LUCIA PEREIRA DA SILVA AIROLDI

HEMOCIANINA DE Megalobulimulus ovatus: ASPECTOS ESTRUTURAIS E
FUNCTONAILS

Tase de Livre Docencia apresen
tada ao Instituto de Biologia
da Universidade Estadual de

Campinas.

CAMPINAS
1983

et o A na

e P om



A meu pat,

Claudio,

Flavia, Giovana, Renata e Rogerio.



AGRADECTIHMENTOS

Ao Prof.Dr. Jose Aristodemo Pinotti, Magnifico Rei-
tor da Universidade Lstadual de Campinas, ao Prof,Dr, {rodowaldo
Pavan, DD.Diretor do Instituto de Biologia e ao Prof.Dr, Avelino
Rodrigues de Oliveira, Chefe do Departamento de Bioguimica, pelo
apoio ao desenvolvimento de pesquisas neste Departamento,

Ao Prof.Dr. Aldo Focesi Junior, que nos iniciou na
carreira cientifica, pelo incentivo e amizade sempre demonstra-
dos.

A todos os colegas do Departamento de Bioquimica,em
especial ao Dr. Avelino Rodrigues de Oliveira por nos facilitar
o uso de seu laboratdrio, ao Dr.AnTbal Eugenio Vercesi e Dra.
daria Edwiges Hoffmann pelo auxilio na obtencdo de parte da bi-
blicgrafia e as Dra. Maria Sumiko Arita Matsuura, Nilce Correa
Meirelles ¢ Satic Hatsushika Ogo, pelas criticas e discussoes no

decorrer deste trabatlho.

Ao Sr. Jose Osmar Gaspar da Segao de Virologia do
Instituto Agrondmico de Campinas por possibilitar a obtencdo das

fotomicrografias eletronicas.

Ao Dr. Raphael Faro Netto, do Instituto "Dante Paz-

sanese" de Cardiologia de Sao Paulo, pela permissao de uso  da

ultracentrifuga analitica, e 3 Srta. Rosa Sadoyama pelo desempe-

nho tecnico.



Ao Dr. Pierre Charles Georges Montouctiet do Departa
mente de Zoologia, e o Dr. Jose Luiz Moreira Leme do Museu de
Zoologia de Sao Paule, pelas informagoes a respeito do animal
utilizado.

Ao Dr.Washinqgton Brasil Pereira da Silva, Sra Dora
Ceélia Sancho Pereira da Silva, Sr. Antonio Carlos G. Gianconi e
Sr. Luiz Pugusto C.Passos pela coleta dos animais.

Aos funcionarios do Departamento de Bioquimica e em
especial a Srta Regina Celia Rossetto pelo cuidado dispensado na
manutencao dos animais no laboratdrio e a Srta Maria Luiza de

Souza, pelo esméro e dedicagdc no trabalho de datilografia.



ABREVIATURAS

Bis-tris Bis(2-hidroxietil)imino~tris(hidroximetil)metano
EDTA acido etilenodiamino tetracetico
EGTA acido etilenoglicol bis(B-aminoetil eter)-N-N'-

tetracetico

EXAFS "extended X-ray absorption fine structure”
PBS "phosphate buffered saline"

PMB p~hidroxi mercuribenzoato

SDS dodecilsulfato de sodio

Tris Tris(hidroximetil)-amino metano.



TNDICTE

CONSIDERAGCUES INICIAIS E OBJETIVOS.......... svees
INTRODUCAO L A T T I e T T T T
PARTE EXPERIMENTAL ... .vvuvn.n. Cerreee Cierees
Obtengao do material biol0Gico vuveweenvnnnn. oo
Beterminagao do pH da hemolinfa ..... Cerea veean

Purificacao da hemocianing vuvveeevenuennnneness

Separagao de a e B hemocCianinas ....veeieeesees

Analise por ultracentrifugacdo .......eveeeoen. -
Obtengao de hemocianina desionisada.....eeeeees.
Determinagao do coeficiente de extingdo ........
Determinagao da concentracdao de proteina........
Preparacao da apo-hemocianina.......uceiiiveensan

Efeito da concentracgdo hidrogenionica e de
cations divalentes na dissociacdo de hemop-

CTBNTINE ittt veooeonnraoansasseoosinoannnanas .
Determinagdc do rontebdo de carbohidratos.......
"Tetroforose em gel de pofiacrilamida ..., .. ...
Determinacao de grupos tiois livres.............
Analise por microscopia €1etronica ......veees..
Preparo de antissoros.....voeeeess creeraans ceosa
Testes SErol0gicS e eeeeeeeeerseoeaneonnannnnns .o
Titulagdo Com CIaneto.eee e e e renrrensnreonnnans

Remogao de cobre por cianeto..ivoeseeonnsvennnns
Estudo de equilibrio da B hemocianina com oxige-

-------------------------------------

Efeito da concentragdo hidrogenionica no equilf-
brio da B hemocianina com OXIgENi0.veeievonsons .
Efeito da concentragdo de calcio no equilibrio

da R hemocianina com oxigenio..... Cereeee e aaees

RESULTADOS

-------------------------------------

23
23
23
25
26
26
27
27
28
28

29
29
30
31
31
32
33
33
33

34

37

37
38



Caracterizacao do material

1010910 vvvvvnunnn.

Analise das preparagdes de o e B hemocianinas..

Efeito do pH e de Jons ca’
B hemocianina.............

+ . C o~
na dissociacao da

Determinagao do contelido de carbohidratos.......
Analise por eletroforese em gel de poliacrilami-

da.i‘ll.l‘!ll!li ooooooo * 4

ccccccc LEN BT I B e B I R B B R B

Determinacao de grupos tiois livres.......... Con
Analise por microscopia eletronica.......... e
TeSteS SErOl0giCoS e uneee e eneeeenenenseennennss
Efeito de adigao de cianeto a oxihemocianina.....
Cinetica da remogdo de cobre por cianeto........

Contelido de cobre e capacidade de ligagdo de

XTGBT G u s e tnnsesennnsnoasnennnnonssasenes .
Equilibrio da hemocianina com OXigeNi0..u.ees.an
L T X
RESUMO . Lt ittt ittt it et et e s s nneaaaaannanonens
SUMMARY v i v i v v e . it et e s e e .o

oooooooooooooooooooooo

pag.

38
39

44
48

48
52
52
56
56
66

66
70

74
93
95
97



CONSIDIRAGUCS INICIAIS F OBJETIVOS

0 nosso interesse por hemocianinas foi uma decor-
rencia dos trabalhos sobre a relagdo estrutura-fungio de hemoglo
binas, desenvolvidos em colaboragao com o Dr, Aldo Focesi Jdr., a
Dra, Nilce Correa Meirelles,a Dra, Satie Hatsushika Ogo alem de
alguns estudantes de pds-graduacdo que desenvolveram seus traba
Thew de tose neste laboratorio.

Sendo as hemocianinas tambem transportadores de
oxigenio, mas com estrutura e composigao totalmente diferentes
das hemoglobinas, decidimos estudar mais detalhadamente esse tipo
de proteina respiratoria. Nossos trabalhos iniciais desenvolve-
ram-se na Universidade de Roma, em colaboragao com o Dr.Maurizio
Brunori e o Dr. Lello Zolla, quando tivemos a oportunidade de es
tudar a influéncia de varios ligantes sobre a remogao de  cobre

por cianeto em hemocianinas de diversas especies de moluscos e

artropodos.

Retornando ao Brasil, entramos em contacto com o
Dr.Pierre Charles Georges Montouchet, do Departamento de Zoolo-
gia deste Instituto, que nos forneceu varias informagoes sobre o
melusco Megalobulimulus ovatus, conhecido popularmente como "ber
rador", devido ao ruido produzido pela radula ao se alimentar de
folhas verdes. Esse animal apresenta inumeras vantagens como ma-
terial de estudo cientifico, ou seja, existe em nichos ecologicos
restritos e de facil acesso, e bastante resistente e de facil
manutencdo em Taboratdrio, e apresenta dimensfes que facilitam a

coleta e alto rendimento em hemolinfa.



Assim, iniciamos um trabaiho de purificacao e ca-
racterizacac da hemocianina proveniente desse gastrdpodo , bem
como o estudo de algumas propriedades funcionais e estruturais
com a finalidade de relaciona-las entre s7. Esperamos com o pre
sente trabalho de tese, acrescentar a literatura existente esses
dados relativos a hemocianina de um gastropodo pulmonado de ha-
bitat terrestre, pois embora hemocianinas de um grande numerc de
especies marinhas e de agua doce tenham sido estudadas, entre o0s
gastropodos terrestres somente as hemocianinas de Helixz pomatia

e Levantina hierosolima foram até hoje descritas detalhadamente.



INTRODUGAO

Hemocianinas s3o proteinas de alto peso molecular
que ocorrem dissolvidas livremente na hemolinfa de alguns inver-
tebrados pertencentes aos filos Mollusca e Arthropoda, Sao en-
contradas em espécies terrestres e de agua doce, mas principal-
mente em especies marinhas. Sua func¢do fisiologica ¢ semelhante
3 da hemojlobina, agem no transporte de oxigénio ao qual também
se ligam reversivelmente, embora suas propriedades funcignais e
estruturais sejam ainda bem menos conhecidas e estudadas que 25
de hemoglobinas., Na realidade, a parte a semelhanga funcional,as
hemocianinas parecem ter muito pouco em comum com outras proted-
nas respiratorias. Apresentam peso molecular bastante elevado,
cerca de 1 X 10? daltons para as de alguns moluscos e 4,5 X 105
daltons no caso das de alguns artropodos( BONAVENTURA & BONAVENTURA,
1980). Contem cobre ao invés de ferro, o que lhes confere uma cor
azul caracteristica, e ndo possuem porfirina, apresentando entrg
tanto em alguns casos, cadeias de carboidratos contendo glicosa-
mina, galactosamina, fucose, manose, galactose, glicose, xilose
e outros residuos ainda n3o identificados ( TORENSMA et alii,
1987a;Van HOLDE & Van BRUGGEN, 1971; DIJK et alii, 1970 e ALBER-
GONI et alii, 1972).

A cor azul da hemolinfa de moluscos havia chamado
a atencio de naturalistas hd muito tempo, tendo ja sido descrita
por SWAMMERDAM em 1669. Outros autores também descreveram a ocof
réncia de sangue azul em caramujos, caranguejos e polvos (KOBERT,
1903)., 0 reconhecimento de sua fungio como proteina respiratoria

deve-se a BERT em 1867, FREDERICQ em 1878, utilizou pela primei-



ra vez os termos "oxihemocianina" e "hemocianina", referindo-se
a essa proteina respiratoria quando ligada ou ndao ao oxigenio,

A maioria dos estudos de hemocianinas de moluscos
foi realizada com espécimens pertencentes as classes Gastropoda
(principatmente Pulmonata e Prosobranchia} e Cephalopoda ( espe-
cialmente Decapeda e Octopoda) ( HEIRWEGH et alii, 1961; De
PHILLIPS et alii, 1970; Er - el et alii, 1972, WOOD & PEACOCKE ,
1973; HALL et alii, 1975; BRIDGES et alii, 1979; BRIX et alii,
1979 e BONAVENTURA et alif, 1981). Também fol descrita a hemocia
nina de quitons (REDMOND, 1962a), pertencentes a subclasse Poly-
placophora da classe Amphineura. Em espeécimens das ciasses Mono-
placophora, Scaphopoda e Bivalvia e da subclasse Opistobranchia
da classe Gastropoda, nac foi ainda descrita a presenca de hemo-
cianina (VYan HOLDL & Van BRUGGEN, 1971). Nos moluscos, quase to-
da a proteina encontrada na hemolinfa & hemocianina, cerca de
95% em Helix pomatia e 98% em Octopus vulgaris { LUSTIG et alii,
1937). A concentragao da hemocianina frequentemente varia com a
idade e a estacdo do ano, sendo de 15 a 50 mg/ml em H,.pomatia e
de 60 a 114 mg/ml em O.vulbyaric { PILSON, 1964},

No filo Arthropoda, encontra-se hemocianina nas
especies da ordem Decapoda, pertencente a subclasse Malacostraca,
e nas especies da classe Crustacea ( JOHNSTON et alii, 1967 ;
MOORE et alii, 1968; FIELDER et alii,1971; CARPENTER & Van HOLDE,
1973; CHANTLER et alii, 1973; KUIPER et alii, 1975;HAMLIN & FISH,
1977; BROUWER et alii, 1978a; CHAIX et alii, 1981 e HERKOVITS et

alii, 1981). E também encontrada nas ordens Araneida e Scorpio-

nida, ambas da classe Arachnida (LOEWE & LINZEN, 1975; JOLLES et

alii, 1979; KLARMAN & DANIEL, 1980 e Van BRUGGEN et alii, 1980),

e em Limulus polyphemus, uma das quatro gspecies remanescentes



da ordem Xiphosura, da quase extinta subclasse Merostomata
(SULLIVAN et alii, 1974), Ha tambem descrigao da existéncia  de
hemocianina nas ordens Isopoda, Amphipoda e Euphausiacea perten-
centes a subclasse Malacostraca { TERWILLIGER et alii, 1979 e
Van HOLDE & BRENOWITZ, 1981), Ainda nao foi detectada hemociani-
il s clazses Progoneata, Chilopoda, llexapuds ¢ na subclasse &n
tomostraca dos crustdceos {Van IOLDE & Yan BRUGGEN, 1971). ATEém
da hemocianina, em geral a hemolinfa dos artrépodos  contém uma
proteTna responsivel por coagulagio, em concentragdo aproximada
de 2 mg/ml, e pequenas quantidades de outras proteinas de baixo
peso molecular (DUCHATEAU & FLORKIN, 1954; PILSON,1965 e DECLEIR,
1968). A variacgao da concentragdao da hemocianina na hemolinfa de
artropodos & bem grande, ocorrende na faixa de 0,3 a 100 mg/ mi

(GHIRETTI, 1962}.

As hemocianinas apresentam-se em uma grande varie
dade de estados de agregacao que dependem da forga ionica, espe-
cialmente da concentragdo de cations divalentes como ca’t e Mng
e do pH (LONTIE & WITTERS, 1973 e BONAVENTURA & BONAVENTURA,T1980).
Fstudos de microscopia eletronica e a determinagac de coeficien-
tes de sedimentacido revelaram padrdes completamente diferentes
para as hemocianinas de artropodos e de moluscos ( Yan BRUGGEN &
FERNANDEZ-MORAN, 1966; FERNANOEZ~MORAN et alii,1966;Van BRUGGEN,
1968; WOOD et alii,1971; MELLEMA & KLUG, 1972 ENGELBORGHS &
LONTIE, 19733 SIEZEN, 1974; SIEZEN & Van DRIEL, 1974; SIEZEN &
Van BRUGGEN, 1974 e BROUWER et alii, 1976), refletindo profundas

diferencas em sua estrutura quaternaria, embora suas proprieda-

des funcionais exibam bastante similaridade, pois cooperativida-

de na ligagdao de oxigeénio, efeito alosterico de protons, de ions

cloreto e de Jons de metais divalentes como calcioc e magnesio,



sdo comuns as hemocianinas de especies de ambos os filos ( BONA-
VENTURA & BONAVENTURA, 1980). DNDentro de cada uma das duas clas-
ses de hemocianinas, ha uma relativa uniformidade nos valores dos
coeficientes de sedimentac¢ao observados, embora ndo haja nenhum
componente com um determinado valor de coeficiente de sedimenta
¢do comum as hemocianinas dos dois filos. Assim, tanto em molus-
cos quanto em artropodos as hemocianinas apresentam mais de um
estade de agreqgacie, sem que haja evidancias ate agora de una
subunidade monomerica comum a ambas (BRUNORI et alii, 1982b),

As hemocianinas de artropodos existem principal-
mente em estruturas quaternarias que apresentam coeficientes de
sedimentacao 5, 16 e 25 S, embora em alguns casos tenham sido
obtidos valores de 34 e 60 S para hemocianinas de Limulug poly-
phemus, Cancer pagurus, e de alguns espécimens da classe Arachi-
nida (Van BRUGGEN, 1968; Van HOLDE & Van BRUGGEN, 1871). A par-
tir desses valores obtém-se um peso molecular de cerca de 4,5 X
105 daltons para a maioria das moleculas nativas de hemocianinas
de artropodos, correspondentes ao componente 16 S, que seria O
hexamero da unidade 5 S. Em alguns casos, a molécula nativa & o
proprio hexamero, como a hemocianina de Panulirus tnterruptus
(KUIPER et alii, 1975), a de Penaecus setiferus (BROUWER et alii,
1978a) e a do isGpodo Bathynomus giganteus(Van HOLDE & BRENCWITZ,
7981). Ja em outros casos, como nha hemocianina de [imulus poly-
phemus, a molécula nativa compde-se de 48 subunidades( 48-mero )
(JOHNSON & YPHANTIS, 1978). A existéncia da molécula em hexame-
ros, dodecameros, 24-meros ou 48-meros, &, no caso dos artropo-
dos, dependente da espécie. Alem disso, parece haver uma relacao
entre o peso molecular da molecula de hemocianina e a existéncia

de subunidades heterogéneas ou homogéneas. Assim, Limulue poly-



piiemus € Pachypleus tvidentatwus possuem hemocianinas altamente
polimerizadas (48-meros) ¢ apresentam uma extensa diversidade de
subunidode s (LANY el alti, 1979), cnquanto que recentemente  fo-
ram caracterizadas duas hemocianinas hexaméricas, uma do isopodo
Liga exotica {TERWILLIGER et alii, 1979) e outro do camarao
Penacus setiferus ( BROUWER et alii, 1978a), que aparentemente
nao apresentam subunidades heterogeneas.

No filo Mollusca, as duas classes principais pa-
recem apresentar hemocianinas diferentes. Nos gastropodos, a he-
mocianina existe na forma de grandes particulas cilindricas, de
cerca de 30 nm de diametro e 36 nm de altura, com peso molecular
de aproximadamente 1 x 107 daltons (FERNANDEZ-MORAN et alii,1966 e
MELLEMA & KLUG, 1972), Nos cefalopodos, a hemocianina tambem
apresenta forma cilindrica, e o mcsmo diametro de 30 nm, mas a
altura corresponde a metade daquela observada para os gastropo-
dos ( Van HOLDE & COHEN, 1964; TALLANDINI & SALVATO, 1981 e BONA
VENTURA et alii, 1981). Alem dessa diferenga estrutural na mo1§-.
cula nativa, alguns gastropodos, principaimente os de habitat
terrestre possuem hemocianinas que apresentam dois componentes
distintos, o e B hemocianina, Esses componentes apresentam o mes
mo peso molecular e coeficiente de sedimentacao, mas diferem quan
to 3 dissociacao: o hemocianina dissocia-se de particulas 100 S
para 60 S (metades) em presenca de NaCl 1 M em pH 5,7, enquanto
8 hemocianina & estidvel nessas condigoes (HEIRWEGH et alii, 1961).
A relacdo desses dois componentes varia nas varias especies des-
critas. Enquanto Helix arbustorum apresenta 100% de o hemociani~
na, Pila leopoldvillensis, Cymbium neptuni € Buccinum undatum
apresentam somente B hemocianina, Ja Helix hortensis, Stropho-

cheilus terrestris e Helix aspersa apresentam cerca de 25 2 30%



de o ¢ 75-70% de 8 hemocianina e telixz pomatia, sem duvida ate
hoje a melhor estudada, 75% de a e 20L% de B hemocianina ( Van
HOLDE & Vun BRUGGEN, 1971}.

A menor unidade descritana hemocianina de moluscos
possui um coneficinnte de sedimenlacao de 11 a 14 S, correspondcn
do a um peso molecular de aproximadamente 4 x 107 daltons. Essa
unidade porem, seria ja um polimero (octamero) da subunidade fun
cional minima tedrica, calculada a partir da determinagao de co-
bre (Van BRUGGEN et alii, 1962; GHIRETTI, 1966; GHIRETTI-MAGALDI
et alii, 1966 e Van HOLDE & Van BRUGGEN, 1971). A hemocianina de
moluscos aparece na hemolinfa principalmente como componentes 20,
60 e 100 S (BROHULT, 1947; OMURA et alii, 1961; Van HOLDE & COHEN,
19645 ELLIOT & Van BAELEN, 1965 e LONTIE & WITTERS, 1966),embora
componentes de coeficientes de secimentacao 135, 155 e 175 § te-
nham sido encontrados na hemocianina de Busyoon canaliculatum
(ERIKSSON~QUENSEL & SVEDBERG, 1936). Um maior grau de organiza-
¢do foi observado para o gastropodo Kelletia kelletia onde micro
grafias eletronicas mostram polimerocs lineares formados pela
agregacio das moléculas (CONDIE & LANDER, 1964). Semelhante feno
meno foi encontrado por GHIRETTI-MAGALDI et alii, 1979, que des
creveram estruturas tubulares resultantes da agregagdo exponta-
nea da hemocianina de dplysia limaeina.

Uma diferenca fundamental no que diz respeito a
dissociacdo das hemocianinas de artropodos e moluscos & que, no
caso de artropodos, a dissociacdo acarre até a subunidade funcio
nal minima, 5 S, de peso molecular aproximado 7,5 x 104 daltons,
que & a unidade que contém um sTtio de ligacio cobre - oxigenio
{ BONAVENTURA & BONAVENTURA, 1980). Essa dissociagdo € alcangada

em condicoes brandas, pelo aumento do pH e emprego de agentes



quelantes como EDTA ou EGTA, ou pela remogdo dos cations divalen

* por dialise em pH alcalino, acima de 9 ( SULLIVAN

tes Ca2+e Mg2
et alii, 1974, LOEWE & LINZEN, 1975; ROCHU et alii,1978 e LARSON
et alii, 1981}, J3 as hemocianinas de moluscos apresentam um si-
tio de Tigacao por cadeia peptidica de 5 x 104da]tons {  BROWER
& KUIPER, 1973 e QUITTHER et alii, 1978), embora nao se dissoci-
em alem de um polimero 11 a 14 S, nas mesmas condigoes acima des
critas para as hemocianinas de artropodos. Mesmo empregando agen
tes como ureéia, cloreto de guanidina e dodecilsulfato de sbdio,
nio ocorre dissociagao alem desse estagio. Somente em condigoes
mais enérgicas, como o uso de dcido formico 70%, ha dissociagao
em subunidades de cerca de 5 x 104 daltons de pesc moiecular {(apro-
ximadamente 3 S), alem de pequena guantidade de material com 2,5
X 104da1tons de peso moltecutar (DIJK et altii, 1970). Mais recen-
temente foram isoiadas essas subunidades atraves de clivagem pro
teolTtica da molecula proteica (LONTIE et alii, 1973; GIELENS et
alii, 1975; BONAVENTURA et alii, 1977 e GIELENS et alii, 1980) e
apesar de manterem as caracteristicas de ligacao com oxigenio,
perdem a capacidade de reassociacao entre s7 para formarem a
molecula nativa (BONAVENTURA et alii, 1977a).

As subunidades isoladas mostram-se  heterogéneas

em suas propriedades espectrais e funcionais ( BROUWER et alii ,
19763 BROUWER et alii, 1979 e GIELENS et alii, 1980), contudo nao
est3d ainda claro se essa heterogeneidade e resultado da fragmen-
tacio proteolitica ou uma propriedade intrTnseca, resultante de
diferencas estruturais em cada cadeia polipeptidica. F interes-
sante notar que em apenas dois casos, o hemocianina de Heltiwx po-
matia e hemocianina de Murex trunculus foi demonstrada a exis

tencia de cadeias polipeptidicas diferentes ( BROUWER et alii,

1978b e BROUWER et alii,1979}.
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0 desenyolvimento de técnicas eletroforeticas e
imunoldgicas bastante sensTveis tornou possivel a  determinagdo
de relacbes antigenicas entre hemocianinas da mesma ou de dife-
rentes especies., A hemolinfa de felix pomatia contem o hemociani
na e duas formas de 8 hemocianina, uma fragao que se cristaliza
(Bc) e uma fragao sollvel (Bs); Bs e a sdo imunologicamente idén
ticas e ambas diferentes de Bc { GIELENS et alii, 1973; GIELENS
et alii, 1979; PREAUX et alii, 1979 e LONTIE, 1982).

Fssas mesmas tBcnicas foram tambem empregadas pa-
ra determinar a orientacao relativa entre as varias subunidades,
como no caso da hemocianina de Androctonus australis, onde dyas
subunidades idénticas estdo localizadas internamente a subunida-
de 34 S, enquanto outras quatro tambem ideénticas entre si ocupam
posicoes externas (LAMY et alii, 1980). As homologias observadas
entre virias hemocianinas, de acordo com resultados de tecnicas
imunoeletroforéticas, sdo de grande valor no estabelecimento de
relacGes filogengticas entre as hemocianinas. Assim, em hemocia-
ninas de crustéceos, ROCHU & FINE, 1978 e SEVILLA & LAGARRIGUE,
1979, encontraram relagoes antigénicas entre varias subunidades,
enquanto henhuma correspondencia foi observada entre quelicera-
dos e crustaceos (PARISI et alii, 1962 e MALLEY et alii, 1965).

Aparentemente as hemocianinas pertencem ao tipo 3
de proteinas azuis qgue contém cobre, caracterizadas por apresen-
tarem uma banda de absorgao intensa no yltravioleta f-Oximo, em
335 a 350 nm (DOOLEY et alii, 1981), alem da absorcgdo em 278 nm
e de outro pico de menor intensidade na regido de 550 a 650 nm.

Fm ambos os filos as propriedades espectrais se assemelham embo-

ra claras diferengas sejam descritas, como a absorbancia maxima

em 336 nm para as hemocianinas de artropodos € em 346 nm para as
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de moluscos, além de variagdes na atividade otica ( BRUNORI et
alii, 1987). A ligacio do cobre a proteina ¢ bastante forte,ten-

do sido obtidos valores de 1017 a 101°

para a constante de Tiga-
¢ioc (STRICKS & KOLTHOFF, 1951; FESENFELD, 1854). 0 conteudo de
cobre difere nos dois filos, embora em todos os €asos estudados
até agora, haja sempre dois atomos de cobre para cada molecula
de oxigénio ligada. 0 cobre nao ¢ removido da proteina,mesmo des
naturada, por agentes complexantes como EDTA ou o- fenantrolina.
A remogdo de cobre pode ser feita porem por cianeto, que remove
cerca de 85 a 100% do cobre, produzindo a apo-hemocianina, cujas
propriedades fisicas ndo parecem diferir muito das da  proteina
nativa (BAYCR & FIEDLER, 1962; GHIRETTI-MAGALDI et alii, 1966 e
FERNANDEZ-MORAN et alii, 1966), embora estudos recentes demons-
traram modificacdes antigénicas causadas pela remogdo desse metal
(AIROLDI et alii, 1982). Esse processo & reversivel, tendo sido
descritos na literatura rendimentos de 65 ate 100%, desde que
seja usado cobre monovalente para a obtencdo da hemocianina a

partir da apoprote?na (GHIRETTIwMAGALDI & NARDI, 1963; LONTIE et

alii, 1965 e ZATTA & SALVATO, 1980).

A estrutura do centro ativo das hemocianinas,isto
¢, a natureza dos grupos que se ligam ao par de atomos de cobre,
ainda niao se encontra totalmente esclarecida., Evidéncias indire-
tas de que grupos sulfidrilas poderiam estar ligados ao cobre
(KLOTZ & KLOTZ, 1955) foram descartadas pelos resultados obtidos
por GHIRETTI-MAGALDI & NARDI, 1963; LONTIE, 1958 e THOMSON et
alii, 1959, que mostraram que a remocao de cobre causa no maximo
a exposigao de um grupo sulfidrila por quatro atomos de cobre
removidos e que o bloqueio desses grupos na apo-hemocianina por

reagentes especificos para grupos -SH, ndo impede a reconstitui-
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civ <o proleina pela adicae de sal de Cu(l). Uma ocutra hipctesc
seria a ligacao dos atomos de cobre a residuos de histidina, o
que tem sido confirmado por uma séerie de evidéncias quimicas e
espectroscopicas: as curvas de titulagao de hemocianina e apo-
hemocianina indicam a liberagao de um grupo com pK de valor se-
melhante ao da histidina por atomo de cobre removido ( LONTIE,
1958 e KONINGS, 1969); a fotoxidagdo da histidina estd relacio-
nada com & perda das caracteristicas de absorgao do cobre { WOOD
& BANNISTER, 1968 e ENGELBORGHS et alii, 1968); espectros de di-
croTsmo circular de hemocianinas sc assemelham a certos comple-
xos de cobre com peptideos onde a ligacdo se da atraves de resy-
duos de histidina (McKEE et alii, 1981). Os estudos de oxihemo-
cianinas feitos por FREEDMAN et alii, 1976, atraves de Raman res
conante, demonstraram que a yibracdo de estiramento para o dioxi
genio ligado e caracteristica de uma ponte peroxido, sendo pro-
posta a transferéncia de um eleétron de cada um dos Cu(l) ao O,
na ligacao da molecula de oxigénio, formando
Cu(11)05™ Cu(1l)

Mais recentemente, as evidéncias sugeridas por
estudos do espectro vibracional (FREEDMAN et alii,1976 e LARRABEE
&% SPIRD, 1980), propriedades magnéticas (DOOLEY et alii, 1978} ,
quimicas (EICKMAN et alii, 1979) e eletronicas (FREEDMAN et alii,
1976; EICKMAN et alii, 1973 ¢ HIMMELWRIGHT et alii, 1980)de oxi-

L] . . - . .
o meta-hemocianinas, levaram a preposiqac de um si1tio com dois

Jtomos de cobre(II), mantidos por ligantes endogenos exogenos

formando pontes, resultando em um complexo diamagnético , onde

- J>550 Gm” | (McKEE et alii, 1981). No caso de oxihemocianina, ©

ligante exdgeno seria OS', enquanto que © 3tomo responsavel pela

ponte endogena permanece desconhecido, embora haja frequentes su
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gustoes de que seja um resTduo de tirosina o doador de oxigé-

nio fenolico, devido a absor¢do em 425 nm do espectro visTvel
(EICKMAN et alii, 1979). 0s estudos de LROWN et alii, 1980, com
hemocianina de Busycon canaliculatum na forma oxigen da utilizan
do anilise por absorgdo de Raios-X (EXAFS), mostram a coordena-
cio de quatro a cinco atomos de baixo nimero atomico { provavel-
mente oxigénio e/ou nitrogenio) a cada cobre com uma distancia
de 3,67 R entre os dois atomos de cobre. Os mesmos autores consi
deram que cada Cu{Il) esteja ligado a trés nitrogénios imidazoli
cos, uma ponte perdxido e um ligante enddgeno. Ja os trabalhos
de CO et alii, 1981 e de CO & HODGSON, 1981, sugerem nado trés,mas
apenas dois grupos imidazolicos 1igados por atomo de cobre, man-
tendo entre si uma distancia de 3,55 R na oxihemocianina,enquan-
to que na deoxihemocianina a distancia Cu-N seria de 1,95 R, sem
evidancias de interacio entre os dois atomos de cobre numa dis-
tincia de ate 4 R. Com a oxigenagdo, estes sofreriam uma aproxi-
macio causada pelo ligante, conforme esperado numa ligagdo por
ponte perﬁxido. Esses autores sugerem uma geomeiria aproximada-
mente quadrada planar para o s7tio binuclear de cobre . HIMHMEL-
WRIGHT et alii, 1980, trabalhando com uma série de derivados de
hemocianinas de moluscos e de artropodos, descreveram o sitio bi
nuclear de cobre na oxihemocianina como contendo um Tigante endo
geno formando ponte juntamente com a ponte peroxido entre os ola
nos equatoriais dos dois Cu em geometria de piramide quadrada,
cada qual coordenado a dois imidazdois e uma motecula de agua como
ligante axial. Esses autores apontaram tambem a semelhanga entre

esse sTtio de cobre e o da tirosinase de Neurospora crassa, e

atraves de reacoes de deslocamento de ligante em varios derivados

das hemocianinas quimicamente modificadas, concluiram que enquan
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to a estrutura geral do sitio ativo @ bastante semelhante em di-
ferentes hemocianinas, o acesso a esses sitios difere considera-
velmente nos dois filos.

Recentemente, SUZUKI et alii, 1982, propuseram um
terceiro modeélo, baseando-se nos estudos com apo-hemocianinas re
constituTdas com Co{II). Essa substituicao de Cu por Co favorece
a elucidacdo estrutural do sitio de ligagdo do metal, atraves da
absorgdo visivel caracteristica e dos espectros de dicroisimo
circular magnético exibidos pelos complexos de Co(Il} devido a
transicdes d-d. Esses autores propbe que o s7tio ativo da oxihe-
mocianina nativa consista de um par de Jons Cu(II) com nimero de
coordenagio 5, ligados por pontes por Ton perdxide e um ligante
putativo. Esses dois Tons Cu{ll) teriam uma simetria muito baixa
(MORT et alii, 1975) com geometria de coordenacdo nao equivalen-~
tes. E, embora a existéncia de um ligante na proteina como um re
sTduo fenolico de tirosina tenha sido proposto por diversos pes-
quisadores (SALVATO et alii, 1974; TALLANDINI et alii, 1975 ;
AMUNDSEN et alii, 1977 e EICKMAN et alii, 1979), naoc tem havido
evidencias diretas para a presenca do residuo fenolato e parece
ser mais provavel que 0xido (02') ou hidroxido (OH ) sejam oS
ligantes endogenos que formam a segunda ponte no sitio binuclear
de cobre na oxihemocianina (KINO et alii, 1981).

Na deoxihemocianina o sitio binuclear parece aprg
sentar diferencas significativas, tanto estereoquimicas quanto
de coordenacgdo, sendo que alguns autores sugeren inclusive a que
bra da ponte endbgena nas condic¢es de auséncia do ligante 0,
(EROWN et alii, 1980 e HIMMELWRIGHT et alii, 1980).

Modelos propostos para 0 sTtioc de ligagao de oxi-

génio na hemocianina e alguns derivados:



il R N N N
//EU(II) //CU(II) ///Cu(l) Cu(l)
\\“~o§” ~ N ~y
A - oxihemocianina B - deoxihemocianina
N\ SR O(7)
~ - a\\k //,/
‘ﬁu(I) - Cu(Il} —
e ~ Pre e
i ™~ L N L
C - semi apolc D - meta apoHc

N\\\ //// \\\ N ~ ////L R\\x

Cu(ll) Cu(l) ///pu(II) Cu(I)
0 \\\\ e N \“\\L e
E - semimetaHc tipo I F - semi metaHc tipo II

N R N i L
~ N 0 ~ N
Cu(l1) Cu(Il) Cu(II) Cu(11)

/// ~ 7 S e - Nyt

G - metaHc (EPR ndo detectavel) H - metaHc (EPR detectavel)

(CICKMAN et alii, 1979 e HIMMELWRIGHT et alii, 1980).
W - nitrogénio imidazdlico de resTduos de histidina

R - ligante endogeno, pertencente a resTduo de amino aci-
do {?) da proteina.
L - ligante exdgeno, que pode ou nao formar ponte,
Em relagao ao aspecto da composigdo quimica das

hemocianinas, tem-s€ na literatura inumeros dados sobre a compo-

sicao de amino 3cidos tanto em artropodes quanto em moluscos,que

nio apresentaram diferencas marcantes entre si. Assim, e€ssas prg

teTnas se caracterizam por uma proporgao relativamente elevada
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de amino Zcidos com cadeias laterais acidas como Glu e Asp, que
chegam a compor até 26% da proteTna, e um conteudo razoavelmente
elevado de amino acidos ndo polares { GHIRETTI-MAGALDI et alii ,
1966; GRUBER, 1968 e WITTERS & LONTIEL, 1968). 0 elevadc peso mo-
lecular e a heterogeneidade das cadeias polipeptidicas, torna di
fTcil o estudo da sequéncia de amino acidos das  hemocianinas.
Estudos desse tipo tem sido feitos apds fragmentacdo da molecula
com enzimas proteoliticas e isolamento dos fragmentos gbtidos .
Certas subunidades de hemocianina de uma mesma especie e mesmo
algumas de especies diferentes, tem apresentado algumas sequen-
cias homologas, como quatro das oito subunidades da hemocianina
de Androctonus australis e a subunidade IV de Limulus polyphemus
(JOLLES et alii, 1979). Essas semelhangas ocorrem na regidao N -
terminal das subunidades e podem sugerir relacoes filogeneticas,
ou um papel estrutural especifico que por isso tenha preservado
algumas sequencias durante a evolugdo (Van der LAAN et alii,1981).

Do ponto de vista funcional, embora sejam descri-
tos na literatura inumeros trabalhos sobre o equilibrio entre he
mocianinas e oxigénio, ainda ndo ha possibilidade de praposigao
de um modelo comum as hemocianinas dos dois filos, e nem sequer
3s hemocianinas de uma mesma ordem, com excégéo talvez dos crus-
ticeos. De modo geral, nem todos os resultados descritos na lite
ratura foram obtidos em condigoes fisiologicas, em muitos Casos
a tempera’ura ou o pH fisioclogicos nao eram estritamente observa
dos, porem, mais comumente, O meioc em que grande parte das expe-
ridncias foi realizada, nao possuia a mesma forga jonica ou era
muito

deficiente em Jons inorganicos especificos, o que torna

difTcil sua comparagao.

Investigando as propriedades moleculares da hemo-

globina humana, outra proteina respiratoria de estrutura quater-
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naria bem mais simpies que a de hemocianinas, IMAIZUMI et alii,
1979 mostraram que a ligacaoc de cada efetor heterotropico estava
relacionada nio so com a oxigemagao, mas Ltambem com a ligagao de
outros ligantes heterotropicos, alguns dos quais competindo pelo
mesmo <7 Lio na molccula { KILMARTIH & ROSSI-CERNARLI, 1973 e
ROLLEMA et alii, 1975). Assim, considerando a estrutura quaterna
ria complexa das hemocianinas quer de moluscos quer de artropo-
dos, os Tons gque participam na manutengao dessa estrutura e as
modificacbes induzidas nas propriedades funcionais quando essa
estrutura & alterada(VANOPPEN-Ver EECKE & LONTIE, 1973}, podemos
extrapolar a importdncia do conhecimento do efeito dos componen-
tes da hemolinfa "in toto" e nas proporcdes adequadas. De qual-
quer modo, experidéncias em uma faixa de condicoes mais ampla que
aguelas fisioldgicas sdo essenciais para esclarecer 0s mecanis-
mos moleculares envelvidos na interacao da proteina com ligantes
e efetores alostericos, e quando realizadas em condigoes experi-
mentais semelhantes, podem levar a proposigao de modelos para as
relagoes entre estrutura e fungao dessas proteinas respiratorias.

Alguns livros texto atribuem aos transportadores
de oxigenio encontrados no sangue de invertebrados uma alta afi-
nidade por esse ligante. Pelo menos em relagao as hemocianinas
" essa generalizacio ndo @ vilida, pois alem de termos exemplos

como o da hemocianina de JZLoligo pealei que apresenta Peg de

159 mn Hg em pH fisioldgico e a 27°C (REDFIELD & GOODKING,1929),

hi somente um grupo taxonomico, o dos crustaceos decapodos, em

que a quantidade de exemplares estudados pode levar a uma razoa-
vel caracterizagdo do equilibrio entre hemocianina e oxigenio

(MANGUM, 1980). Nos outros grupos uma generalizagdo pode levar a

resuitados distorcidos em virtude do pequeno numero de especies
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estudadas. Tendo essa restriciao em mentc, porem, parece gque as
hemocianinas apresentam tendencias conservativas dentro de um
grupe bem definido. Por outro lado, a estrutura quimica dos si-
tios de ligagao cobre-oxigénio parece ser bastante semelhante em
ambos os filos (FREEDMAN et alii, 1976 e HEPP et alii, 1979), su
gerindo que as grandes diferencas descritas para as propriedades
funcionais das hemocianinas das diversas espécies estudadas se-
jam atribuidas a diferengas conformaéionais causadas por modifi-
cagbes em outras regides que nao o sTtio ativo.

Para as hemocianinas da classe Amphineura, os da-
dos apresentados na literatura mostram uma afinidade bastante
baixa e um efeito Bohr muito pequeno, que pode ser normal ou re-
verso (REDMOND, 1962a ). Nos gastropodos ndo ha um padrao de
efeito Bohr para as diferentes especies, tendo sido descrito,
principalmente para espécies de agua doce e marinhas,efeitoc Bonr
normal ou reverso e de magnitude variavel como no caso de Busycon
canaliculatum, onde o efeito Bohr reverso g extenso,Alog Pso/apH
atinge o valor de 1,4 para uma variacao de pH na regiao de 7,5 a
7,9 (MANGUM, 1980). Para gastropodos pulmonatas o efeito Bohr @
menor (SPOEK ¢t alii, 1964}, mas cm alguns casos normal como em
y.pomatia ( MANGUM, 1980) e em outros reverso, Ccomo =m M.ovatus
- (AIROLDI, 1982),0bjeto da presente tese. Nos cefalopodos as hemo
cianinas estudadas sio bastante semelhantes, apresentando todas
uma baixa afinidade pelo oxigénio ( JOHANSEN & LENFANT, 1966 e

JOHANSEN et alii, 1978). 0 efeito Bohr & normal e em altgumas es-
bastante extenso, sendo que

RED

pecies, como L.pealeil € 0.vulgaris,

sua importancia fisiologica, ja demonstrada claramente por

FIELD & GOODKIND em 1929, excede i da hemoglobina humana em ter-

mos de liberacdio adicional de oxigenio.
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Cnire as hemocianinas de crustaceos, a gquantida-
de de informagtes leva a um exemplo de como esse transportador
de oxigenio se conserva CORm as mesmas caracteristicas, numa clas
se onde a heterogeneidade morfologica e ecologica deveria levar
a modificacoes adaptativas. Porem, apesar das diferencas em tem-
peratura ambiente, de diversos modos de froca gasosa e diferen-
Les caracteristicas do modo de vida, as propriedades apresenta-
das sio consideravelmente semelhantes: a afinidade pelo oxigenio
e moderadamente baixa, o efeito Bohr & normal e intenso, assim
como a cooperatividade que e bem elevada, especialmente na faixa
fisioldgica de pH (REDMOND, 1962b; YOUNG, 1972; TRUCHOT, 1975 ;
McMAHON & WILKENS, 1977 e McMAHON et alii, 1978). 0s dados sobre
hemocianinas de queliceratos 530 poucos para caracterizar a clas
se. A afinidade da hemocianina de Limulus polyphemus pelo oxige-
nio & relativamente alta, a cooperatividade e moderada e o efei-
to Bohr reverso persiste na faixa fisiologica de pH (SULLIVAN et
3191, 1974 e JOHAHSEN & PETERSEN, 1975). Nos aracnidens as medi-
das de pH sanguineo sdo ainda incertas, mas em pH &,1 a afinida-
de do sanguc n3o diluTdo © aitamente variavel (ANGERSBACH,1978 )
e na faixa de pH de 7,0 a 7,5, © efeito Bohr & normal sendo ,
Alog P5OXADH = -0,26 {(ANGERSBACH, 1975 a,b). Em alguns casos re-

centemente descritos a cooperatividade & extremamente elevada,

como na hemocianina de Eurypelma californicum, onde 0 coeficien-

te de KHill ngy= 7 (ANGERSBACH, 1978 e BRUNORI et alii, 1982a).

0 fenomeno da cooperatividade na ligagao com oxi-

genio parece ser um denominador comum a todas as hemocianinas ate

hoje descritas, embora a extensao do fendmeno seja bastante va-

ri3vel. Encontram-se espgcies como Fasciolaria e Fusitron queé

apresentam uma cooperatividade extremamente baixa, com valores
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de N5g* 1,0-1,2 (RCDMOND, 1964 ¢ MANGUM, 1976) o que constitui
certamente uma excecao, visto que os dados para todas as outras
especies sdo mais elevados. No outro extremo, encontram-se espé-
cies como Cupiennius salci, Androctonus australis e FEurypelma
californicum, que apresentam valores de 7 a 9 para o coeficiente
de Hi11(van der LAAN et alii, 1981 e ZOLLA et alii, 1978). No
caso de elevada cooperatividade, @ transicao de estado conforma-
cional causada pela Tigagao do 1igante ocorre numa faixa muito
estreita de concentragao do ligante, obtendo-se graficos de Hill
para as curvas de ligagao de oxigeénio caracterizados por uma
brusca transicao de um estado de baixa afinidade para um estado
de alta afinidade da proteina pelo oxigenio. Este fenomeno e
hastante peculiar aos sistemas alostericos que possuem um gran-
de numero de sitios de ligagao, conforme indicado por estudos
tebricos (CHANGEUX et alii, 1967; WYMAN, 1969 e COLOSIMO et alii,
1974). 0s efeitos heterotropicos na ligagao de 0, as hemociani-
nas sio de interpretacdo complexa, devido aos multiplos sitios
de jigag¢do tanto para 05 efetores quanto para o ligante. Foram

descritos para diversas hemocianinas os efeites causados por pro

tons, cations como Na't, Ca2+, Mgz+, e anions como C1° ( SHAKLAI

et alii, 1975; ZOLLA et alii, 1978:BROUWER et alii, 1978a;KUIPER
et alii, 1979; ARTSAKA & Van HOLDE, 1979; NORNE et alii, 1979 e
KUIPER et alii,1980a). Em geral, © niimero de sitios de  ligagao

de 0, % menor que o numero total de sTtios de ligacao de ions, e

no caso de protons, parece haver sTtios independentes de efeito

Bohr {BRUNORI et alii, 1982b).

Outro ligante relativamente bem estudado & o mond

vido de carbono, €0, que tambem se liga reversivelmente a deoxi-

hemocianina, embora a apenas um dos 3tomos de cobre, cenforme in
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dicado em estudos de espectro infravermelho (ALBEN et alii,197G;
FAGLR & ALBEN, 19723 Van der BLEN & HOVING, 1979}. Essa diferen-
¢a no modo de ligag¢do tem sido usada para explicar a ausencia de
cooperatividade observada nas curvas de associagao das hemociani
nas com CO0, onde n<l, e as interacoes heterotropicas 1inexisten-
tes gy bastante reduzidas se comparadas com as observadas no ca-
so em que o ligante e o O2 (BONAVENTURA et alii, 1974; KUIPER et
alii, 1976 e BRUNORI et alii, 1981).

A formac3o do complexc CO-hemocianina esta asso-

1

ciada a uma absorcaoc no infravermelho em 2000 a 2100 cm © (FAGER

& ALBEN, 19725 Van der DIFEN & HOVING, 1979}, a uma banda de¢  al-

sorcao fraca em aproximadamente 320 nm { BONAVEHTURA et alii,1974

o KUIPER et alii, 1976) ¢ a uma emissao distinta na regiao visi-

vel quando o complexo % excitado na regido do ultravioleta pro-

ximo em 310 a 330 nm (KUIPER et alii, 1980b). Assim, quando liga-

das ao CO, todas as hemocianinas exibem um maximo de emissdo en-

tre 550 e 560 nm, ao serem excitadas em 280 ou 310 nm. Essa lumi
nescencia esta associada a um decrescimo de 30 a 40% na fluores-

céncia intrinseca da proteina, e enquanto esta ¢ afetada pelo pH,
o rendimento quintico da emissao visivel & independente da con-

centracdo hidrogenidnica (BRUNORI et alii, 1982b),

As afinidades de diferentes hemocianinas pelo CO
sio bastante semelhantes, sendo baixas nas de artropodos se compa
rads com as afinidades destas por 0, e elevada nas de moluscos,
Isso reforca a conclusio de que o modo de

onde o inverso ocaorre.

ligacdo dos dois ligantes, €0 e 0y, para hemocianinas de uma mes

ma espécie difere bastante, indicando que a estruatura do  sitio
ativo & capaz de discriminar €O de modo especifico.

I interessante ressaltar que, por analogia com ©



que ocorre em hemcglobinas onde a ligagao de CO e fortemente aie

tada pela natureza dos residuos de amino acidos no lado  distal

(BRUNORI et alii, 1981) as hemocianinas de moluscos e de artro

podos apresentam efeitos distais possivelmente bastante distintos.
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PARTLE EXPLRIMENTAL

obtencdo do material bioldgico

Gastropodos terrestres  Megalobulimulus  ovatus
(LEME, 1973) eram capturados em plantacBes de bananeira da re-
giado de Praia Grande, S.P. No laboratGrio eram mantidos em cai-
xas de madeira forradas com uma camada de terra umida e alimen-
tados com folhas de alface. Animais adultos (Fig.1), pesando de
100 a 170 g eram utilizados na obtencdo da hemolinfa, apos perma
necerem 2 dias em jejum, o gue evitava a contaminagdo da hemolin
fo  or 17quides do tralo digestivo (HETRUEGH ez alii, 1961). Os
animais eram cuidadosamente lavados, secos ¢ pesados e a hemolin
fa era retirada atraveés de pungdo cardJaca, ou por um corte fei-
to na regiao posterior do pe, junto 3 concha. Cada animal forne-
cia em media 12 a 15 mi1 de hemolinfa, as amostras que apresenta-
vam-se avermelhadas eram descartadas e as demais,azuis, eram reu
nidas e utilizadas na purificagdo da hemocianina. Devido a sua

estabilidade termica, a obtencdo da hemolinfa era feita em tempg

ratura ambiente.

Determinacdo do pH da hemolinfa

Imediatamente apbs a obtencdo de volume suficien-

te ae hemolinfa, a medida do pH era feita em pHmetro TOA modelo

HM 7A, ou pHmetro digital Ambriex, equipados com um eletrodo de

vidro conjugado. Um total de quinze amostras foram analisadas ih

dividualmente.



Figura 1

~ Animais adultos Megalobulimulus ovatus

(re dugi'u) ey
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Purificacdo da hemocianina

A purificacdc da hemocianina de M.ovatus era fei-
ta basicamente sequndo o método descrito por HEIRWEGH et alif,
1961, com algumas modificagoes., Trabalhava-se sempre em tempera~
tura ambiente e as centrifugagoes eram feitas entre 5 a 10°.

A hemolinfa era inicialmente centrifugada a 5.800
x g por 20 minutes, em centrifuga refrigerada Sorwall RC 2-B, pa
ra a remogao de gualquer material coagulado. 0 sobrenadante era
entio diluTdo com a adigdo de igual volume de tampdo acetato de
potassio 0,4 M, pll 5.3. A solucio resultante era levada a 50% de
saturacio com sulfato de amonio, pela adicdo de solugdao saturada
desse sal nesse mesmo tampdo, € novamente centrifugada a 5.800
x g por 15 minutos. 0 sobrenadante era desprezado e 0 precipita-
do azul era dissolvido em tampdo acetato de potassio 0,1M,pH 5,7
e dialisado contra varias trocas do mesmo tampao, durante 24
horas em camara fria, para a remocao do sulfato de amonio. 0 dia
1isado era entao centrifugado a 78.400 x g por 6 horas, em uma
ultracentrifuga Beckman L5-65. 0 sedimento era redissolvido no
mesmo tampac acetato e novamente centrifugado nas mesmas condi-
¢oes. 0 sedimento era entio dissolvido em tampdo tris-HCT 0,095,
pH 7,8, contendo Ca2+ 20 mM, correspondendo a3 hemocianina total
purificada, uma mistura de o e B hemocianinas, utilizada direta

mente em algumas experiéncias, ou para a separagao dos dois com-

ponentes.
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Separacac de o e B hemocianinas

Varias tentativas foram feitas no sentido de se
conseguir a separacao dos dois tipos de hemocianinas, wusando o
procedimento descrito por HEIRWEGH et alii, 1961, para o ¢ § he-
mocianinas de Helix pomatia, porem, havia sempre contaminagao
dos componentes um pelo outro, a julgar pela analise em ultracen
trifuga analitica.

Preparou-se B hemocianina pura a partir de hemo-
cianina total dissolvida em tampio acetato de potassio 0,1 M,
pH 5,7, contendo NaCl 1 M, Amostras de 1 ml dessa solugao eram
cuidadosamente colocadas sobre 12 ml de uma solugao de sacarose
1 M no mesmo tampdo acima e centrifugadas a 47.000 x g por 45
minutos. A camada superior de cerca de 0,5 cm, a camada interme-
diiria e o sedimento eram sifonados cuidadosamente e analisados
em ultracentrifuga analitica, apos 12 horas de dialise em cama-

ra fria contra tampdo acetato 0,1 M pH 5,7 contendo NaCl 1 M.

Analise por ultracentrifugagao

Hemocianina total e as fragoes contendo a oU 8

hemocianina eram dialisadas em camara fria por 12 horas contra

tampdo acetato 0,1 M, pH 5,7, contendo NaCl 1 M.Nessas condigoes

sabe-se que o hemocianina dissocia-se em moleculas com metade do

peso molecular original, enquanto que B hemocianina permanece as

sociada (Van HOLDE & Van BRUGGEN, 1971). Amostras de hemocianina

de concentragdo 2 a 3 mg/ml eram submetidas a 52.640 r.p.m em

ultracentrifuga analitica Spinco modelo E. As fotografias . eram

tiradas nos tempos 5, 11, 17, 27 e 36 minutos apos o rotor atin-
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gii a rotagao desejada. A relagao de areas sob os picos observa-
dos era tomada como indicativa da proporcdo entre a e B hemocia-
ninas em cada amostra. Igual procedimento era utilizado para o
estudo da dissociaciao da B hemocianina em solucbes onde se varia
va o pH utilizando-se tampio Bis-tris, Tris-HC1 ou etanolamina
0,05 M na auséncia e na presenga de Tons ca?t 20 mm. Todas as

corridas eram efetuadas com o rotor a uma temperatura de 20°c.,

Obtencdo de hemocianina desionisada

Amostras contendo hemocianina total ou 8 hemocia-
nina eram passadas atraves de coluna com Sephadex G-25(1,5x30 cm)
e eluTdas com 3gua bidestilada. Em seguida eram submetidas a
passagem em uma coluna contendo resina de troca idnica mista, Am

bertite MB-50 (1,0 x 12 cm).

Determinacdo do coeficiente de extingao

Para a remocio de quaisquer Tons ou moléculas de
baixo peso molecular, hemocianina total e B hemocianina eram dia
lisadas exaustivamente contra agua bidestilada em camara fria e
em seguida desionisadas. Volumes de 0,5 a 2,0 ml eram cuidadosa-
mente colocados em vidro de relogio e levados i estufa a 110%C
ate peso constante. Amostras das mesmas solugdes eram convenien-
temente diluidas em tamp3o borato 0,1 M pH 9,2 ¢ a absorbancia
em 278 nm era determinada. Nessas condicoes a hemocianina encon-
tra-se totalmente dissociada, evitando-se erros devido ao fendme
no de "light sccatering" causado pelas moleéculas associadas devi

do ao tamanho das particulas (HEIRWEGH et alii, 1961 ). Como o
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coeficiente de extingdo e pode ser desdobrado em dois componen-
tes, o coeficiente de absortividade o e a contribuigao devida
ao espalhamento de luz €5, de tal forma que

£ = o + 5
em condicdoes em que €s & muito menor que €3, tem-Se que

€ = e
¢ pode~-se usar a lei de Beer para o calculo do coeficiente de

extingac num dado comprimento de onda:

AZ .
L
1 X e
onde A,;q € a absorbincia da solugdo em 278 nm; 7 € o caminho 0ti

co (1cm); cea concentragao da hemocianina em mg/ml, determi-
g

nada atraves do peso seco.

Determinacio da concentracdo de proteina

Na hemolinfa a determinacdo de proteina era feita
atraves do método de LOWRY et ali®, 1951, e nas amostras de hemg
cianinas purificadas, a concentracio era determinada sempre di-
luindo-se convenientemente uma aliquota da amostra em tampao bo-
rato 0,1 M pH 9,2 e utilizando-se o coeficiente de extingd@o obti

do conforme descrito acima para o cilculo da concentragao da he-

mocianina.

Preparacdo de apo-hemocianina

Amostras de B hemocianina de concentracao entre
25 a 30 mg/mi eram dialisadas a temperatura ambiente contra tam-

pdo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,2 contendo EDTA 10 mM e KCN 0,1 M, du-
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rante 48 horas, com pelo menos 3 trocas diarias do tampao. Em
seguida continuava-se a dialise er camara fria por mais 24 horas
contra o mesmo tampdc no qual KCN fora substituido por metahemo-
globina, que devido a sua alta afinidade por cianeto assegurava
a completa remocdo desse anion. Finalmente, a apo-hemocianina
era dialisada por mais 12 horas em camara fria contra agua bides

tilada.

Efeito da concentracdo hidrogenidnica e de cations divalentes na

dissociacdo da hemocianina

Amostras de hemocianina total e B hemocianina

eram submetidas a variacdo de pKH na regido entre 6,0 e 10,0, na

2+ - 3
em concentracao final

presenca ou na auséncia de cations Ca
20 mM. 0 efeito de dissociacao era estudado atraves de analise

em ultracentrifuga ou pelos padroes reveltados por microscopia

eletronica.

Determinacio do contelido de carbohidratos

0 conteldo de carbohidratos na 8 hemocianina de

M.ovatus era determinado pelo metodo do reagente fenol-sulfuricoe

(DUBOIS et alii, 1956) geralmente empregado para g]icoprote?nas
por ndo sofrer interferéncia de hexosaminas, amino acidos ou prg
teTnas. Amostras de hemocianina em diferentes concentragodes eram
utilizadas e as absorbancias a 490 nm comparadas com as apresens
tadas por uma curva padrdo obtida a partir de uma solucao conten

do uma mistura de glicose, galactose e sacarose de concentragao

conhecida. 0s aglcares aminados eram determinados diretamente
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atraves da reagao com p-dimeti1aminobenza1de7do, segunco ELSON &
MORGAN, 1955, Tentativas de determinagdo do contelido total de
carboidratos pela reagac com o reagente fenol-sulflurico apos a
desaminagio dos aclcares aminados (LEE & MONTGOMERY, 1961) foram
abandonadas devido @ interferéncia de lisina, que na hemocianina
de H.pomatia S€ encontra em concentracan de 420 umoles/g de pro-

tevna (GRUBER, 1968).

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Miostras de hemocianina total e Bhemocianina eram
submetidas a analise por eletroforese em gel de poliacrilamida
em presenca de dodecilsufato de sodio (SDS), segundo © procedi-
mento descrito por WEBER et alii, 1973, ligeiramente modificado.
Amostras de aproximadamente 5 ul contendo de 5 a 25 ug de hemo-
cianina eram incubadas em 50 pl de tampao fosfato 10 mM, pH 7,2
contendo SDS 1% e Bg-mercaptoetanol 1%. Apos serem aquecidas a
100°C por 2 minutos as amostras eram aplicadas aos geis de con-
centragao de acritamida 5%, e uma relacgao acritamida: N,N'- meti
lenobisacrilamida de 37:1 {em peso). 0 tampdo usado era 0 MeSMO
da incubacdo suprimindo-se 0 g-mercaptoetanol, azul de bromofe-
nol ere usado como marcador e aplicava-se uma corrente de 10 mA

por gel. Apos a corrida oS geis eram normalmente corados com Co-

omassie brilliant biue 0,25% em uma mistura de acido acetico gla
cial, metanol e agua (1:5:5} por 2 horas e descorados varios dias

com uma solucdo de acido acBtico 7,5% e metanol 5% em agua.

Eletroforese em gel de potiacrilamida 4% era rea-

1izada tambem com ambas as amostras, de acordo com SULLIVAN et

alii, 1976,
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beterminacdo de grupos tiois livres

A determinagao quantitativa de grupos tigis Ti=
vres na B hemocianina e apo-hemocianina foi realizada de acordo
com o metodo descrito por BOYER, 1954, titulando-se espectrofoto
métricamente uma soluc¢do de hemocianina desionisada, de concen-
tracdo 0,7 mg/ml, com p-hidroximercuribenzoato (PMB)}. A mesma ti
tulacio foi repetida apos a adigdo de 5 ul de dodecilsulfato de
s5dio (SDS) 10% 3 solucdo de hemocianina para a determinagdo de
grupos sulfidrila nio expostos. A formacado do complexo proteina-
PMB atravas dos grupos tiois reativos foi determinada pelo aumen
to da absorbincia em 255 nm, utilizando-se o coeficiente de ex-

tingdo milimotar 6,2 x 10° para o complexo (BOYER, 1954).

Analise por microscopia eletronica

Amostras de hemocianina total, apo-hemocianina e
dos componentes purificados, tanto nas formas associada quanto
dissociada e ainda na presenga de NaCl i M, eram analisadas em
um microscopio eletronico Siemens Elmiskop - I. Utilizou-se a tec
nica descrita por FERNANDEZ-MORAN et alii, 1966, onde uma  gota
da solugio de hemocianina diluida no tampio adequado ate uma con
centracgio aproximada de 60 pg/ml, era colocada sobre uma tela de
cobre revestida com carbono. 0 excesso era removido cuidadosamen
te mergulhando-se a tela rapidamente no tampao e as amostras eram
entio coradas com acetato de uranila 1 a 2% por cerca de 5 minu-
tos a uma temperatura de 49¢. As amostras assim preparadas eram

examinadas ao microscopio eletrdnico e entdo fotografadas.



-32 -

Freparo de antissoros

Foram utilizados comoe antigenos  hemocianina nas
formas dissociada e associada e apo-hemocianina, Em cada caso
0,2 m] da solugdo contendo 10 mg/ml de proteina eram emulsifica-
dos em 0,5 ml de adjuvante completo de Freund ( FREUND, 1956) e
injetados em coelhos Nova Zelandia, pesando aproximadamente 2,5
a 3,0 Kg cada um. As injecoes eram feitas sequndo a teécnica des-
crita por OLIVEIRA, 1975, via linfonddulo, e repetidas num inter
valo de 15 dias.

0s antissoros eram obtidos por sangria da veia
marginal da orelha do animal, durante um perfodo de 30 dias.Apos
a sangria, deixava-se o0 sangue coagular em camara fria por 24
horas quando era entio entrifugado, recolhendo-se © SOro que era

mantido ate o uso a -20°C, apds adigdo de azida sodica 0,05%.

Testes serologicos

0s testes de imunodifusao dupla para analise com-

parativa eram realizados de acordo com OUCHTERLONY, 1958.Laminas

de vidro de 7,5 x 2,5 cm eram recobertas por 3 ml de solugao de

agar 1% em solugac salina tamponada com tampao fosfato 0,15 M
pH 7,2 (PBS}, o que dava uma espessura de cerca de 3 mm de gel

0s orificios eram entdo feitos de acordo com diferentes padroes
em apareliho apropriado (LEITE & OLIVEIRA, 1975) e neles eram Co-

locados os antissoros e antigenos a serem analizados. As laminas

eram entio mantidas em cimara umida por 24 horas em temperatura

ambiente., Em seguida o gel era lavado com solugdo fisiologica de

NaCl, secado @ temperatura ambiente e ent3o corado com  solugao



de negro de amido 2% e lavado varias vezes com uma mistura de
90 m1 de metanol e 10 ml de Acido acetico glacial, para remogao

do excesso de corante.,

Titulagao com cianeto

B hemocianina na forma oxigenada em concentragao
aproximada de 1 mg/ml em tampdo tris-HC1 0,1 M pH 8,2 era trata-
da com volumes crescentes de uma solugao de KCN 10 mM, registran
do-se o espectro de 300 a 400 nm apos cada adigao. 0s valores de
absorbancia eram corrigidos para o efeito de diluicao e calcula-

va-se a percentagem do pico remanescente em fungao da  relagao

CN":Cu correspondente,

Remocdo de cobre por cianeto

8 hemocianina em concentragao aproximada de 10
mg/m1 era incubada com KCN em banho a 25°C, em solugdao tamponada
por tris-HC1 0,1 M pH 8,2, A concentracgao de cianeto era calcula
da com base no contetudo de cobre, de forma a se obter no final uma
proporcao de 50.71 na relagao CN”: Cu. A proteTna era mantida em
frascos vedados na forma oxigenada ou desoxigenada sob atmosfera
de oxigénio ou nitrogenio respectivamente, adicionando-se atraves
de seringa calibrada a solugdo de KCN tambem sob oxigenio ou ni-
trogenio.

Em determinados intervalos de tempo, até 3 horas
de incubacio, retiravam-se amostras de 0,5 ml que eram imediata-
mente passadas atraves de colunas de Sephadex G-25 (1 x 10 cm ) s

previamente equilibradas com 0 tampao de incubagao, a fim de pa-
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rar a reacio e remover o excesso de CN™ e Cu desligadoda proted
na. Recolhia-se um volume de 5 ml por amostra e obtinha-se o es
pectro de 300 a 450nm. As amostras eram entao dialisadas por 18
a 24 horas em camara fria contra o mesmo tampao e obtinha-se no-
vo espectro apds a dialise. A concentracdo de proteina em cada
amostra era determinada pela leitura da absorbancia em 278 nm

conforme descrito anteriormente,

0 contelido de cobre era determinado por absorgao
atdmica em espectrofotometro de chama Perkin Elmer 603. A percen
tagem de cobre remanescente era calculada e corrigida em relagao

3 concentracao de hemocianina de cada amostra.

Estudo do equilibrio da B hemocianina com oxigenio

As curvas de saturacao da B hemocianina com o 11-
gante oxigenio eram obtidas espectrofotometricamente de acordo
com o método descrito por ROSSI-FANELLI & ANTONINE, 1958, utili-
zando-se um tonGmetro de grande capacidade gasosa, g.e consis-
tia num tubo de Thunberg modificado, soidado a uma cubeta de
quartzo de 1 cm de caminho otico. A concentragao de proteina nas
amostras era cerca de 1 mg/ml e inicialmente era obtido o espec-
tro da oxihemocianina na regiao de 300 a 400 nm, em um espectro-
fotometro digital Varian 634, acoplado a um registrador X - Y
Hewlett-Packard 7044 A, Em seguida o oxigenio era removido  por
arraste com nitrogenio purificado, borbulhando através de uma SO
lucdo alcalina de ditionito de sodio para assegurar 2 total au-
sencia de oxigenio. 0 espectro da deoxihemocianina era entdo ob-
tido, verificando-se 0 desaparecimento do pico caracteristico em

344 nm. As adicbes de ar eram efetuadas atraves de seringa cali-



-35 -

brada, incubava-se o tonometro por 10 minutos em banho a tempe-
ratura desejada e novo espectro era obtido e assim sucessivamen-
te, ate a saturacao completa da amostra, quando se alcangava em
344 nm a mesma leitura de absorbidncia inicial obtida para a oxi-
hemocianina.,

As curvas de saturacao com oxigeénio eram represen

tadas graficamente de acordo com a equagao de Hill:

K(P)" = e
1-Y

onde )
K & a constante de equilibrio

P & a pressao parcial de oxigénio
Y & a saturacdo parcial da hemocianina pelo
lTigante
n® a constante de interagdo empirica de Hill
(WYMAN, 1948 e 1964).

0 grafico log (Y/1-Y) em fungao de log PO, apre-
sentava-se em geral como uma sigmoide (Fig.2), onde as porgoes
iniciais e finais da curva forneciam as afinidades respectivamepn
te das formas T (tensa, de baixa afinidade) e R (relaxada, de
alta afinidade) da mol€cula e a tangente da reta intermediaria
correspondia ao coeficiente de Hill, ng4. que indica a cooperati
vidade da hemocianina nas condigoes de cada equilibrio. 0 wvalor
de Py, isto e, da pressdo parcial de oxigénio necessaria para
se atingir 50% de saturacao da hemocianina era determinado pela
interseccdo da meihor reta obtida por regressao linear com 0

eixo das abscissas, conforme indicado na figura 2 e representa a

afinidade da hemocianina pelo ligante.
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Figura 2 - Crafico de Bill tedrico para a ligagao de oxigenio

2 uma hemocianina em condigoes de n 4= 6, utilizando

o modolo M.W.C. (WYMAN, 1964)

a - lep pGU para forma K
L = log PSU para a amostra
¢ - log PSO para a forma T
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Ffeito da concentracio hidrogenidnica no_equilfbrio da # hemocia

nina com oxigenio

As curvas de saturacio com oxigénio eram obtidas
conforme descrito anteriormconte em amostras de B hemocianina em
tampdo bis-tris HCI ou Tris-HCI 0,01 M no intervalo de pH 6,0 a
17,0, paplendo-se a amostra dissociada por adicao de EDTA em uma
concentracdo final de 1 mM ou na forma associada em presenga de
ca’’ 20 mM. Através do grafico de log Peo em funcao do pH, ob-
tinha-se o efeito Bohr apresentado pela B hemocianina em cada
uma de suas formas, representado pela relagao Alog P50/apH.Essas
experiéncias de equilibrio eram realizadas a uma mesma temperatu

ra, 25%c + 0,5 e o pH das solucoes era medido antes ¢ apos cada

experiéncia.

ffeito da concentracdo de c31cio no equilibrio da B hemocianina

com oxigenio

Obtinham-se as curvas de saturagio com oxigénio

- 2+
conforme descrito acima, na presenca de 10ns Ca 10 ou 20 mM e

atraves dos graficos de Hill verificava-se a influéncia da con-

centragdo desses Jons sobre a Jfinidade da hemocianina pelo oxi-

genio e a cooperatividade por ela apresentada.
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RESULTADBOS

Caracterizacdo do material biologico
A hemolinfa obtida de cada animal era analisada
com respeito ao pH, concentracdo proteica e volume total obtido,

estando os resultados expressos na tabela I.

TABELA I
peso do volume de pH da concentracao concentragao
animal hemolinfa hemolinfa de proteina da hemolinfa
(9) (m1) (mg/m1} (mg/ml) _*
146 14 8,13 34,3 32,3
109 12 8,16 32,3 29,7
150 15 8,21 40,4 37,2
92,5 8,5 8,12 39,1 37,5
145 16 8,15 48,2 43,7
163,8 16 8,13 42,8 39,8
159,5 11 8,13 36,6 33,4
138,38 10 8,17 45,8 43,6
138,3 12 8,15 28,3 26,1
170 15,5 8,12 32,8 30,5
105 10,5 8,17 33,1 29,7
123 13 8,13 50,2 47,2
113,8 12,5 8,19 45,4 43,8
132,5 14,5 8,12 51,7 48,1
128,4 13 8,15 48,3 45,9

* - » . - -
para a obtengao desses valores utilizou-se O coeficiente de ex

tigdo €594 (1%,1 cm) = 13,81, obtido conforme descrito anterior
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0 espectro visivel e ultravioleta na regiac de
260 a 380 nm foi obtido para as formas oxi e deoxi da hemociani-
na de M.ovatus, verificando-se um maximo em 278 nm corresponden
te ao pico caracteristico de proteinas no U.V. e dois outros pi-
cos de menor intensidade, um a 344 nm que desaparece na ausencia
do ligante (figura 3) e outro em 570 nm, que nao aparece no €s-

pectro devido 3 sua intensidade muito baixa.

Anatise day preparacdes de o e § hemocianinas

a ¢ B hemocianinas foram separadas através de
ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose & analisadas em ul-
tracentrTfuga analitica quanto 3 sua pureza, obtendo-se os resul
tados mostrados nas figuras 4 e 5. Pode-se verificar que embora
B hemocianina tenha aparecido como um unico pico, O mesmo nao
ocorre com o hemocianina, onde nota-se um segundo pico indicando
contaminacao pelo outro componente. 0s valores dos coeficientes
de sedimentag¢ao, obtidos para 0s dois componentes en tampao ace-
tato 0,1 M pH 5,7 contendo NaCl 1 M s3o 65,5 5 para a hemociani-
na e 109 S para B hemocianina. Comparando esses valores com OS

obtidos por W0OD et alii, 1971 para as hemocianinas de H.pomatia,

. 6
podemos considerar um peso molecular aproximado de 9 x 10 dal-

tons para B hemocianina e de 4,5 X 106 daltons para o hemociani-

na dissociada na presenca de NaCl 1 M.
Da analise por 4ltracentrifugacio da hemocianina

total nas condigdes em que 0 componente o encontra-se dissociado

(figura 6) obtiveram-se as proporcoes de 28,5% de B hemocianina

e 71,6% de o hemocianina.
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‘Figura 3 — Lspectro de absorgzo das formas oxi(———) e desoxi

(———mm } da hemocianina de M.,ovatus.



‘Figura 4 - Analise por ultracentrifugacao de uma solugao de

a

hemocianina de M.ovatus(3 mg/ml) em tampao acetato

0,1 M, pll 5,7, contendo NaCl 1 I,



Figura 5

il D

- Analise por ultracentrifugagao de uma solugao de B
hemocianina de M.ovatus (3,5 mg/ml) em tampao aceta

to 0,1 M pt 5,7, contendo NaCl 1 M.



el B

lise por ultracentrifugagao de uma solugao de he-

Figura 6 - Ana
de M.ovatus (2,5 mg/ml) em tampao ace

mocianina total
tato 0,1 M, pli 5,7, contendo NaCl 1 M.
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Efeito do pH e de Jons ca’’ na dissociagio da B hemocianina

Dependendo do pH da solugao e da presenga de ions
divalentes, no caso Ca2+, verificou-se que B hemocianina de M.
ovatus apresenta-se em diferentes estados de agregacgao, conforme
indica o diagrama de sedimentagao da figura 7. Nota-se que na
auseficia de Jons Ca2+, ha predominancia da espécie 109 S na re-
gido de pH 6 a 8, quando entdo comega a haver dissociagao,obten-
do-se dois tipos de moléculas, inicialmente predominando a espe-
cie 22 S, que teria um peso molecular aproximado de 1 x 105 dal-
tons, valor obtido por comparagdo com o descrito por LONTIE &
WITTERS, 1966, para hemocianina de /.pomatia. E medida que o pH
opeoxdma-se de 10, passa-se a ler quasc que somente especies 13 S,
Assim, observando-se a figura 8, pode-se concluir gue na regiao
de pH 6 a 7,0 tem-se 100% de moleculas na forma associada e em
pH acima de 9,5 obtem-se elevada porcentagem de dissociagao em
moleculas que correspondem a aproximadamente 1/20 do peso molecu
lar inicial. A reassociac¢ao mostrou sér reversivel apenas para

as especies 22 S e 65,6 S, por diminuicio do pH e adigdo de Tons

2+

Ca ao meio.

Na figura 9 observa-se o efeito de Tons Ca’t  em
concentrag¢ao de 20 mM sobre a dissociagao da proteina, Pode-
-ge notar que a presencga de Ca2+ 20 mM previne efetivamente a
formagao de espeécies dissociadas, pois mesmo em pH 9,0 ainda pre

domina claramente a forma associada da hemocianina, alem da dis-

sociagio ndo ir alem de espécies 65,5 3, pelo menos ate pH 10.
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Figura 7 — Diagrama das especies obtidas pox ultracentrifugagao

Jda B hemocianina de M.ovatus em diferentes concentra

-

¢oes hidrogenionicas e na ausencia de Ca” , calculan

do-se aproximadamente os valores de 5 em cada caso.
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Determinacdao do conteudo de carbohidratos

Na faixa de concentracao de 0,05 a 0,35 mg/ml de
hemocianina, a reacao com fenol em 3cido sulfurico obedeceu a lei
de Beer apresentando linearidade, conforme mostra a figura 10,
Por comparagac com uma curva padrao, chegou-se ao valor de 42,00
+ 3,84 ng de carbohidrato por mg de hemocianina.

Pela reagao com p-dimetilaminobenzaldeido, deter-
minam-se somente os agucares aminados, CoOmo glicosamina e galac-
tosamina, e obteve-se como resultado o valor de 24,82 £ 2,04 ng
de acUcar aminado por mg de hemocianina, o que nos leva a um con
teido de aproximadamente 7% em carbohidratos para essa hemocia-

nina.

5gglise por eletroforese em gel de p011acr11amida

A hemocianina total apresentou pelo menos 5 ban-
das distintas na eletroforese en gel de poliacrilamida sendo que
a terceira banda poderia provavelmente ser resolyida em outras,
pois mostrou ser muito larga. Nas mesmas condigbes, a B hemocia-
nina apresentou somente uma banda larga, correspondendo a ter-
ceira banda apresentada pela hemocianina total {(figura 11). Em
presenga de 5D5 2 hemocianina total apresentou pelo menos 7 ban-
das, enguanto que a B hemocianina mostrou 3 bandas distintas s

duas intensas muito proximas, e a terceira de maior mobilidade

anodica, menos intensa que as anteriores, indicando a presenca

de uma espécie de peso molecular inferior (figura 12).
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Fipura 10 - Grafico de absorbancia em 490 nm emn fungao da con-

centragao de hemocianina de M.ovatus, apos reagao
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com fenol em acido sulfurico.
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Figpura 11 - LEletroforese em gel de poliacrilamida da hemocia-

nina total ( 1 ) e B hemocianina ( 2 ) de M.,ovatus.
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Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenga

de SDS, da hemocianina total ( 1 ) e B hemocianina

( 2 ) de M.ovatus.
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Determinacao de grupos tiois livres

A titulagdo dos grupos -SH da B hemocianina e apo
hemocianina, na presenca e ausencia de SDS, forneceram o0s resul-

tados gue se encontram na tabela II.

TABELA 11
Amostra grupos -SH/s7tio binuclear de Cu*
8 hemocianina 1,2
R hemocianina + SDS 2,9
apo-hemocianina 1,7
apo-hemocianina + SDS 3,1

*
Foi assumido um valor de 50.000 daltons como p&so molecular

para a subunidade funcional minima (Van HOLDE & Van BRUGGEN,
1971).

An3lise por microscopia eletronica

Conforme mostra a figura 13, a hemocianina total
de M.ovatus apresenta-sc como um citindro, com uma base de apro-
«imadamente 30 nm de diametro e 35 nm de altura. Na fotomicrogra
fia eletronica pode-se distinguir portanto ¢circulos e retangulos
com essas dimensoes. Esse elevado grau de organizagao @ perdido
apos dialise por 12 horas contra tampdo borato 0,1 M pH 9,2, con
tendo EDTA 1 mM, de acordo com o que se€ observa na fiqura 14.

Em nresenca de NaCl 1 M, o componente o dissocic
-se em molgculas com metade do peso molecular da nemocianina na-
tiva, como pode ser visto na figura 15, onde ha cilindros intei-

ros (R hemocianina) e cilindros com metade do comprimento origi-



Figura 13 -

Fotomicrografia eletronica da hemocianina total de

M.ovatus na forma associada (x 97.000). A barra re

presenta 100 nm.



Figura 14 - Totomicrografia eletronica da hemocianina total

Mf.ovatus na forma dissociada (x 134.,000).
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Figura 15 - Fotomicrogr
NaCl 1 M (x 134.000).

i.ovatus na presencga de

barra corresponde a 50 nm.
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nal, conservando entretanto o mesmo diametro { o hemocianina ) .
As figuras 16 e 17 mostram preparagoes purificadas de o e B hemo
cianina respectivamente, ambas em NaCl 1 M, Nota-se que aparecenm
citindros inteiros na fotomicrografia eletronica da B hémociani—
na, enquanto que na da a hemocianina estes correspondem a metade

dos originais.

Testes seroldgicos

A molscula de hemocianina revelou-se um excelente
antTgeno, tendo o soro apresentado 33 reagdo apds 5 dias da pri-
meira imunizacdo. Foram utilizados os antissoros especificos pa-
ra hemocianina associada (AS-HcA) para hemocianina dissociada em
subunidades (AS-HcD). Nos testes serologicos de dupla difusao em
dgar observamos perfeita identidade entre HcA e HeD (figuras 18
a 21). Testes feitos com apo-hemocianina permitiram gbservar
identidade parcial entre os grupamentos de HcA e/ou HcD e apo-he

mocianina conforme mostra a figura 22.

Efeito da adicio de cianeto a oxihemocianina

A adicido de cianeto 3 oxihemocianina causa um ra-
pido decréscimo no pico a 344 nm, conforme mostra a figura 23.
Pode-se notar que o aspecto do espectro s semelhante ao dos ob-
tidos por sucessivas adices de ar a deoxihemocianina, nas expe
rigncias de equilibrio com oxiganio (figura 24). O decrescimo no
valor de absorbdncia causado pela adicdo de cianeto, nao & dire-
tamente proporcional a relagao CN™: Cu, pois enquanto uma propor
cao de 2:1 causa 15% de reducdo desse valor, numa relagao de 20:]

mantem-se ainda um valor de 56% da absorbancia original.



Figura 16 - Fotomicro
M.ovatus

presenta

mocianina de

prafia eletronica da a he
em NaCl 1 M (x 134.000) . A barra re-~

50 nm.
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Figura 17 - Fotomicrografia ecletronica da B hemocianina de

M.ovatus em NaCl 1 M (x 97.000) A barra correg

ponde a 100 nm.
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Linhas de precipitagao obtidas em testes

difusao em agar.
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Figura 19

- Linhas de precipitagao obtidas em testes

difusao em agar.
(1) AsllicA
{2) soro normal

(C) UeD
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rigura 20 - Linhas de precipitagao obtidas em

difusao em agar.

(1)

AS=-HcD
soro normal

HeD

testes de imuno-
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Fieura 21 - Linhas de precipitagao obtidas em testes de imuno-
8 I

difusao em agar.
¢1) As-leD
(2) soro normal

(b) cA
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Figura 22 - Linhas de precipitagao obtidas em testes de imuno-
difusao em agar.
(1) UHeA

(2) apo-hemocianina

(C) AS-HcA
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345 X (nm)

Figura 23 - Desaparecimento do pico a 344 nm por adi~oes sucessi

vas de cianeto a hemocianina de M.ovatus.
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Cinetica da remogdao de cobre por cianeto

A figura 25 mostra a cinetica da remogdo de cobre
das formas oxigenada e desoxigenada da B hemocianina durante as
trés primeiras horas apds a adigdo de cianeto & proteina. A cons

tante cinetica de pseudo la ordem para a reagao inicial e de

1 . C
para a deoxihemociani-

0,0461 min~! para a oxi e de 0,0066 min~
na, o que sugere uma apreciavel influéncia da presenga do ligan-
te. Esse efeito torna-se ainda mais evidente ao considerarmos que
enquanto 50% do cobre Tigado 3 desoxihemocianina & removido em
cerca de 30 minutos, a forma oxi ainda retem 53% do cobre apos 3
horas de incubacdo (figura 26). A capacidade de Tigagao com oxi-
genio das amostras nas quais o cobre foi parcialmente removido ,
foi determinada pela absorbancia em 344 nm e a figura 27 wmostira

a percentagem do pico de oxihemocianina em fungdao do tempo de

reagdo com cianeto.

Conteldo de cobre e capacidade de ligacao de oxigénio

A an3lise de cobre em amostras de hemocianina to-
tal e de B hemocianina levaram a um resultado de 2,65 e 2,81 ug
de cobre por mg de proteina respectivamente.Nossas preparacoes de
apo-hemocianina retiveram sempre cerca de 8% a 10% do cobre ori-
ginal.

A capacidade de ligagao de oxigénio,expressa cComo
s diferenca total na absorbancia em 344 nm entre as formas oxige
nada e desoxigenada por myg de proteina, tambem se mostrou ligei-
do que

ramente superior na B hemocianina onde aA344/mg = 0,385,

na hemocianina total onde ﬂA344zmg = 0,361,
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rioura 26 - Percentagen de cobre remanescente nas amostras de

oxi (O ) e deoxi (&) B hemoclanina de H.ovatus
apos incubagao con cianeto em diferentes intervar:
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Fipura 27 - Percentagel da absorbancia cm 344 nm apresentada

por anestras de oxi { © ) c deoxi ( A ) B hemocia

nina de M.ovatus, apos Lncubagao com cianeto em

Jifereutes intervales de tempo.
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Equilibrio da hemocianina com oxigénio

A figura 24 mostra a curva de oxigenacio obtida
diretamente com a hemolinfa recem coletada, sem nenhuma purifica
¢ao posterior. Verifica-se que nessas condigoes, Peg= 8,2 mmHg e
0 coeficiente de Hill Neg® 2,1,

A afinidade da B hemocianina pelo oxigenio mostrou

forte dependencia da presenca de Tons Ca2+, como pode-se verifi-

car atraves da figura 28, onde o pH foi mantido igual ac obtido
para a hemolinfa recem coletada. '

A figura 29 mostra o efeito de protons sobre a
afinidade pelo oxigenio da B hemocianina nas formas associada e
dissociada. Pode-se verificar que ambas as formas apresentam efei
to Bohr reverso, embora muito mais acentuado no casc da hemocia-
nina associada. 0s valores de Alog PSO/ApH cbtides na regiao de
pH de 7,5 a 8,5 foram, respectivamente, 0,18 para a forma assoc-
cjada e 0,03 para a forma dissociada.

0s valores de gy em ambos os casos ndo apresen-
taram diferencgas significativas com a variacao do pH. A hemocia
nina dissociada mostrou-se nac cooperativa, com valores de Ncg
aproximando-se da unidade, enquanto que para a hemocianina asso-
ciada os valores de Ncg variaram entre 1,5 e 2,0, apresentando
pertanto o fenomeno da cooperatividade. Nota-se tambem que em to
da a faixa de pH estudada, a molecula dissociada apresenta maior
afinidade pelo oxigénio do que a molecula associada. Esses resul

tados encontram-se dispostos na tabela III.
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Mirzura 2% - Jufluencia da coucentracac hidropenionica na afini-
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da B henocianina de M.ovatus pelo ligante oxigenio.



TABELA II1
o par§ pH
B hemocianina metro
5,5 6,5 6,8 7.5 7,8 8,2 2,4 9,2 10,1
aszociada Peo 4,51 4,91 5,03 5,75 6,61 7,02 8,12 9,66 -
(ca®" 20 mM) (mmHg)
neg 2,0 2,0 1,6 1,65 1,6 1,7 1,5 1,5 -
dissociada P - 2,25 2,52 2,62 2,74 2,80 2,98 3,31 4,07
(EDTA 1 mM ) (nmHg)
“50 - 0,9 1,0 1,0 1,0 0,9 0,9 0,85 0,9

-Ez-
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DISCUSSAQ

Em animais invertebrados pode-se observar a exis-
tencia de diferentes tipos de proteTnas respira.orias, algumas
contendo ferro ligado ou nac ao heme, outras contendo cobre en
seus sitios de ligacgao com oxigenio. O que todas possuem em comum,
alem da funcdo de transporte de oxigenic & um elevado peso mole-
cular o que as torna moleculas complexas que apresentam proble-
mas interessantes quando comparadas as hemoglobinas mais simples
encontradas nos vertebrados. Assim, as hemoglobinas extracelula-
res, eritrocruorinas e clorocruorinas, as hemeritrinas e as hemo
cianinas sao as proteinas respiratorias encontradas em um grande
numero de especies de invertebrados e exibem uma grande varieda-
de de comportamento funcional, diversidade quanto a estrutura de
suas subunidades, relacionada com o numerc e tipo de monomeros e
com a geometria das moleculas Tntegras(AMTONINI & CHIANCONE, 1977).

As hemocianinas péertencem a esse grupo de protei-
nas polimericas, e¢ embora sendo a proteina respiratoria de gran-
de parte de moluscos e artropodos, ja apresentam diferengas es-
truturais e funcionais distintas em cada um desses files, Mesmo
derntro de uma classe como a dos gastrﬁpodos, embora naoc existam
diferencas estruturais acentuadas, as diferengas funcionais obser-
vadas podem ser atribuidas a microhetercogeneidade de cadeias ,
s7tios ativos ou subunidades (BONAVENTURA & BOWAVENTURA, 1980)
Neste trabalho sobre a hemocianina do gastropodo terrestre Mega-
lobulimulus ovatus, tentamos caracterizar funcional e estrutural
mente essa proteina e compara-ia com os dados existentes na Tite

ratura para hemocianinas de outras especies da mesma classe.



Analisando a hemolinfa obtida de cada animal, po-
demos constatar, pelos resultados obtidos, que o pH do material
recem coletado € razoavelmente constante, apresentando um valor
medio de 8,15 + 0,05. J&a em relagao a concentragio total de pro-
teina ou mesmo de hemocianina, h3d maiores variacBes, provavelmen
te relacionadas com o proprio ciclo de vida animal, que passa
por periodos de maior atividade na €poca de chuvas, e periodos
de baixa atividade, quase ibernandc na epoca mais seca(LEME,1973).
Verificou-se que a concentracgao proteica na hemolinfa era inde-
pendente do peso corporeo do animal, e variava de 30 a 50 mg/ml,
sendo que 90 a 95% desse valor corresponde a concentragao em he-
mocianina, o que esta de acordo com os valores descritos em Tite
ratura para J.pomaiia (LUSTIG et alii, 1937 e PILSON, 1965). A
elevada concentragao da hemocianina na hemolinfa e seu alto peso
molecular favorecem sua purificacao baseada principalmente en
sedimentacao por ultracentrifugagao. A partir . hemocianina to-
tal purificada, diluida em tampao acetato 0,10 M pH 5,7 contendo
NaCl | M, pode-se observar que cerca de 70% das moleculas disso-
ciam-se em particulas com metade do tamanho original, o que foi
comprovado pela analise de sedimentacdo em ultracentrifuga anall
tica e atraves de fotomicrografias eletronicas das soclugoes de
hemocianina. Esse fendmeno de dissociacao parcial das moleculas
quando em presenga de NaC] 1 M, tem sido observado para hemocia-
ninas de outras espécies de gastropodos, como Helix pomatia
{ HEIRWEGH et alii, 1961), onde 75% das moleculas sofrem essa
dissociagdo, Helix hortensis, Strophocheilus terrestres e leliwx
aspersa {¥an HOLDE & Van BRUGGEN, 19717) onde apenas 25 a 30% das
moleculas se dissociam, e o caso extremo de 100% de dissociagao
apresentando pela hemocianina de lelix arbustorum ( KONINGS ,

1969).
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Uenominou-se a hemocianina a proteina que se dis-
socia nessas condi¢oes e B hemocianina aquela que permanece nao
dissociada. Aparentemente os gastropodos marinhos s& possuem B
hemocianina enquanto os terrestres possuem 0s dois tipos de hemo
cianina, embora Helix arbustorwnm (1009 de o hemocianina) ¢ Pila
leopoldvillensis (100% de B hemocianina) apresentem somente um
dos dois componentes (Van HOLDE & Van BRUGGEN, 1971). Assim, a
hemocianina de M.ovatus, com 70% de = hemocianina e 30% de B he-
mocjanina, assemelha-se bastante em composicac a hemocianina de
H.pomatia,

A molecula de hemocianina ainda pode sofrer disso
ciagac em particulas menores, dependendo do pH do meio e da con

2+e M92+.Assim,

centracao em cations divalentes, especialmente Ca
estudou-se ¢ regido de estabilidade das varias espécies molecula
res provenientes de diferentes graus de dissociagao da hemociani
na de M.ovatus, chegande-se a um grau maximo de dissociagdo em
pH 10 na ausencia de cations divalentes. A especie entao formada
apresentou un coeficiente de sedimentacao 13 S, correspondendo a
aproximadamente 1/20 da molecula original. Dissociagao alem desse
ponto nac foi observada, e elevando-se o pH acima de 11 ocorre
denaturacdo irreversivel da proteina.

Nessa hemocianina tambem pode ser constatado 0
papel dos cations ca’*na manutengdo da molecula agregada, ao com
pararmos 0s resultados expostos nas figuras 8§ e 9, Verificamos
que na presencga desse ion, a disscciacao da hemocianina de M.
ovatus ndo vai alem de moleculas com 1/2 do peso molecular ori-
ginal na faixa de pH estudado, embora na hemocianina de H.pomatia
mesmo em presenca de Ca2+ 25 mM, ocorra dissociacgao tambem em

moleculas com 1/10 do tamanho original, a partir de pH9,2(SIEZEN
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& Van DRIEL, 1974). Tentativas de reassociagao da especie 13 S
por diminuicdo gradativa do pH ou pela adicic de Tons ca’? ate
uma concentracao de 20 mM, n3o tiveram sucesso, mesmo incubando-
~se a solugdo por até 24 horas, somente tracos de material de
maior peso molecular foram detectados por an3lise em ultracentri
fugagdo. Ja a reassociacio apartir das especies 22 5 e 65,5 S
foi conseguida, embora no caso da especie 22 S houvesse sempre
cerca de 20% das moieculas ainda dissociadas. Esse fenomeno de
dissociagao e reassociagdo estd aparentemente de acordo com o
esquema proposto por BONAVENTURA & BONAVENTURA, 1980, para hemo
cianinas de moluscos, embora nem todas as especies de moluscos

apresenten todas as subunidades por eles descritas,
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Interrelacao das hemocianinas de artropodes e de moluscos & suas

subunidades {BONAVENTURA et alii, 1977b).
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A hemocianina do gastropodo marinho Bueceinum
undatum, por exemplc, hao se dissocia ate 1/20, mas somente ate
1/10 da molecula original (WOOD, 1973) e a do cefalopodo Nautilus
pompilius, apresenta apenas os componentes 583 S e 11 S, sem ne-
nhum outro estagio intermediario de dissociacdo (BONAVENTURA et
alii, 1981). Ja os gastropodos terrestres, como Helix pomatia e
Levantina hierosolima, apresentam todos esses estagios de disso-
ciagao {DIJK et alii, 1970 e KLARMAN et alii, 1975), acima des-
critos.

Assim, com excecdo da reassociacao reversivel de
particulas de 4,5 x 105da1t0ns de peso molecular para as de
g x 105 daltons, a hemocianina de M.ovatus apresenta as mesmas
etapas de dissociagac e subunidades comuns as hemocianinas de
outros moluscos terrestres, nao tendo sido nela evidenciada tam-

6 e 9 x 105 daltons

bem nenhuma especie intermediaria entre 5 x 10
de peso molecular.

Na hemocianina de H.pomatia todas as particulas
dissociadas podem sofrer reassociacao, embora esta seja mais ra-
pida a partir de meleculas com 1/2 ou 1/10 do peso molecular ori
ginal, do gue a partir daquelas com 1/20 do tamanho da molecula
associada. Neste caso, alem da reassociagao ser lenta, @ tambem
incompleta como na hemocianina por nos estudada e SIEZEN, en
1974, propos para H.pomatia 2 existencia de dois tipos de molecu
las dissocijadas, um que se associa rapidamente e outro de lenta
reassociacao, que seria responsavel pela percentagem observada
de material n3o reassociado. No caso da hemocianina de M.covatus
poderia ocorrer a formagao preferencial do tipo de particulas de
associacao lenta, o gque levaria ao baixo grau de reassociacao

por nbs obtido. Em alguns casos, como na hemocianina de N.pompi-
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ltus, a reassociagao causa o aparecimento de especies inexisten-
tes quando da dissociagao da molecula nativa, algumas vezes de
peso molecular superior @ da molecula original { BONAVENTURA et
alii, 1981). Esse comportamento ndo foi cbservado para a hemocia
nina de M.ovatus, e parece que as condigdes para obtencido de
agregados de maior peso molecular nas hemocianinas de gastropo-
dos envolvem a remocgao proteolitica do "colar", quando entao
ocorre a formagdo de polimeros tubulares (Van BREEMEN et alii,
1977},

Esse fenomeno de dissociagao em subunidades ndo
se trata de uma propriedade apresentada somente "in vitro", sob
agado de certos Tons, mas possui tambem significado fisielogico,
uma vez que a oxigenagao parece causar uma abrupta dissociacao
de molecutas com 4,5 x 106 daltons para moleculas com 9 x 105dal
tons de peso molecular, como foi descrito para a hemocianina de
H.pomatia submetida a analise em ultracentrifuga em condigdes de
diferentes pressces de oxigenio (Van DRIEL & Van BRUGGEN,1974) e
para a hemocianina de Limulus polyphemus em que a forma oxigena
da dissocia-se mais rapidamente que a forma desoxigenada por re-
mogcao de jons Ca2+ em meio alcalino (BROUWER et alii, 1981).

A analise da estrutura da molecula de hemocianina
de M.ovatus atraves de microscopia eletronica, mostra que a hemo
cianina total, nao dissociada, apresenta uma estrutura semelhan-
te as obtidas para outros gastropodos, consistindo de um c¢ilin-
dro com cerca de 30 nm de diametro e 35 nm de altura,fechado par
cialmente nas bases. Esses resultados saoc bastante semelhantes
aos descritos por MELLEMA & KLUG, 1972, para as hemocianinas de
Kelletia kelletia, Busycon canaliculatum e Helix pomatia. A mo-

lecula associada apresenta um planc de simetria, que pode ser
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constatade quande em presenca de NaCl 1 M, condigdes em que 0
compoenente o, quando presente como em M.ovatus, dissocia-se em
metades, aparecendo ent3o particulas que correspondem a metade
dos cilindros originais. Nos cefallpodos, a molécula associada
parece chegar a apenas esse estagio de agregacao, assemelhando -
-se as particulas observadas para a o hemocianina de gastropodos
quando dissociada em metades (Van BRUGGEN, 1968). Fica entido a
questao do porque de um maior grau de organizacdao nas hemociani-
nas de gastropodos que nas de cefalopodos, uma vez que aparente-
mente tanto as moleculas inteiras quanto as metades exibem pro-
priedades funcionais semelhantes (VANNOPPEN-ver EECKE et alii,
1973). Quando a hemocianina total de M.ovatus & examinada em pre
senca de NaCl 1 M, nota-se a presenca dos dois componentes, o e
B, como ocorre com a hemocianina de H.pomatia ( ENGELBORGHS &
LONTIE, 1973) e em pH alcalino e auséncia de cations divalentes,
observa-se a perda da estrutura tridimensional original, indican
do a completa disscciagdao da molecula, provavelmente em subunida
des de 4,5 x 105daltons de peso molecular, de acordo com o0s re-
sultados obtidos pelas experiencias de sediment .30 em ultracen~-
trifuga.

Ainda analisande a molecula de hemocianina de M.
ovatus do ponto de vista de composicao, verificou-se que se tra-
ta de uma glicoproteina, apresentando um conteido total de car-
bohidratos de aproximadamente 7%, dos quais praticamente 1/3 cor
responde a agucares aminados. Embora em algumas hemocianinas te-
nha sido detectada a presen¢a de carbohidratos, a hemocianina de
moluscos como Murex fulvescens apresenta 5,5% de carbohidratos
(BROUWER et alii, 1978b), a de Helix pomatia cerca de 8,2% (DIJK
et alii,1970) e a de Octopus vulgaris 4% (ALBERGONI et aliij}972),
ndo ha evidencias de que essa porcgao de carbohidratos esteja

envolvida na ligacao de cobre ac sitio ativo.
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Aparentemente a fungdo dos carbohidratos na molecula de hemocia-
nina permenece desconhecida, e foi sugerido que os agucares pre-
sentes nao constituissem apenas uma cadeia polissacaridica. De
fato, ALBERGONI et alii, em 1972, sbtiveram glicopeptideos dis-
tintos, provenientes da digestido da hemociznina de 0. vulgaris
com pronase, submetendo-0S a separacao por eletroforese de alta
voltagem. Estudos preliminares com B hemocianina de M. ovatus,
indicaram a presenca de pelo menos quatro glicopeptideos de mi-
gragao eletroforetica distinta.

A andlise por eletroforese em gel de poliacrilami
da mostrou a presenca de varias bandas para a hemocianina total,
que podem ser provenientes dos componentes o € 8 em diferentes
graus de dissociagao. Mesmo a B hemocianina purificada, que na
analise por ultracentrifugacdo apresentou um so pico de sedimen-
tacao, apesar de mostrar uma banda larga e intensa,apresenta tam
bem tragos de duas outras bandas de maior mobilidade anodica,pro
vavelmente produtos de dissociacao das molecula  nas condigoes
da corrida eletroforetica. Ja em presenca de SDS, ¢ numero de
bandas & maior em ambas as amostras. Isso provavelmente se deve
a uma hidrolise parcial de porc¢oes da molécula de menor peso mo-
lecular, como o "colar" que limita as extremidades dos cilindros.
As duas bandas de igual intensidade e bastante proximas na amos-
tra de B hemocianina poderiam ser provenientes da parede dos ci-
lindros e a diferenca de migracao eletroforetica seria uma indi-
cagao de heterogeneidade das subunidades. Esse tipo de comporta-
mento em relagio a eletroforese em gel de poliacrilamida ocorre
tambem em varias hemocianinas ja descritas (GULLICK et alii,1979

e TORENSMA et alii, 1981b).
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Uma outra possibilidade serfia a existéncia de um
terceiroc componente, B¢, uma fracao da B hemocianina que crista-
1iza em tampdo acetato 10 mM pH 5,3, presente na hemocianina de
f.pomatia, correspondendo a aproximadamente 1/3 de sua B hemo-
cianina (GIELENS et alii,1981), Ate o presente, somente nessa
hemocianina foi detectada a presenca de tal componente, que in-
clusive diferencia-se imunoldgicamente da outra fracao B,sollvel
(LONTIE, 1982). No caso da 8 hemocianina de M.ovatus, inumeras
tentativas foram feitas no sentido de se obter uma fragao c¢ris-
talizada, variando-se tanto o pH na regiio do ponto isoeletrico
das hemocianinas (5,0 a 6,0) quanto a forca ionica dos tampoes
utilizados e a concentragdc proteica das amostras. Foram fejtas
tentativas atraves de didlise e mantendo-se as amostras em dife
rentes solugtes em tubos conicos de cristalizacio em geladeira,
mas nao se conseguiu obter hemocianina cristalizada. Dessa forma
embora possa haver uma fragdoc Bc na hemocianina de M.ovatus,ain-
da ndo possuimos provas conclusivas de sua existencia.

Um dos aspectos mais interessantes e ainda nao
completamente elucidado e a questdo do centro binuclear de cgbre
nas hemocianinas, local de Tigagao de oxigénio, monoxido de car-
bono e outros ligantes. Conhece-se a relagdo Cu:0, e Cu:CO, 2: ]
em ambos os casos (BRUNORI et alii, 1982b), ja foi demonstrado
que 02 se liga como peroxido (LOEHR et alii, 1974) e que nesse
caso os atomos de cobre se encontram no estado de oxidagao + 2 ,
mas nao exibem sinal de E.P.R. (LONTIE & VANQUICKENBGRNE, 1974),
0 que tem sido associado a um acoplamento antiferromagnetico en-
tre os atomos de cobre (SOLOMON et alii, 1976). Sabe-se que va-
rics ligantes podem substituir o oxigenio no sitioc ativo, como
NOQ , F 7, SCN™, NE e CH , embora somente este Ultimo seja efeti-

vamente capaz de remover oS atomos de cobre do sTtio ( RIMMEL
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WRIGHT et alii, 1980). Na hemocianina de M.cvatus,observamos que
a adicao de pequenas quantidades de CN™, a partir de quantidades
menores que as estequiométricas,provoca o desaparecimento gra-
dativo da banda caracteristica da oxihemocianina em 344 nm, em-
bora na presenca de oxigenio pareca ndo haver remocioc de  cobre
dos centros de ligagao, pelo menos durante a realizacio da expe-
riencia, pois embora o pico de absorcdo caracteristico diminua
gradatavamente, o aspecto do espectro se mantem inalterado, e se
melhante aquele obtido quando, a partir da decxihemocianina,efe-
tuam-se adigoes sucessivas de pequenos volumes de ar. Uma outra
hipotese & a de que se os atomos de cobre est3o sendo removidos,
essa remogao teria que ser simultanea, ou seja, cada par de ato-
mos de cobre seria removido concomitantemente de um dado sitio
de ligagao. Isso porém, ndo esta de acordo com o observade por
HIMMELWRIGHT et alii, 1980, que obtiveram a remocdc seletiva de
um s0 cobre por sitio na hemocianina de Busycon  canaliculatum.
Nesse caso, quando houvesse 50% de cobre removido, ja ndo pode-
rTamos observar o pico de absorcdo em 344 nm. Para elucidar esse
ponto, fizemos a remocao de cobre da hemocianina de M.ovatus nas
formas oxi e deoxi, na suposigac de que a presenga de um ligante
no caso 02, poderia de certa forma proteger ¢ . .ntro binuclear
de cobre do ataque de cianeto. Realmente, analisando os resulta-
dos obtidos, verificamos que ha uma diferenca significativa na
velocidade de remocao de cobre das formas oxi e deoxi,pelo menos
nos primeires 30 minutos de reacaoc. As constantes de velocidade
da reagao de pseudo !'a ordem apresentaram valocres de 0,0461min-]
e 0,0066 minﬁ} para as formas oxi e deoxi respectivamente obser-
vando-se umé razao de 7;1 aproximadamente na velocidade de remo-

cao do cobre do sTtio livre da deoxihemocianina em relagao ao

-
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sitio ligado ao 02 da oxihemocianina. Da mesma forma, analisando
-se 0 desenvolvimento da reacac apresentado na figura 26,podemos
notar que enquanto na forma desoxi ocorre remocio de cerca de 50%
do cobre em aproximadamente 30 minutos de incubacao, esse valor
s0 & alcangado para a forma oxi apos trés horas de reacaoc. Apa-
rentemente, apds a etapa inicial de remogac, que termina em cer-
ca de 30 minutos para a deoxihemocianina e em cerca de 50 minutos
para a oxihemocianina, segue-se uma segunda fase de reagao, bem
mais lenta e que nao mostra influéncia da presenca do ligante,
conferme indica a figura 25. Nesse caso, poderTamos propor a
existencia de dois tipos de cobre nos sTtios, ou de dois tipos
de sTtios, um contendo cobre mais acessivel ao cianeto ou  mais
1abil, e outro contendo cobre mais firmemente ligado ou methor
protegido do ataque de cianeto. Considerando os valores de absor
bancia em 344 nm obtidos para as amostras de oxi e deoxihemocia-
nina apds remogdc parcial de cobre (figura 27) e lembrando- se
que quando a percentagem de cobre remanescente & igual a da ban
da de oxigenio temes ainda os dois atomos de cobre presentes no
mesmo s$itio, visto que 02 se Tiga formando uma ponte entre eles
(BONAVENTURA & BONAVENTURA, 1980), enguanto que gquando aquela e
o dobro da obtida para a banda de oxigenio ha somente um cobre
no sitio, podemos propor que no caso da forma desoxi ocorra a
remogao preferencial de um atomo de cobre do sTtio, enguanto que
no caso da forma oxi, inicialmente parece haver uma certa compe-
ti¢ao, mantendo-se iguais as percentagens de Cu remanescente e
da banda de oxigenio observada, para, apos cerca de 1 hora de in
cubagao, a remocgao passar a ocorrer como na forma desoxi. Fsse
fato tambem pode estar relacionado com o grau de oxidacao dos

atomos de cohbre, uma vez que na deoxihemocianina temos Cu(l),que



-85~

forma complexos mais estaveis com cianeto do que Cu{Il) que & o
que se encontra na oxihemocianina (HIMMELWRIGHT et alii, 1978)

Uma outra possibilidade seria a ligacao simultanea de CN e oxi-
génio ao sTtio binuclear de cobre, e que essa ligacdoc modificasse
0 espectro de absorcgao na regiac de 340-350 nm, interferindo na
transferencia de carga Cu+02 que foi proposta como responsavel
pelos picos em 340 e 570 nm, originando~se de dois orbitais 1 *
diferentes do 022- (EICKMAN et alii,1979 e LARRABEE & SPIRD,1980).
Os resultados aqui descritos mostram claramente que tantoe a cing
tica guanto a extencao da remocao de cobre da hemocianina pela
agao de cianeto depende da presenca ou ausencia de ligante no si
tio ativo, e confirmam os resultados anteriormente obtidos com o
estudo cinetico da remocdo de cobre das formas oxi, desoxi e car
bomonoxi de hemocianinas de diferentes especies {ZOLLA et alii ,
1382). Por outro lado, se compararmos a afinidade dessas hemocia
ninas estudadas pelos ligantes utilizados, verificamos que hemo-
cianinas com afinidades diferentes por um mesmo ligante compor-
tam-se de modo semelhante em relacdao a cinetica de remocdo dos
atomos de cobre, sugerindo mais uma diferengca na acessibilidade
ao sitio do gue propriamente um efeito protetor que seria espera
do se gquanto maior fosse a afinidade de uma dada hemocianina paor
um determinado ligante, mais lenta fosse a remogao de cobre de
seus sTtios. Assim, B hemocianina de H.pomatia (Py,= 4 mmHg),he-
mocianina de O.vulgaris (P50= 156 mmHg) e B hemocianina de M .
ovatus (P50= 7,02 mmHg) apresentam comportamento bastante seme-
lhante em relacdo a remocdo de cobre em suas formas oxigenadas,
apesar da diferenca de afinidades pelo ligante (MANGUM, 1980 e

I0LLA et alii, 1982}.
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0 conteUdo de cobre na hemocianina total e na &
hemocianina revelaram-se ligeiramente diferentes, assim como a
capacidade de ligag¢do de oxigenio das duas amostras, embora,cono
seria esperado, em amboS 05 casos ﬂA344 nm/ug Cu fosse igual a
aproximadamente 0,137, valor bastante proximo ao encontrado por
KONINGS et alii, 1969, para a hemocianina de H.pomatia (0,140} .
Como ja discutimos enteriormente, esses atomos de cobre devem
possuir diferentes labilidades ou os sTtios ndo sdo todos equi-
valentes, uma vez que tambem na apo-hemocianina existe sempre uma
percentagem do cobre original (8 a 10%) que nao & removida,poren
ndo sdo atomos acoplados, pois desaparece totalmente o pico em
344 nm.

De acordo com os resultados dos testes serologi-
cos, podemos verificar que a dissociagao da hemocianina nio pro-
voca o aparecimento de novos grupamentos antigenicos em relacao
a0s existentes na hemocianina n3ao dissociada, nem modificacgoes
nesses ultimos, uma vez que ha jdentidade total nos testes efe-
tuados com aﬁbas as formas, tanto com antissoros especificos pa-
ra a hemocianina associada quanto para a dissociada. Ja no caso
da remocao de cobre, aparece apenas identidade parcial nos testes
com os antissoros contra ambas as formas da holoproteina. Esses
resultados sugerem a participacgac dos atomos de cobre na manuten
¢ao de determinadas caracteristicas estruturais na molecula in-
tacta, uma vez que sua remogao causa modificagoes nos grupamen-
tos antigéenicos originais. Esses resultados diferem dos descri-
tos por WOOD et alii, 1968, para a hemocianina . molusco Murex
trunculus, que apresenta comportamento identico ao da apo-. hemo-
cianina tanto nos testes de dupla difusdao quanto nos de imuncele

troforese. Ja os trabalhos de PARISI et alii, 1962, com hemocia
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nina de outro molusco, Octopus vulgaris, descrevem ligeira di-
ferenga nas reacdes de dupla difusdao entre a proteTna nativa e a
tratada com cianeto para a remocdo de cobre. Isto sugere que tal
vez um papel estrutural dos atomos de cobre ndo seja gengrico pa
ra as hemocianinas dentro de um mesmo filo, mas cause em algumas
especies modificagGes conformacionais suficientes para afetar os
sTtios antigenicos, como ficou provado para a hemocianina de M.
ovatus € O.vulgaris.

A dissociagao da molecula de hemocianina de M.
ovatus, embora nao cause mudancas conformacionais que se eviden-
ciem pelo aparecimento de grupamentos antigenicos adicidnais,
acarreta a exposigao de pelo menos um grupo sulfidrila por unida
de contendo um sitio ativo, a julgar pelos resultados obtidos pe
la titulag3o da hemocianina com PMB na presencga e ausencia de
SDS (tabela II), J2a a apo-hemocianina ndo mostra um aumento sig-
nificativo de grupes tiois livres em relagdo a holo-proteina, o
que indica, como ja fora proposto por GHIRETTI-MAGALDI & NUZZOLO,
1965, que provavelmente ndo ha residuocs de cisteTna proximos ao
centro ativo, capazes de participar na manutencao do cobre com
ligacoes do tipo Cu-$, Uma outra hipotese para o papel dos gru-
pos sulfidrila Tivres seria um efeito protetor dos atomos Cu( I )
na deoxihemocianina e sua participacao no fenomeno reversivel de
oxido-reducao quando a desoxihemocianina, onde esta presente Cu(l)
passa a oxihemocianina, onde tem-se Cu(Il) e vice-versa.

B hemocianina de M.ovatus foi utilizada no estudo
das propriedades funcionais, uma vez que suas preparacgoes mostra
vam-se aparentemente nao contaminadas com o componente a. Com a
hemelinfa total, recem coletada, foram feitas experiéncias de
equilibrio com oxigénio diretamente, sem modificagac de pH ou

adicio de cations divalentes, obtendo-se um valor de Pg o= 8,2mmHg
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€ Ngp= 2,1 em pH 8,15 aproximadamente, Esse valor de P50 & rela
tivamente proximo ao obtido por KONINGS et alii, em 1969, para a

hemolinfa de #.pomatia, onde P50= 9,6 mmHg em pH 8,1, embora 0

coeficiente de Hill nesse caso seja o dobro daquele encontrado

para a hemolinfa de M.ovagtus. Assim, ambas apresentam uma afini-

dade moderada pelo oxigénio nessas condigdes, o que alias parece

ser uma propriedade comum as hemocianinas de moluscos em geral

(MANGUM, 1980). Ja a cooperatividade varia bastante nas hemocia
ninas de diferentes classes de moluscos e mesmo entre virias espe
cies de gastropodos ha variacdes significativas. Em geral, hemo-

cianinas de gastropodos terrestres, quando associadas,apresentam
maior cooperatividade que aquela por nos cbtida para a B hemocia
nina de M.ovatus, que se encontra mais proxima de valores encon-

trados para hemocianinas de cefalbpodos onde n5022 ( BONAVENTURA
et alii, 1981).

Estudando-se o componente B purificado, verificou

-se que este apresenta propriedades funcionais bastante distin-

tas, caso esteja na forma agregada, caso se apresente dissociado.
0 que se observa de modo geral & que a forma dissociada nio apre
senta cooperatividade, ncy=1. Se formos interpretar o fendmeno da

cooperatividade em termos de interacao homotropica entre os s7-

tios }igantes, deveria existir cooperatividade mesmo na molecula

dissociada, pois essa dissociacao n3o vai alem de especies con-

tendo cerca de 8 unidades monomericas, e portanto estio  ainda

presentes 8 a 9 sTtios de ligagdo de oxigenio ( BROUWER et alii,

1979). Assim, podemos supor que as interacoes entre esses sitios

sejam negativas, ou que o fenomeno da cooperatividade esteja re-

lacionado a uma forma de maior organizagao desses sitios. Se
analisarmos a cooperatividade encontrada na forma associada da

hemocianina de M.ovatus, verificamos que os valores de Mg Sempre
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proximos a 2, sao bem inferiores aos descritos para hemocianinas
de outras especies da mesma classe {(MANGUM, 19.80). Por ocutro la-
do, @ B hemocianina de M.ovatus apresenta uma afinidade pelo oxi
génio maior do que as demais hemocianinas de gastropodos { KONINGS
et alii, 1969, KLARMAN et alii, 1975 e WOOD et alii, 1977),0 gue
sugere a necessidade de um estado de baixa afinidade como condi
¢cao para a existencia de cooperatividade. Assim, hemocianias que
se encontram na forma T segundc o modelo M,W.C, (WYMAN, 1964 ) ,
apresentam cooperatividade somente ao passar para a forma R e
condi¢oes nao favoraveis a forma T, tenderiam a provocar uma di-
minuicao na intensidade desse fenomeno. Uma outra hipotese seria
considerar a cooperatividade independente da interacao entre os
sTtios de ligacao mesmo nas formas moleculares mais organizadas,
mas dependente do fenomeno da dissociacdao em s3. Assim, como foi
descrito que a oxigenacdo de varias hemocianinas leva 2 disso-
ciagdo da melécula (Van DRIEL & Van BRUGGEN, 1974 e KLARMAN et
alii,1975) e as formas dissociadas apresentam maior afinidade pe
1o oxigenio do que as formas nao dissociadas, como ocorre na B
hemocianina de M.ovatus, poderiamos supor que as moleculas asso-
ciadas estivessem na forma T, enquanto que a medida em que ocor-
resse a oxigenagao e concomitantemente a dissociagao, essas pas-
sassem a forma R. Esse fenomeno entado seria t3ao mais evidente
quanto maior fosse a d{ferenga de afinidade entre ambas as for-
mas, associada e dissociada e estaria relacionado intimamente as
condicGes experimentais que levando a estabilizagao de uma ou de
outra forma, induziriam mudancas na cooperatividade., Como as
condi¢des em que realizamos o estudo de equilibrio com oxigénio
em cada uma das formas, associada ou dissociada, foram sempre

constantes, nido houve possibilidade de demonstrar essa hipotese,
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embora os resultados obtidos possam sugerir tal possibilidade.
Um outro aspecto interessante @ a diferenca encon
trada quanto a influéncia da concentracao hidrogenionica na afi-
nidade pelo oxigénio das formas associada e dissociada da 8 hemo
cianina de M.ovatus. 0s valores do efeito Bohr, calculados pela
relagao Alog Pep/apH, foram 0,18 para a forma associada e 0,03
para & forma dissociada na regiao fisiologica de pH 7,5 a 8,5
Verificamos que embora ambas as formas apresentem efeito Bohr re
verso, este & quase desprezivel na forma dissociada. Se realmen
te ocorre com a hemocianina de M.ovatus o mesmo fenomeno de dis-
sociagao decorrente da oxigenagao conforme discutido anteriormen
te, o efeito Bohr para essa hemocianina ndo possui significado
fisiologico, isto &, mesmo com a variagcdo do pH da hemeolinfa, a
capacidade de liberagao de oxigenio da hemocianina permanece inal
terada. Como esses animais hibernam retraTdos em suas conchas,em
condigoes em que diminui a aeracao e a pressao de CO, aumenta com
concomitante aumento na concentracao hidrogenionica, somados o0s
dois efeitos verificamos que pode-se tratar de um mecanismo de
adaptacdo fisiolGgica. A representacdo grafica do efeito Bohr re
verso apresenta uma tangente positiva, indicando uma diminuicao
no valor de P50 com o decréscimo em pH. Desta forma a curva de
dissociacao sofrera um desvio para a esquerda, favorecendo a li-
gacao de oxigénio @ hemocianina. Como consequéncia, o  conteldo
de oxigenio do sangue arterial, pode permanecer constante quandeo
PUZ do sangue cai, desde que haja um decrescimo simultineo no pH.
0 significade fisiologico da hemocianina apresentar um efeito Bohr
reverso e pouco explicado,tendo sido descrito na hemocianina de 1.
pclyphemus (HOGBEN & PINHEY, 1927 e REDFIELD & INGALLS, 1933) ,

na de E,ecanaliculatum (REDFIELD et alii, 1929 e REDFIELD &
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INGALLS, 1932) e na de #.pomatia (HOGBEN & PINHEY, 1927 e WOLVE
KAMP & KERSTEN, 1934}, Ja em 1934, FLORKIN sugeria que o efeito
Bohr em gastropodos estava relacionado ao fato dc animal reco-
lher-se em sua concha e entao ainda ser possivel uma extragao
adicional de oxigenio a partir de agua retida na cavidade do man
to. Isso porem so se aplicaria a gastropodos aquaticos, e  nado
aos terrestres como M.ovatus.

Uma outra tentativa mais recente de explicagao da
utilidade do efeito Bohr, foi proposta por JOHANSEN & PCLTERSEN,
1975 e MANGUM et alii, 1975, a partir de experiéncias com Limlus
polyphemus. Quando o animal se enterra, demonstrou-se que a ven-
tilacao era reduzida resultando em uma acidose respiratoria,des-
locando a curva de dissociacao do oxigenio para a esquerda. Esse
deslocamento, melhoraria a oxigenacao da hemocianina em maior
grau do que reduziria a liberacdo de oxigénio, causando um ren-
dimento positivo no transporte de oxigenio.

Na hemocianina de M.ovatus entretando, nao estamos
considerando as propriedades da o hemocianina presente, que pode
diferir funcionalmente do componente B, como e 0o caso da hemocia
nina de H.pomatia (KONINGS et alii, 1969) e uma discussio mais
ampla s0 sera possivel quando esses dados forem obtidos. Tambem
a influéncia que Jons normalmente presentes na hemolinfa de M.
ovatus possam ter sobre as propriedades funcionais de sua hemo-
cianina, deve ser considerada, embora no casc de gastropodes ter
restres a variacdo da concentra¢dc desses Tons ndo deva ser tao
intensa quanto a gue ocorre em espécies marinhas e de agua doce
(MANGUM, 1980) onde sua influencia nao pode ser desprezada, De
qualquer forrma, dados de literatura para a hemolinfa de H. poma

. — - 2+ . 2+ . .
t7c mostram uma concentracao em 1lons Ca e Mg de aproximada-
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mente 12 mM e 7 mM respectivamente, e pertanto trabalhando em

2+

concentragoes de Ca 20 mM, estariamos dentro das condigcoes de

forga ionica promovidas pela presenca desses cations divalentes.

0s resultados aqui descritos para a hemocianina
de M.ovatus mostraram que do ponto de vista estrutural esta se
assemelha as hemocianinas descritas para outras especies de gas-
tropodos e a eletroforese em poliacrilamida na presenca de SDS
sugere a existéncia de trés componentes, fato ate hoje s5 descri
to para a hemocianina de H.pomatia {GIELENS et alii, 1981}, embo
ra nao tenha sido possivel a obten¢do ou caracterizacio de uma
fracdo Bc. Em relagdo as propriedades funcionais, ambas as for-
mas, associada e dissociada, apresentam maior afinidade pelo oxi
génic na faixa de pH estudada, do que as hemocianinas de outros
dois gastropodos terrestres, #.pomatia e L.hierosolima ( KONINGS

et alii, 1969 e Er-EL et alii, 1972), enquanto os valores gbti-

dos para o coeficiente de Hill assemelham-se mais aos descritos
para hemocianinas de cefaldpodos que para as de gastropodos.
Assim, alem do interesse intrTnseco que as hemo-
cifaninas representam para zoologistas e bjoquimicos e fisiologis
tas comparativos, podemos toma-las como base para a proposigao
de modeélos no estudo da relagdo estrutura-funcio de outros siste
mas que apresentem varias subunidades, propriedades alostericas

e fendomenos de agregacdo e dissociagao.
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RESUMO

A hemocianina do gastropodo terrestre Megalobulimu-
lus ovatus foi purificada e determinou-se a existencia de pelo
menos dois componentes distintos, a hemocianina (71,5% da hemo -
cianina total) que se dissocia em presenca de NaCl 1 M e B hemo-
cianina (28,5% da hemocianina total) que permar ce associada nes
sas mesmas condigoes.

0 componente B foi purificado por sedimentagao em
ultracentrifuga em solucdo de sacarose 1 M contendo NaCl 1 M e
algumas das suas propriedades funcicnais e estruturais foram es-
tudadas. Verificou-se que essa hemocianina & uma glicoproteina
que possui cerca de 7% em carbohidratos, apresenta apenas um gru
po sulfidrila por unidade funcional, e este nUmero nao se modifi
ca com a remocao de cobre do sitio ativo.

A analise por microscopia eletronica mostrou um pa-
drdc semelhante as hemocianinas de outros gastropodos, apresen-
tando moleéculas cilindricas com 30 nm de diametro e 35 nm de
altura. Fstudou-se a regiao de estabilidade da molecula associa
da e a influencia de Fons cat e it na dissociacdo da proteina,
verificando-se a existéncia de cuatro especies, uma associada
(109 S), uma segunda correspondendo a 1/2 (65,5 S} da especie an
terior, outra sendo 1/10 (22 S) da forma associada e a ultima,
1/20 (13 S) da molecula original. Verificou-se que a presenga de

2+

Ca 20 mM, previne a dissociagao alem da especie 65,5 S em pH

ate 9,5.
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Foram preparados antissoros contra as formas asso
ciada (109 S) e dissociada (13 S), n3do tendo sido observada modi
ficagOes nos grupamentos antigénicos. J3 a apo-hemocianina apre-
senta apenas identidade parcial com a helo-proteina a julgar
pelos testes de imuno-difusao em agar, indicando um possivel pa-
pel estrutural desempenhado pelos atomos de cobre. 0 efeito da
presenga do ligante 0, no sitio de lTiga¢do em relacao a velocida
de de remogao dos atomos de cobre por cianeto foi estudado, veri
ficando-se uma protegac contra essa remoagaoc nos primeiros 30 mi-
nutos de incubagdo das formas oxi e desoxihemocianina. Do ponto
de vista funcional, a hemolinfa total apresentou P50= 8,2 mm Hg
e Ngy= 2,1 em pH 8,1, As formas associada e dissociada da R hemo

cianina purificada, nesse mesmo pH, apresentaram P.,= 7,02 mmHg

50
Ngg® 1,7 ¢ P50= 2,80 mmHg, Ngg® 0,9 respectivamente., [m toda a
faixa de pH estudada, a forma dissociada apresentou-se nao coope
rativa (n50:1) e com afinidade pelo oxigenio sempre maior que a
de forma asscciada, apresentando efeito Bohr reverso muito maijor

no caso da molecula associada (0,18) que no da dissociada(0,03 )

na regiao de pH 7,5 a 8,5.
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SUMMARY

The hemocyanin from Megalobulimulus ovatus,
gastropod of terrestrial habitat, was purified. It was shown
the presence of at least two components, o hemocyanin (71.5% of
total hemocyanin), which dissociates in 1T M NaCl solution and
B hemocyanin (28.5% of total hemocyanin) which remains intact
in the same conditions.

B hemocyanin was isolated by preparative ultra-
centrifugation in 1M sucrose solution containing 1 M NaCl, and
some of its functional and structural properties were analysed.
This hemocyanin was a glicoprotein containing about 7% in
carbohidrates, showed only one sulphydryl group per functional
subunit and this number remains after the copper removal.

Electron microscopy revealed a pattern quite
similar to the hemocyanins from other gastropods, presenting
cylindrical molecules with a diameter of 30 nm and 35 nm high,
The stability region of the undisscciated molecule was
determined, and the influence of Ca2+ and H™ ions on the protein
dissociation was studied. Four different species were found;
109 S, corresponding to the undissociated molecule; 65.5 3,
corresponding to dissociation into halves; 22 3, corresponding
to 1/10 molecules, and 13 S, the last degree of dissociation
achieved, corresponding to 1/20 of the original molecule. The
presence of 20 mM Ca2+ prevents the dissociation beyond the

6£5.5 S species up to pH 9.5,
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Antisera against the whole (109 S) and the
dissociated (13 S) species were obtained, double immunodiffusion
tests were performed, and no antigenic difference could be
observed, The apo-hemocyanin, however, showed only partial
identity with the holo~protein, suggesting a possible structural
role played by the copper atoms. The presence of oxygen in the
binding site showed a protection effect on copper removal by
cyanide, at the beqgining of the reaction, when comparing oxy

and deoxy-hemocyanins., The total hemolymph presented P, =8.7 mmHg

50
and Ngg= 2.1 at pH 8.1. The undissociated and dissociated
purified 8 hemocyanin, at this same pH, presented P50=?.02 mmHg ,
Ngo= 1.7 and P50= 2.80 mmHg, Neg= 0.9 respectively. Throughout
the studied pH, the dissociated hemocyanin showed to be non
cooperative (n50=1) and its oxygen affinity was always higher
than the whole hemocyanin, This showed a reverse Bohr effect of

0.18, six times greater than that found for the dissociated

molecule in the pH region 7.5 to 8.5,
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