6.
I

EFEITO DE EDTA E DOS CATIO8S DIVALE8TES SOBRE O ESTADO DE

AGREGA~~ODE HEBOCIA818A DE A. canaliculata.

Com o
objetivo de verificar o efeito ,de

2+
Ca e

2+

H~

sobre a hemocianina de ~ canaliculata e, principalmente, a

reversibilidade da dissocia~~o ocasionada pelo EDTA, realizou-se

o estudo de anàlise imunoeletroforêtica. Como mostrado na FIG. 6,

a hemocianina desionizada mostrou maior hetero~eneidade (orifício

dar maior estabilidade a molécula, fornecendo agregados maiores e

mais compactos do que a hemocianina desionizada. Com o objetivo

de verificar a reversibilidade do estado de agrega~~o das

subunidades, tratou-se a hemocianina desionizada com EDTA 10 mH e

a seguir realizamos uma diâlise exaustiva contra tamp~o Tris-HCI

0.05 H pH 8.2 para remo~~o do quelante (orif1cio 1). No oriflcio

2, foi colocada a mesma amostra apbs remo~~o do EDTA, e
2+

incubadas durante 12 horas com Ca 20 mH. O tratamento prêvio da

prote!na com EDTA parece dissociar irreversivelmente a molécula.
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4) nas condi6es de corrida do gel, ou seja, tampo veronal 0.05
2+ 2+

H pH 8.2 ela relao as moléculas contendo Ca e H9 20 mH

2+ 2+
(orif!cios 3 e 5, respectivamente). Os tons Ca e Hg parecem
















































