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Resumo

Hemocianinas de 4 organismos habitantes do
rio Amazonas foram isoladas e parcialmente ca-
racterizadas. Trés espécies de artropodos (Dilocar-
cinus pagei cristatus, Silviocarcinus pardalinus e
Macrobrachium amazonicum) possuem hemociani-
nas cujas estruturas das subunidades sdo provavel-
mente simples. Eletrofcrese regular e eletroforese
SDS em disco de poliacrilamida revelaram predomi-
nantemente bandas simples e nenhum polimorfis.
mo. O experimento de ligacio do oxigénio mostrou
que as 3 hemocianinas dos artréﬁodos possuem um
grande efeito Bohr e dependéncia do pH no grau de
interacdes das subunidades. A hemocianina do mo-
lusco Pila sp, foi estudada e o tamanho de sua sub-
unidade parece similar & das outras hemocianinas
dos moluscos, i.e., polipeptideo 400,000 dalton, Na
de hemolinfa do molusco Pila, provavelmente existe
uma mistura de agregados de 100S a 124S. As pro-
priedades das ligacdes do oxigénio das grandes mo-
léculas da hemocianina de Pila sp, sio notdveis por
sua baixa cooperatividade e perda da forte depen-
déncia do pH.

INTRODUGAO

Hemocianinas s&o proteinas de alto peso
molecular ligando oxigénio, que ocorrem em
dois filos, Arthropoda e Mollusca. Estas pro-
tefnas possuem cobre em seu sitio de ligagéo
de oxigénio e mostram uma estequiometria de
cobre para oxigénio de 2 para 1.

Diversas publicacdes tém aparecido sobre
as relagdes de estrutura e fungdo como tam-
bém o papel fisiolégico das hemocianinas
(Redmond, 1968; Van Holde & van Bruggen,
1971: Lontie & Witters, 1973; Antonini & Bru-
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nori, 1974; Bonaventura et al., 1975; Bonaven-
tura et al., 1977). E digno de nota que as he-
mocianinas dos Artropodos e Moluscos sé@o
estruturalmente diferentes e caracteristicas.
As hemocianinas dos artropodos sdo compos-
tas de subunidades com peso molecular va-
riando de 70 a 80.000 daltons. Existem evi-
déncias de que seja significante a carga de
heterogeneidade das subunidades de alguns
artrépodos (Sullivan et. al., 1974, Bonaventura
et al., 1975, Sullivan et al., 1976, Bonaventura
et al., 1977). A forma molecular encontrada
na hemolinfa dos artrépodes consiste em es-
tados de agregacdo nos quais, hexameros,
dodecidmeros, 24-méros e 48-méros sdo inter-
medidrios estdveis. As hemocianinas dos mo-
luscos apresentam alguns contrastes quan-
do comparadas a proteina dos artrépodos.
As subunidades sdo muito grandes, 350 a
400.000 daltons, com multiplos sitios de liga-
cdo de oxigénio. Estes sdo arranjados no dis-
tinto dominio de 50.000 unidades dalton (Lon-
tie et al., 1973, Brouwer et al, 1976) . Cada
faixa possui 2 dtomos de cobre e pode ligar
uma molécula de oxigénio. Na hemolinfa, a
forma da molécula é tipicamente de 20-mero,
havendo um peso molecular de cerca de
9 X 10°.

Uma considerdavel quantidade de informa-
¢Oes tem sido acumulada sobre hemocianinas
de moluscos habitantes de zonas temperadas
(Bonaventura et al., 1977, observacbes né&o
publicadas de Celia e Joseph Bonaventura).
Nas hemocianinas dos artrépodos, heterogenei-
dade das subunidades e polimorfismo parecem
ser comuns. Estudos do comportamentc ele-
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troforético das hemocianinas dos caranguejos
do Panamé e Venezuela sugerem que existe um
pequeno polimorfismo das subunidades nas
espécies examinadas (B. Sullivan, H.J. Fyhn
e U.E.H. Fyhn, observagbes ndo publicadas).

Os organismos do rio Solimées habitam um
ambiente muito especial. A 4gua é temperada
29 = 1°C durante o ano (Fisher, 1978) . Estes
organismos tém um problema adicional de so-
brevivéncia na &gua com baixo contetido de
oxigénio dissolvido. Nés estdvamos, portanto,
interessados em caracterizar as hemocianinas
de organismos habitantes deste ambiente e
comparar suas propriedades com outras hemo-
cianinas conhecidas.

METODOS E RESULTADOS
PEQUENO CARANGUEJO VERMELHO

O pequeno caranguejo vermelho, Dilocarci-
nus pagei cristatus (Bolt, 1969) (*) foi forneci-
do por um pescador local. N&o conseguimos
saber exatamente o local de captura. Hemo-
linfa foi obtida do sinus pedal. A hemolinfa
foi gotejada dentro de um tubo de ensaio e
posteriormente coagulada & temperatura am-
biente. O coédgulo foi mecanicamente disper-
sado e diluido com 0,1M Tris, 0,01M CaCls,
pH8. Depois de 10 minutos de centrifugagéo
a 18.000 RPM numa Sorval, recolheu-se o so-
brenadante contendo a hemocianina. No expe-
rimento destinado a observar as subunidades
polimérficas, 50 x|l do sobrenadante foi adicio-
nado a 200 ml 0,1M Tris, 0,iM EDTA pH 9. Uns
poucos microlitros desta solugdo foram usados
para eletroforese regular e eletroforese em

gel de SDS,

Eletroforese em gel de regular disco de 12
individuos do pequeno caranguejo..vermelho
mostraram que ndo ha polimorfismo detecta-
vel das subunidades (Ornstein, 1964, Davis,
1964) . Adicionalmente, contrastando com mul-
tas das hemocianinas dos artrépodos, existem
notavelmente poucos tipos de subunidades.
De fato, o pequeno caranguejo vermelho pare-

ce ter um (nico e predominante tipo de sub-
unidade. Eletroforese ge/ SDS (Weber & Os-
borne, 1969) mostrou que existe homogenei-
dade com respeito ao peso molecular das sub-
unidades da hemocianina do pequeno caran-
guejo vermelho, i.e. uma tnica e pronunciada
banda na eletroforese de disco SDS-gel com
peso molecular de cerca de 75.000. Baseando-
se nas condigbes eletroforéticas e da altissima
mobilidade das bandas eletroforéticas das
hemocianinas dos artrépodos estudados, inferi-
mos que elas sfo verdadeiramente subunida-
des de 75.000 daltons. Desde que os experi-
mentos de ultra-centrifugacdo ndo foram reali-
zados sob condi¢des eletroforéticas, nio pode-
mas excluir a possibilidade de que as bandas
que temos chamado de subunidades néo sejam
hexameros. Esta possibilidade, contudo, &
muito improvével.

Os dados de ligagdo de oxigénio do peque-
no caranguejo vermelho estéo apresentados na
Fig. 1. Esta hemocianina apresenta efeitos
homo e heterotropicos. Acima do pH examina-
do, o ploteado de Hill apresenta valores para
M2 de 2 a 3. Os dados sugerem que a hemo-
cianina é mais cooperativa a pH 7 e 8 do que
a valores maiores ou menores. H4 um forte e
positivo efeito Bohr, com A log Pi;os A pH de
—0,8 entre pH7 e 8.

Ultracentrifugacdo da hemocianina do pe-
queno caranguejo vermelho a uma forga idnica
de 0.1 Tris, 0,01M CaCl, pH 8, deu 1 pico de
148 “schlieren” com indicacdes de uma peque-
na quantidade de produtos de dissociagdo e
associagédo para a esquerda e direita do limite.
O experimento ultracentrifugagéo indica que a
espécie molecular predominante sob as condi-
¢bes da fig. 1 é o hexamero.

PEQUENO CARANGUEJO MARROM

Hemocianina do pequeno caranguejo mar-
rom Sylviocarcinus pardalinus (Gerstacker,
1956) (°) foi isolada e tratada de maneira ana-
loga aquela em que foi tratado o pequenc ca-
ranguejo vermelho,

(6) — Abreviaturas usadas: EDTA, é4cido etllenodiaminotetraacético bis-iris, bis (2-hidroxietil) imino-tris (hidroxime=
til) metano; p,/, a pressdo do oxigénio expressa em milimetros de mercirio, requerida para saturar a meta-
de dos sitios da ligagéo do oxigénio da hemocianina; n,/o & inclinagdo do ploteado de Hill para ligagdo de oxi-

génlo medido a p,/,; SDS, dodecilulfato sédio.
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A eletroforese em gel regular de disco de
8 individuos do pequeno caranguejo marrom
ndo mostraram variages detectdveis de um
individuo para outro, sugerindo uma auséncia
de subunidades polimorficas. Igualmente, o
gel SDS mostrou uma unica banda do material,
havendo um aparente peso molecular de cerca
de 75.000.

Propriedades de ligagdo do oxigénio desta
hemocianina sdo mostradas na Fig. 2. O efeito
Bohr da hemocianina do pequeno caranguejo
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Fig. 1 — A dependéncia do pH da ligagio do oxigé-
nio da hemocianina de Dilocarcinus pagei cristatus.
Experimentos realizados usando o processo tono-
métrico de Riggs & Wolbach (1956). Experimentos
realizados em 0,05 M Bis-Tris (valores de pH 7,0
para baixo) e Tris (Valores de pH acima de T7,0)
com tampad contendo 10 mM de cdlcio. Experimen-
tos realizados a 20C. Valores para a porcentagem
de saturacio da hemocianina com oxigénio foram
calculadas do espectro de absorcdo coletado sobre
o comprimento de onda de 400 a 450 nm,

marrom e do pequeno caranguejo vermelho séo
muito semelhantes. Socmente ao redor de pH
9 é que a afinidade do oxigénio é diferente
(P,;» = 0,49 mm Hg para a hemocianina do
pequeno caranguejo marrom e 0,34 mm Hg para
a hemocianina do pequeno caranguejo verme-
lho). OQutras diferencas nas duas hemociani-
nas sdo aparenies se examinarmos O feito do
pH sobre a cooperatividade da ligagdo do oxi-
génio pelas duas hemocianinas. No caso do
pequeno caranguéjo marrom, aumentando o pH
decresce a cooperatividade da hemocianina da
ligagdo do oxigénio.

Ultracentrifugagdo da hemocianina do pe-
queno caranguejo marrom em forca ionica 0,1;
0,01M CaCl, pH 8 mostrou dois picos “schlie-
ren” simétricos aparecendo valores de 15 e
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Fig. 2 — A dependéncia do pH da ligacdo de oxigé-
nio da hemocianina de Sylviocarcinus pardalinus.
Experimentos realizados sob condicdes idénticas
aquelas da fig. 1.
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22,38. O pico 158 corresponde 2 espécie mole-
cular da qual faz parte o hexdmero. Seu total
€ cerca de 70% do total do material presente
sob estas condigbes. O pico 22,3S provavel-
mente corresponde ao dodecdmero. Sua quan-
tidade é de cerca de 30% do material presente.

HEMOCIANINA DE CAMARAO

Um camardo do capim flutuante do Ama-
zonas, Macrobracium amazonicum fol coletado
com a técnica de Rapiché. A elevagdo da agua
do parana que conecta o lago Janauaca e o rio
Solimbes cobre 4reas com vegetagéo flutuante
que aparentemente proporciona reflgio para
estes camardes. Mergulhando-se a rede por
baixo do capim flutuante obtinhamos muitos
camarles que variavam entre 1 a 3 cm de
comprimento. Obtivemos a hemolinfa inser-
tando um tubo capilar através da juncdo entre
0 torax e a cauda, diretamente sobre o coragéo.
A quantidade de hemolinfa obtida de cada ca-
maréo foi pequena (de 10 a 50 pl). Para a
maioria dos estudos, a hemolinfa foi reunida
e deixada coagular. O codgulo foi entdo dis-
perso mecanicamente e diluido com um volu-
me aproximadamente igual de 0,1M Tris pH8
contendo 0,01M de CaCl.. A mistura resultante
foi centrifugada e o sobrenadante foi conser-
vado para os estudos subseqiientes. Nos ex-
perimentos destinados a observar a variabili-
dade eletroforética, amostras individuals de
hemelinfa foram obtidas e sopradas em uma
pelicula de “parafilm”. Quatro a cinco volu-
mes de 0,10M Tris, 0,1M EDTA foram adiciona-
dos as amostras individuais de hemolinfa. A
solucdo resultante foi entdo retirada com um
tubo hematdcrito, fechado e centrifugado por
5 minutos. Uns poucos microlitros desta solu-
¢do foram usados para eletroforese. Prepara-
¢bes eletroforéticas de 8 individuos ndo mos-
traram nenhuma evidéncia de polimorfismo. O
padrdo do disco regular do gel eletroforético
foi muito simples, uma banda répida principal
correspondendo a uma s6 espécie molecular,
presumivelmente correspondendo a subunida-
des de hemocianina. Somando-se & banda ra-
pida, havia uma banda lenta que provavelmente
correspondia a hexdmeros de subunidades de
baixo peso molecular. Gel de SDS mostrou
uma banda difusa, provavelmente duas vezes
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mais intimamente bandeadas e com um peso
molecular de 75.000.

Ligagéo de oxigénio nas hemocianinas dos
camardes do capim flutuante do Amazonas na
presenca de 0,01M CaCl. estd mostrada na
Figura 3. A hemocianina é fortemente depen-
dente do pH. O valor pi/2 6 120,2mm Hg a pH
6,82 e cai a 2,5 mm Hg a pH 9! Por toda essa
faixa de pH, a ligagéo de oxigénio é coopera-
tiva, com valores de ni/2 proximo de 3. Na
auséncia de célcio, com pH 9,05, a afinidade
do oxigénio é menor, com py/2 de 4,7 mm Hg.
A cooperatividade observada na presenca de
célcio € perdida na auséncia de cations diva-
lentes (m/; = 1). Sob estas condicGes, a
molécula é provavelmente dissociada em mo-
ndmeros desde que pH alto e EDTA sio geral-
mente efetivos em dissociar hemocianinas.
Conseglientemente, suspeitamos que os mo-
nomeros das hemocianinas dos camardes do
capim flutuante do Amazonas possam ser ndo
cooperativos na ligagédo do oxigénio e tém uma
baixa afinidade de oxigénio.

As cinéticas de dissociagdo do oxigénio
da hemocianina dos camardes do Amazonas
foram estudadas com uma técnica de combi-
nagdo rapida descrita em (Bonaventura et al.,
1974) . A dissociagdo do oxigénio das hemo-
cianinas dos camardes do capim flutuante do
Amazonas é autocatalitica na presenga de
0,01M CaCl,, a pH 8,9 com velocidades de 27
sec” a 43 sec”. A reacdo é também autocata-
litica a pH 7,5 com velocidade de 55 sec' 5 95
sec’. Uma grande parte da reacdo & perdida
a pH 6,9, mas naquelas que foram observadas,
a taxa foi cerca de 170 seg”'. Ultra centrifuga-
¢do da hemocianina destes camardes, como
também o oxiderivado na presenga CaCl;, mos-
traram que a espécie predominante foi o he-
xémero 168, com pequena quantidade de do-
decamero 23S.

HEMOCIANINA DE PILA SP

O grande caracol, Pila sp. foi coletado por
um pescador local. Hemolinfa foi obtida do
“sinus pedal”. A hemolinfa foi entag passada
através de uma coluna Sephadex G-25 equiii-
brada com 0,001M Tris, 0,01M Ca?+ pH 8.0
equilibrio do oxigénio foi medido com as ali-
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bis-tris ou Tris, de maneira que a absorbéncia
quotas desta amostra diluindo-as com tampéo
do derivado oxigenado a 340 nm foi cerca de
0,6 e a forga idnica final do tampao foi 0,10.

A hemoglobina de Pila sp. foi eletroforizada
em gel regular de poliacrilamida 7,5% e em
gel SDS. O pigmento nédo penetrou no gel re-
gular de poliacrilamida e penetrou levemente
no gel de SDS. Existe alguma indicacdo de
proteinas com mais baixos pesos moleculares,
mas estas representaram somente uma peque-
na fragdo do total das proteinas presentes no
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Fig. 3 — A dependéncia da ligacio do oxigénio da
hemocianina de Macrobrachium amazonicum, Con-
dicbes experimentais idénticas &s das fig, 1 e 2.
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gel. Nés nao temos marcadores de pesos mo-
leculares para proteinas cujas subunidades se-
jam tdo grande quanto as das hemocianinas
dos moluscos (cerca de 400.000 daltons).

Entretanto, nossos resultados indicam que
as subunidades da hemocianina de Pila sp. sdo
tamhém grandes, estando os pesos molecula-
res na ordem de vérias centenas de milhares
de daltons.

Sob todas as condicOes examinadas, exis-
te pouca dependéncia do pH ou cooperativida-
de nas ligagdes do oxigénio das hemocianinas
de Pila sp. Abaixo do pH 7,6, existe um peyue-
no e negativo efeito Bohr, A log p/2/A pH =
0,1. Na faixa de pH entre 7,6 a 9, existe um
pequeno e positivo efeito Bohr, A log pi/2/ApH
= 0,05. A cooperatividade das ligagdes de
oxigénio medidas por ni/2, alcangam o valor
méximo de 1,8 a pH 7,6 e em pH menor o valor
de ny/2 tende & unidade.

Na presenca de 0,01M EDTA, a qual serve
de quelantes para cations divalentes, a afini-
dade do oxigénio da hemocianina do Pila sp.
é aumentada. Isto é provavelmente um reflexo
da diferenca na afinidade do oxigénio das sub-
unidades da hemocianina de Pila sp. relativa
as moléculas totais. Sob estas condigdes a
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Fig. 4 — A dependéncia do pH da ligacdo do oxigé-
nio da hemocianina de Pila sp. Experimentos reali-
zados usando métodos similares aos das fig. 1-3.
Os experimentos da fig. 4, entretanto, foram feitos
a 29°C,
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pH 7,0 e 8,9, a ligacdo de oxigénio € ndo coo-
perativa e a pressdo do oxigénio necessaria
para meia saturagéo € 1,3 mm Hg.

A ultracentrifugacdo da hemocianina de
Pila sp deu resultados ndo esperados. Em
I= 0,1 Tris, 10 mM CaCl;, pH 8, duas distintas
bandas apareceram. Os dois picos apresenta-
ram coeficientes de sedimentagdo de 100S a
1245 . Existe alguma indicacdo de uma pequena
quantidade de grandes agregados. O pico 124§
e picos maiores néo sdo tipicos de hemociani-
na de moluscos.

TABELA 1 — TUltracentrifugacio das Hemocianinas
dos organismos do rio Solimdes em I = 0,1 Tris,
0,01M CaCl, pH 8.

Espécies Sedimentados e sua

Organismo Provdveis Identidades

100S (“molécula inteira”)
Pila 1245 (“1,5 molécula”)
Tendéncia para aumentar —
ordem de agregagio

168 (hexamero)
23S (dodecamero, presente
em pequena gquantidade)

Camario do capim
flutuante

148 (hexdmero) Apareceram
: indicagbes de uma pedquena
Pequeno caranguejo |guantidade de dissociagio e

vermelho produtos de associagio para
a esquerda e direita do pico
schlieren
158 (hexAmero, 70% do to-
Pequeno caranguejo tal)
marron 23.38 (dodecamero, 30% do
total)

A hemocianina de Pila também corre na
ultracentrifuga sob condigdes usadas para di-
ferenciar entre hemocianina cc — B — (Van
Holde & van Bruggen, 1971). Em acetado 0,1M,
pH 5,7, trés espécies sedimentares foram ob-
servadas com coeficientes de sedimentagéo
de 76S, 100S e 113S. No mesmo tampéo com
1M NaCl trés espécies sedimentares de coe-
ficientes comparaveis foram observadas. A
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perda de dissociacdo sob estas condicdes
indica que todas estas hemacianinas sdo do
tipo [. Experimentos de ligacdo de oxigénio
foram também realizadas sob estas condicdes.
No tampéo acetato ndo contendo NaCl, e pi/z e
ni» foram 2,3 e 1,0 respectivamente. No mes-
mo pH, mas na presenca de 1,0M NaCl, os
valores prz2 e n./» foram 3,24 e 1,0, respectiva-
mente. Em acetato a 0,1M pH 57 a taxa de
dissociacdo de oxigénio da hemocianina de
Pila sp é homogénea com a constante de ve-
locidade de primeira ordem de 11 sec”’. Quan-
do o mesmo tampdo é feito 1M em NaCl, a
reacdo permanece homogénea, mas a veloci-
dade aumenta ao redor de 24 sec’.

Discussio

As hemocianinas dos artrdépodos prove-
nientes do rio Solimdes foram notaveis pela
relativa simplicidade de suas subunidades e a
aparente perda de subunidades polimérficas.
Um grande ndmero de hemocianinas examina-
das mostraram grandes diversidade de subuni-
dades (i.e. muitos componentes eletroforé-
ticos) e polimorfismo (Bonaventura et al.
1977) . Ou seja, diferentes padrdes de subuni-
dades eletroforéticas s@o encontradas quando
diferentes individuos da mesma espécie séo
examinados. Tem sido proposto que a diversi-
dade das subunidades das hemocianinas e he-
moglobinas e polimorfismo podem ser correla-
cionados com a instabilidade termal do am-
biente (Bonaventura et al. 1975). Embora
nossas observagdes ndo provem isto, elas ce-
dem evidéncias para essa proposta. Apoio
adicional vem dos estudos de eletroforese de
hemoglobina (Fyhn et al., 1978) ja citado nes-
te trabalho. As aguas do rio Solimdes onde o
“Alpha Helix" estava ancorado séo certamente
termicamente estaveis. A variagdo de tempe-
ratura ndo é maior que 1°C ao longo do ano
(Fisher, 1978).

O pequeno caranguejo vermelho Dilocarci-
nus pagei cristatus, e o pequeno caranguejo
marrom Sylviocarcius pardalinus sdo ambos do
mesmo tamanho e provavelmente habitam
dreas similares. Existem pequenas mas signi-
ficativas diferencas nas propriedades funcio-
nais de suas hemocianinas. Cooperatividade
na ligacdo de oxigénio da hemocianina de D.

Bonaventura et al.



pagei cristatus é relativamente baixa a baixos
e altos valores de pH. Cooperatividade na li-
gacdo de oxigénio da hemocianina de S. parda-
linus é alta a pH baixo e decresce monotonica-
mente quando o pH aumenta. Em pH 8, na pre-
senga de célculo, a hemocianina D. pagei cris-
tatus esta preponderantemente na forma de
14S hexameros, enquanto a hemocianina de
S. pardalinus em 1 tampéo comparéavel é cerca
de 70% hexamérica e 30% dodecamérica.

A hemocianina do camardo do capim flu-
tuante, Macrobrachium amazonicum, é notavel
por sua afinidade do oxigénio ser altamente
dependente do pH. A pH 6,8, o valor de pi/2 €
maior que 100 mm Hg e a pH 9 é menor que
1 mm Hg. A cooperatividade da ligagéo de oxi-
génic por esta hemocianina é relativamente
alta (n~3) a todos valores de pH. A estrutura
quaternaria de hemocianina do M. amazonicum
é hexamérica, com uma pequena porcentagem
de dodecameros a pH 8 na presenga de 0,01M
de calcio.

Hemocianina dos grandes caracéis de agua
doce, Pila, consiste de tipicas moléculas (100S)
“inteiras” dos gastrépodos e “uma e meia” mo-
lécula (124S). Em Pila, estas estruturas s@o
caracterizadas por um muito pequeno e negati-
vo efeito Bohr. Este efeito Bohr negativo €
paralelo ao decréscimo na cooperatividade da
ligagéo do oxigénio de um pouco mMenos que
2 a um pH de 8,5 até cerca de 1 em pH de 6,25.
Pila aparentemente tem as hemocianinas oc e
B, desde que a ultracentrifugagédo em acetato
0.1M NaCl 1,0 pH 5,7 mostre que algumas mo-
léculas dissociam-se (a oc hemocianina) en-
quanto outras ndo se dissociam (a P hemocia-
nina) . A hemocianina de Pila leopoldviliensis,
por outro lado é toda do tipo B, isto &, ela ndo
dissocia a pH 5,7 com tampdo acetato conten-
do 1M de NaCl (Witters & Lontie, 1968).

Resumindo, a hemocianina dos astrépodos
do rio Solimdes parece diferir das espécies
que habitam ambientes mais varidveis sendo
monomorficas com respeito & carga NETA.
Nosso estudo, porém, é o primeiro neste tipo
com grandes espécies de dgua doce e, por-
tanto, ndo podemos rejeitar a possibilidade de
que o ambiente constante idnico também con-
tribui para a perda de polimorfismo. Nada pode
ser dito sobre subunidades polimérficas em

Propriedades das. .,

Pila, porque nosso estudo eletroforético nédo
determina proteinas de tdo grande peso mole-
cular. As propriedades funcionais da hemocia-
nina de duas espécies de caranguejo sdo mais
similares as dos caranguejos marinhos e o
extremamente grande efeito Bohr do cama-
rao do capim flutuante é diferente dos do ca-
mardo Paneus, os quais habitam ambientes
marinhos (observagdes nao publicadas de J.
Bonaventura, C. Bonaventura e M. Brouwer).
As propriedades funcionais da hemocianina de
Pila sp sdo notéveis dada a auséncia da de-
déncia do pH na ligagio do oxigénio. Isto pode
ser explicado pelo fato de que Pila tem um
nimero de espécies de pesos moleculares
distintos cujas propriedades funcionais devem
diferir. Por exemplo, na hemocianina de Helix
pomatia, a hemocianina cc tem um efeito dos
Bohr positivo e a hemocianina [, um efeito
Bohr negativo (Konings et al., 1969) . Portanto
em misturas complexas de tipos moleculares
presentes em hemocianina de Pila, as diferen-
cas nas caracteristicas das propriedades fun-
cional devem ser mascaradas. Melhor enten-
dimento destas hemocianinas precisam aguar-
dar a separagdo e caracterizacdo de espécies
moleculares puras.

Nossos resultados leva-nos a desejar mais
dados acerca das espécies por nés estudadas
no rio Solimdes e sobre as hemocianinas dos
organismos habitando ambientes comparéveis.
Tais estudos, feitos no “Alpha Helix" ou ou-
tros laboratérios poderiam ajudar-nos a enten-
der as complexas relagdes entre a estrutura €
fungio das hemocianinas dos moluscos e ar-
tropodos.
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SUMMARY

Hemocyanins from four organisms inhabiting
the Amazon River were isolated and partially
characterized. Three arthropodan species (Dilocar-
cinus pagei cristatus, Silviocarcinus pardalinus
and Macrobrachium amazonicum) posses hemo-
cyanins whose subunit structure is remarkably
simple. Regular and SDS polyerylamide disc
electrophoresis revealed predominantly single bands
and no polymorphisms. Oxygen-binding experiments
showed that the three arthopodan hemocyanins
possess large positive Bohr effects and pH de-
pendence in the degree of subunit interaction. The
hemocyanin of one mollusc, Pila sp., was studied
and its subunit size appears to be similar to that
of other molluscan hemocyanins, i.e., a 400,000
dalton polypeptide. In the hemolymph, Pila hemo-
cyanin probably exists as a mixture of 100S and
1245 aggregates. The oxygen binding properties of
the large molecules of Pila hemocyanin are notable
because of their low cooperativity and lack of a
strong pH dependence.
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troforético das hemocianinas dos caranguejos
do Panamé e Venezuela sugerem que existe um
pequeno polimorfismo das subunidades nas
espécies examinadas (B. Sullivan, H.J. Fyhn
e U.E.H. Fyhn, observagbes ndo publicadas).

Os organismos do rio Solimées habitam um
ambiente muito especial. A 4gua é temperada
29 = 1°C durante o ano (Fisher, 1978) . Estes
organismos tém um problema adicional de so-
brevivéncia na &gua com baixo contetido de
oxigénio dissolvido. Nés estdvamos, portanto,
interessados em caracterizar as hemocianinas
de organismos habitantes deste ambiente e
comparar suas propriedades com outras hemo-
cianinas conhecidas.

METODOS E RESULTADOS
PEQUENO CARANGUEJO VERMELHO

O pequeno caranguejo vermelho, Dilocarci-
nus pagei cristatus (Bolt, 1969) (*) foi forneci-
do por um pescador local. N&o conseguimos
saber exatamente o local de captura. Hemo-
linfa foi obtida do sinus pedal. A hemolinfa
foi gotejada dentro de um tubo de ensaio e
posteriormente coagulada & temperatura am-
biente. O coédgulo foi mecanicamente disper-
sado e diluido com 0,1M Tris, 0,01M CaCls,
pH8. Depois de 10 minutos de centrifugagéo
a 18.000 RPM numa Sorval, recolheu-se o so-
brenadante contendo a hemocianina. No expe-
rimento destinado a observar as subunidades
polimérficas, 50 x|l do sobrenadante foi adicio-
nado a 200 ml 0,1M Tris, 0,iM EDTA pH 9. Uns
poucos microlitros desta solugdo foram usados
para eletroforese regular e eletroforese em

gel de SDS,

Eletroforese em gel de regular disco de 12
individuos do pequeno caranguejo..vermelho
mostraram que ndo ha polimorfismo detecta-
vel das subunidades (Ornstein, 1964, Davis,
1964) . Adicionalmente, contrastando com mul-
tas das hemocianinas dos artrépodos, existem
notavelmente poucos tipos de subunidades.
De fato, o pequeno caranguejo vermelho pare-

ce ter um (nico e predominante tipo de sub-
unidade. Eletroforese ge/ SDS (Weber & Os-
borne, 1969) mostrou que existe homogenei-
dade com respeito ao peso molecular das sub-
unidades da hemocianina do pequeno caran-
guejo vermelho, i.e. uma tnica e pronunciada
banda na eletroforese de disco SDS-gel com
peso molecular de cerca de 75.000. Baseando-
se nas condigbes eletroforéticas e da altissima
mobilidade das bandas eletroforéticas das
hemocianinas dos artrépodos estudados, inferi-
mos que elas sfo verdadeiramente subunida-
des de 75.000 daltons. Desde que os experi-
mentos de ultra-centrifugacdo ndo foram reali-
zados sob condi¢des eletroforéticas, nio pode-
mas excluir a possibilidade de que as bandas
que temos chamado de subunidades néo sejam
hexameros. Esta possibilidade, contudo, &
muito improvével.

Os dados de ligagdo de oxigénio do peque-
no caranguejo vermelho estéo apresentados na
Fig. 1. Esta hemocianina apresenta efeitos
homo e heterotropicos. Acima do pH examina-
do, o ploteado de Hill apresenta valores para
M2 de 2 a 3. Os dados sugerem que a hemo-
cianina é mais cooperativa a pH 7 e 8 do que
a valores maiores ou menores. H4 um forte e
positivo efeito Bohr, com A log Pi;os A pH de
—0,8 entre pH7 e 8.

Ultracentrifugacdo da hemocianina do pe-
queno caranguejo vermelho a uma forga idnica
de 0.1 Tris, 0,01M CaCl, pH 8, deu 1 pico de
148 “schlieren” com indicacdes de uma peque-
na quantidade de produtos de dissociagdo e
associagédo para a esquerda e direita do limite.
O experimento ultracentrifugagéo indica que a
espécie molecular predominante sob as condi-
¢bes da fig. 1 é o hexamero.

PEQUENO CARANGUEJO MARROM

Hemocianina do pequeno caranguejo mar-
rom Sylviocarcinus pardalinus (Gerstacker,
1956) (°) foi isolada e tratada de maneira ana-
loga aquela em que foi tratado o pequenc ca-
ranguejo vermelho,

(6) — Abreviaturas usadas: EDTA, é4cido etllenodiaminotetraacético bis-iris, bis (2-hidroxietil) imino-tris (hidroxime=
til) metano; p,/, a pressdo do oxigénio expressa em milimetros de mercirio, requerida para saturar a meta-
de dos sitios da ligagéo do oxigénio da hemocianina; n,/o & inclinagdo do ploteado de Hill para ligagdo de oxi-

génlo medido a p,/,; SDS, dodecilulfato sédio.
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A eletroforese em gel regular de disco de
8 individuos do pequeno caranguejo marrom
ndo mostraram variages detectdveis de um
individuo para outro, sugerindo uma auséncia
de subunidades polimorficas. Igualmente, o
gel SDS mostrou uma unica banda do material,
havendo um aparente peso molecular de cerca
de 75.000.

Propriedades de ligagdo do oxigénio desta
hemocianina sdo mostradas na Fig. 2. O efeito
Bohr da hemocianina do pequeno caranguejo
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Fig. 1 — A dependéncia do pH da ligagio do oxigé-
nio da hemocianina de Dilocarcinus pagei cristatus.
Experimentos realizados usando o processo tono-
métrico de Riggs & Wolbach (1956). Experimentos
realizados em 0,05 M Bis-Tris (valores de pH 7,0
para baixo) e Tris (Valores de pH acima de T7,0)
com tampad contendo 10 mM de cdlcio. Experimen-
tos realizados a 20C. Valores para a porcentagem
de saturacio da hemocianina com oxigénio foram
calculadas do espectro de absorcdo coletado sobre
o comprimento de onda de 400 a 450 nm,

marrom e do pequeno caranguejo vermelho séo
muito semelhantes. Socmente ao redor de pH
9 é que a afinidade do oxigénio é diferente
(P,;» = 0,49 mm Hg para a hemocianina do
pequeno caranguejo marrom e 0,34 mm Hg para
a hemocianina do pequeno caranguejo verme-
lho). OQutras diferencas nas duas hemociani-
nas sdo aparenies se examinarmos O feito do
pH sobre a cooperatividade da ligagdo do oxi-
génio pelas duas hemocianinas. No caso do
pequeno caranguéjo marrom, aumentando o pH
decresce a cooperatividade da hemocianina da
ligagdo do oxigénio.

Ultracentrifugagdo da hemocianina do pe-
queno caranguejo marrom em forca ionica 0,1;
0,01M CaCl, pH 8 mostrou dois picos “schlie-
ren” simétricos aparecendo valores de 15 e
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Fig. 2 — A dependéncia do pH da ligacdo de oxigé-
nio da hemocianina de Sylviocarcinus pardalinus.
Experimentos realizados sob condicdes idénticas
aquelas da fig. 1.
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22,38. O pico 158 corresponde 2 espécie mole-
cular da qual faz parte o hexdmero. Seu total
€ cerca de 70% do total do material presente
sob estas condigbes. O pico 22,3S provavel-
mente corresponde ao dodecdmero. Sua quan-
tidade é de cerca de 30% do material presente.

HEMOCIANINA DE CAMARAO

Um camardo do capim flutuante do Ama-
zonas, Macrobracium amazonicum fol coletado
com a técnica de Rapiché. A elevagdo da agua
do parana que conecta o lago Janauaca e o rio
Solimbes cobre 4reas com vegetagéo flutuante
que aparentemente proporciona reflgio para
estes camardes. Mergulhando-se a rede por
baixo do capim flutuante obtinhamos muitos
camarles que variavam entre 1 a 3 cm de
comprimento. Obtivemos a hemolinfa inser-
tando um tubo capilar através da juncdo entre
0 torax e a cauda, diretamente sobre o coragéo.
A quantidade de hemolinfa obtida de cada ca-
maréo foi pequena (de 10 a 50 pl). Para a
maioria dos estudos, a hemolinfa foi reunida
e deixada coagular. O codgulo foi entdo dis-
perso mecanicamente e diluido com um volu-
me aproximadamente igual de 0,1M Tris pH8
contendo 0,01M de CaCl.. A mistura resultante
foi centrifugada e o sobrenadante foi conser-
vado para os estudos subseqiientes. Nos ex-
perimentos destinados a observar a variabili-
dade eletroforética, amostras individuals de
hemelinfa foram obtidas e sopradas em uma
pelicula de “parafilm”. Quatro a cinco volu-
mes de 0,10M Tris, 0,1M EDTA foram adiciona-
dos as amostras individuais de hemolinfa. A
solucdo resultante foi entdo retirada com um
tubo hematdcrito, fechado e centrifugado por
5 minutos. Uns poucos microlitros desta solu-
¢do foram usados para eletroforese. Prepara-
¢bes eletroforéticas de 8 individuos ndo mos-
traram nenhuma evidéncia de polimorfismo. O
padrdo do disco regular do gel eletroforético
foi muito simples, uma banda répida principal
correspondendo a uma s6 espécie molecular,
presumivelmente correspondendo a subunida-
des de hemocianina. Somando-se & banda ra-
pida, havia uma banda lenta que provavelmente
correspondia a hexdmeros de subunidades de
baixo peso molecular. Gel de SDS mostrou
uma banda difusa, provavelmente duas vezes
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mais intimamente bandeadas e com um peso
molecular de 75.000.

Ligagéo de oxigénio nas hemocianinas dos
camardes do capim flutuante do Amazonas na
presenca de 0,01M CaCl. estd mostrada na
Figura 3. A hemocianina é fortemente depen-
dente do pH. O valor pi/2 6 120,2mm Hg a pH
6,82 e cai a 2,5 mm Hg a pH 9! Por toda essa
faixa de pH, a ligagéo de oxigénio é coopera-
tiva, com valores de ni/2 proximo de 3. Na
auséncia de célcio, com pH 9,05, a afinidade
do oxigénio é menor, com py/2 de 4,7 mm Hg.
A cooperatividade observada na presenca de
célcio € perdida na auséncia de cations diva-
lentes (m/; = 1). Sob estas condicGes, a
molécula é provavelmente dissociada em mo-
ndmeros desde que pH alto e EDTA sio geral-
mente efetivos em dissociar hemocianinas.
Conseglientemente, suspeitamos que os mo-
nomeros das hemocianinas dos camardes do
capim flutuante do Amazonas possam ser ndo
cooperativos na ligagédo do oxigénio e tém uma
baixa afinidade de oxigénio.

As cinéticas de dissociagdo do oxigénio
da hemocianina dos camardes do Amazonas
foram estudadas com uma técnica de combi-
nagdo rapida descrita em (Bonaventura et al.,
1974) . A dissociagdo do oxigénio das hemo-
cianinas dos camardes do capim flutuante do
Amazonas é autocatalitica na presenga de
0,01M CaCl,, a pH 8,9 com velocidades de 27
sec” a 43 sec”. A reacdo é também autocata-
litica a pH 7,5 com velocidade de 55 sec' 5 95
sec’. Uma grande parte da reacdo & perdida
a pH 6,9, mas naquelas que foram observadas,
a taxa foi cerca de 170 seg”'. Ultra centrifuga-
¢do da hemocianina destes camardes, como
também o oxiderivado na presenga CaCl;, mos-
traram que a espécie predominante foi o he-
xémero 168, com pequena quantidade de do-
decamero 23S.

HEMOCIANINA DE PILA SP

O grande caracol, Pila sp. foi coletado por
um pescador local. Hemolinfa foi obtida do
“sinus pedal”. A hemolinfa foi entag passada
através de uma coluna Sephadex G-25 equiii-
brada com 0,001M Tris, 0,01M Ca?+ pH 8.0
equilibrio do oxigénio foi medido com as ali-
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bis-tris ou Tris, de maneira que a absorbéncia
quotas desta amostra diluindo-as com tampéo
do derivado oxigenado a 340 nm foi cerca de
0,6 e a forga idnica final do tampao foi 0,10.

A hemoglobina de Pila sp. foi eletroforizada
em gel regular de poliacrilamida 7,5% e em
gel SDS. O pigmento nédo penetrou no gel re-
gular de poliacrilamida e penetrou levemente
no gel de SDS. Existe alguma indicacdo de
proteinas com mais baixos pesos moleculares,
mas estas representaram somente uma peque-
na fragdo do total das proteinas presentes no
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Fig. 3 — A dependéncia da ligacio do oxigénio da
hemocianina de Macrobrachium amazonicum, Con-
dicbes experimentais idénticas &s das fig, 1 e 2.
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gel. Nés nao temos marcadores de pesos mo-
leculares para proteinas cujas subunidades se-
jam tdo grande quanto as das hemocianinas
dos moluscos (cerca de 400.000 daltons).

Entretanto, nossos resultados indicam que
as subunidades da hemocianina de Pila sp. sdo
tamhém grandes, estando os pesos molecula-
res na ordem de vérias centenas de milhares
de daltons.

Sob todas as condicOes examinadas, exis-
te pouca dependéncia do pH ou cooperativida-
de nas ligagdes do oxigénio das hemocianinas
de Pila sp. Abaixo do pH 7,6, existe um peyue-
no e negativo efeito Bohr, A log p/2/A pH =
0,1. Na faixa de pH entre 7,6 a 9, existe um
pequeno e positivo efeito Bohr, A log pi/2/ApH
= 0,05. A cooperatividade das ligagdes de
oxigénio medidas por ni/2, alcangam o valor
méximo de 1,8 a pH 7,6 e em pH menor o valor
de ny/2 tende & unidade.

Na presenca de 0,01M EDTA, a qual serve
de quelantes para cations divalentes, a afini-
dade do oxigénio da hemocianina do Pila sp.
é aumentada. Isto é provavelmente um reflexo
da diferenca na afinidade do oxigénio das sub-
unidades da hemocianina de Pila sp. relativa
as moléculas totais. Sob estas condigdes a
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Fig. 4 — A dependéncia do pH da ligacdo do oxigé-
nio da hemocianina de Pila sp. Experimentos reali-
zados usando métodos similares aos das fig. 1-3.
Os experimentos da fig. 4, entretanto, foram feitos
a 29°C,
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pH 7,0 e 8,9, a ligacdo de oxigénio € ndo coo-
perativa e a pressdo do oxigénio necessaria
para meia saturagéo € 1,3 mm Hg.

A ultracentrifugacdo da hemocianina de
Pila sp deu resultados ndo esperados. Em
I= 0,1 Tris, 10 mM CaCl;, pH 8, duas distintas
bandas apareceram. Os dois picos apresenta-
ram coeficientes de sedimentagdo de 100S a
1245 . Existe alguma indicacdo de uma pequena
quantidade de grandes agregados. O pico 124§
e picos maiores néo sdo tipicos de hemociani-
na de moluscos.

TABELA 1 — TUltracentrifugacio das Hemocianinas
dos organismos do rio Solimdes em I = 0,1 Tris,
0,01M CaCl, pH 8.

Espécies Sedimentados e sua

Organismo Provdveis Identidades

100S (“molécula inteira”)
Pila 1245 (“1,5 molécula”)
Tendéncia para aumentar —
ordem de agregagio

168 (hexamero)
23S (dodecamero, presente
em pequena gquantidade)

Camario do capim
flutuante

148 (hexdmero) Apareceram
: indicagbes de uma pedquena
Pequeno caranguejo |guantidade de dissociagio e

vermelho produtos de associagio para
a esquerda e direita do pico
schlieren
158 (hexAmero, 70% do to-
Pequeno caranguejo tal)
marron 23.38 (dodecamero, 30% do
total)

A hemocianina de Pila também corre na
ultracentrifuga sob condigdes usadas para di-
ferenciar entre hemocianina cc — B — (Van
Holde & van Bruggen, 1971). Em acetado 0,1M,
pH 5,7, trés espécies sedimentares foram ob-
servadas com coeficientes de sedimentagéo
de 76S, 100S e 113S. No mesmo tampéo com
1M NaCl trés espécies sedimentares de coe-
ficientes comparaveis foram observadas. A
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perda de dissociacdo sob estas condicdes
indica que todas estas hemacianinas sdo do
tipo [. Experimentos de ligacdo de oxigénio
foram também realizadas sob estas condicdes.
No tampéo acetato ndo contendo NaCl, e pi/z e
ni» foram 2,3 e 1,0 respectivamente. No mes-
mo pH, mas na presenca de 1,0M NaCl, os
valores prz2 e n./» foram 3,24 e 1,0, respectiva-
mente. Em acetato a 0,1M pH 57 a taxa de
dissociacdo de oxigénio da hemocianina de
Pila sp é homogénea com a constante de ve-
locidade de primeira ordem de 11 sec”’. Quan-
do o mesmo tampdo é feito 1M em NaCl, a
reacdo permanece homogénea, mas a veloci-
dade aumenta ao redor de 24 sec’.

Discussio

As hemocianinas dos artrdépodos prove-
nientes do rio Solimdes foram notaveis pela
relativa simplicidade de suas subunidades e a
aparente perda de subunidades polimérficas.
Um grande ndmero de hemocianinas examina-
das mostraram grandes diversidade de subuni-
dades (i.e. muitos componentes eletroforé-
ticos) e polimorfismo (Bonaventura et al.
1977) . Ou seja, diferentes padrdes de subuni-
dades eletroforéticas s@o encontradas quando
diferentes individuos da mesma espécie séo
examinados. Tem sido proposto que a diversi-
dade das subunidades das hemocianinas e he-
moglobinas e polimorfismo podem ser correla-
cionados com a instabilidade termal do am-
biente (Bonaventura et al. 1975). Embora
nossas observagdes ndo provem isto, elas ce-
dem evidéncias para essa proposta. Apoio
adicional vem dos estudos de eletroforese de
hemoglobina (Fyhn et al., 1978) ja citado nes-
te trabalho. As aguas do rio Solimdes onde o
“Alpha Helix" estava ancorado séo certamente
termicamente estaveis. A variagdo de tempe-
ratura ndo é maior que 1°C ao longo do ano
(Fisher, 1978).

O pequeno caranguejo vermelho Dilocarci-
nus pagei cristatus, e o pequeno caranguejo
marrom Sylviocarcius pardalinus sdo ambos do
mesmo tamanho e provavelmente habitam
dreas similares. Existem pequenas mas signi-
ficativas diferencas nas propriedades funcio-
nais de suas hemocianinas. Cooperatividade
na ligacdo de oxigénio da hemocianina de D.
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pagei cristatus é relativamente baixa a baixos
e altos valores de pH. Cooperatividade na li-
gacdo de oxigénio da hemocianina de S. parda-
linus é alta a pH baixo e decresce monotonica-
mente quando o pH aumenta. Em pH 8, na pre-
senga de célculo, a hemocianina D. pagei cris-
tatus esta preponderantemente na forma de
14S hexameros, enquanto a hemocianina de
S. pardalinus em 1 tampéo comparéavel é cerca
de 70% hexamérica e 30% dodecamérica.

A hemocianina do camardo do capim flu-
tuante, Macrobrachium amazonicum, é notavel
por sua afinidade do oxigénio ser altamente
dependente do pH. A pH 6,8, o valor de pi/2 €
maior que 100 mm Hg e a pH 9 é menor que
1 mm Hg. A cooperatividade da ligagéo de oxi-
génic por esta hemocianina é relativamente
alta (n~3) a todos valores de pH. A estrutura
quaternaria de hemocianina do M. amazonicum
é hexamérica, com uma pequena porcentagem
de dodecameros a pH 8 na presenga de 0,01M
de calcio.

Hemocianina dos grandes caracéis de agua
doce, Pila, consiste de tipicas moléculas (100S)
“inteiras” dos gastrépodos e “uma e meia” mo-
lécula (124S). Em Pila, estas estruturas s@o
caracterizadas por um muito pequeno e negati-
vo efeito Bohr. Este efeito Bohr negativo €
paralelo ao decréscimo na cooperatividade da
ligagéo do oxigénio de um pouco mMenos que
2 a um pH de 8,5 até cerca de 1 em pH de 6,25.
Pila aparentemente tem as hemocianinas oc e
B, desde que a ultracentrifugagédo em acetato
0.1M NaCl 1,0 pH 5,7 mostre que algumas mo-
léculas dissociam-se (a oc hemocianina) en-
quanto outras ndo se dissociam (a P hemocia-
nina) . A hemocianina de Pila leopoldviliensis,
por outro lado é toda do tipo B, isto &, ela ndo
dissocia a pH 5,7 com tampdo acetato conten-
do 1M de NaCl (Witters & Lontie, 1968).

Resumindo, a hemocianina dos astrépodos
do rio Solimdes parece diferir das espécies
que habitam ambientes mais varidveis sendo
monomorficas com respeito & carga NETA.
Nosso estudo, porém, é o primeiro neste tipo
com grandes espécies de dgua doce e, por-
tanto, ndo podemos rejeitar a possibilidade de
que o ambiente constante idnico também con-
tribui para a perda de polimorfismo. Nada pode
ser dito sobre subunidades polimérficas em

Propriedades das. .,

Pila, porque nosso estudo eletroforético nédo
determina proteinas de tdo grande peso mole-
cular. As propriedades funcionais da hemocia-
nina de duas espécies de caranguejo sdo mais
similares as dos caranguejos marinhos e o
extremamente grande efeito Bohr do cama-
rao do capim flutuante é diferente dos do ca-
mardo Paneus, os quais habitam ambientes
marinhos (observagdes nao publicadas de J.
Bonaventura, C. Bonaventura e M. Brouwer).
As propriedades funcionais da hemocianina de
Pila sp sdo notéveis dada a auséncia da de-
déncia do pH na ligagio do oxigénio. Isto pode
ser explicado pelo fato de que Pila tem um
nimero de espécies de pesos moleculares
distintos cujas propriedades funcionais devem
diferir. Por exemplo, na hemocianina de Helix
pomatia, a hemocianina cc tem um efeito dos
Bohr positivo e a hemocianina [, um efeito
Bohr negativo (Konings et al., 1969) . Portanto
em misturas complexas de tipos moleculares
presentes em hemocianina de Pila, as diferen-
cas nas caracteristicas das propriedades fun-
cional devem ser mascaradas. Melhor enten-
dimento destas hemocianinas precisam aguar-
dar a separagdo e caracterizacdo de espécies
moleculares puras.

Nossos resultados leva-nos a desejar mais
dados acerca das espécies por nés estudadas
no rio Solimdes e sobre as hemocianinas dos
organismos habitando ambientes comparéveis.
Tais estudos, feitos no “Alpha Helix" ou ou-
tros laboratérios poderiam ajudar-nos a enten-
der as complexas relagdes entre a estrutura €
fungio das hemocianinas dos moluscos e ar-
tropodos.
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SUMMARY

Hemocyanins from four organisms inhabiting
the Amazon River were isolated and partially
characterized. Three arthropodan species (Dilocar-
cinus pagei cristatus, Silviocarcinus pardalinus
and Macrobrachium amazonicum) posses hemo-
cyanins whose subunit structure is remarkably
simple. Regular and SDS polyerylamide disc
electrophoresis revealed predominantly single bands
and no polymorphisms. Oxygen-binding experiments
showed that the three arthopodan hemocyanins
possess large positive Bohr effects and pH de-
pendence in the degree of subunit interaction. The
hemocyanin of one mollusc, Pila sp., was studied
and its subunit size appears to be similar to that
of other molluscan hemocyanins, i.e., a 400,000
dalton polypeptide. In the hemolymph, Pila hemo-
cyanin probably exists as a mixture of 100S and
1245 aggregates. The oxygen binding properties of
the large molecules of Pila hemocyanin are notable
because of their low cooperativity and lack of a
strong pH dependence.
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