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ABREVIATURAS

AE - Atividade especifica

AFNE = Acetil-DL-fenilatanina-2-naftil ester

BAEE =~ Benzoil-L=-arginina etil ester
BANA =~ Benzoil~L~arginina naftil amida

BAPNA - Benzoil-DL~arginina-p-nitro aniiida

BSA - Albumina serica bovina

CTN - Carbobenzoxi-L-tirosina-p-nitrofeni]
Dext. =~ Azul de dextran

DFP - Biisopropil fluor-fosfato

DMSO - Dimetil sulfoxido

DTNB - Acido ditiobis-nitrohenzdico

DTT - Ditiotreitol

EDTA - Bcido etilenodiamino tetracetico
ESA - Albumina serica eguina
FS - Fracao solive!

HGG - Gama globulina humana

HSA - Albumina s@rica humana

H - Cadeia pesada de IgG.Co

Igh.Co - IqgG de coelho

. - Cadeia leve de IgG.Co

ME - 2-Mercaptoetano]

N-EMI - H-bEtiimaleimida

p-AFMA - Para-Aminofenil mercuriacetato
p=AFMC - Para-Aminofenil mercuricloreto
SDS - Dodecil sulfato de sodio

TAME =~ Tosil-Larginina metil ester

TCA - Acido tricloroacetico

TLCK = Tosil~L-lisina clorometil cetona

aster

TPCK - Tosil-L~-fenilalanina clorometil cetona

TRIS - Tris {hidroximetil} aminometano



INTRODUCAD

As engzimas proteoliticas desempenham importante pa-
pel em numerosos fenomenos fundamentais @ vida da celula. Em
estudos realizados com microorganismos, de onde derivam gran-
de parte das informagoes (Holzer et al., 1975), observou -se
que o "turnover" proteico esta aumentado em diferentes circuns
tancias tais como: na fase estacionaria do crescimento, como
ocorre, por exemplo, com varias especies de Bacillus {Monro ,
1961; Mandelstam & Waits, 1968; Spudick & Kornberg, 1968}, na
esporulacao de Saccharomyces cerevisiae (Klar & Halvors on ,

1975), na diferenciacao multicelular em Dictiostelium discoi-

deum (Wright & Anderson, 1960), etc. Essas e outras observa -

coes tem comprovado que, uma das principais funcoes dessas en
zimas proteoliticas, consiste na regulacaoc do "turnover” pro-
teico.

Além dessa, outras funcoes podem ser-lhes atribuidas. Certos
mutantes de E. coli sintetizam fragmentos “nonsense” de B-ga-
lactosidase, ou produzem repressores dessa enzima estrutural-
mente alterados. Tanto esses fragmentos, guanto o0s represso -
res, sao rapidamente degradados pelas proteases intracelula -
res (Goldschmidt, 1970; Platt et ai., 1970). Proteinas aber-
rantes, sintetizadas por bacterias aue sofreram acac da fuz ul
travioleta, sao igualmente, rapidamente eliminadas (Pine, 1967).
Esses e outros exemplos ressaltam o papel das enzimas proteo-
17ticas no controle dos erros da sintese proteica.

Exemplos obtidos nos estudos com organismos superigres, indi-
cam que a ativacdo ou inativacdo de numerosos sistemas biolo-
gicos & iniciada atraves da proteolise limitada. Pode-se «ci-
tar entre outros: a ativacao triptica do quimotripsinogenio ;
a conversac autocatalitica de tripsinogenio a tripsina; a con
versao da proelastase a elastase; de plasminogenio a plasmina;
de protrombina a trombina; de fibrinogenio a fibrina: de pro-
insulina 2 insulina; o sistema da renina-angiotensina; o sis-
tema de conversao das cininas; o sistema complemento, etc .
(Mihalyi, 1972, Reich.et al., 1975).



A anilise desses sistemas demonstra que essas enzimas tem um
papel regulador do funcionamento de diferentes mecanismos big
10gicos.

Esse papel regulatdorio das enzimas proteoliticas sobre dife-
rentes sistemas, reflete-se sobre eventos morfogeneticos. Em
certos fungos, por exemplo, a formagao da parede celular de-
nende da ativagao de uma quitina sintetase { Cabib & Farkas,
19771; Cabib & Ulane, 1973) que & ativada por agac de uma pro
tease. Algumas vezes esta regulacao se faz a nivel do proprio
genoma, Como ocorre em celulas vegetativas de B. subtilis on

de uma RNA-polimerase & degradada por proteases, nao ocorren
do o mesmo em ceélulas esporuladas ( Leighton et al., 1971 ;.
Losick et al., 1971},

Algumas das proteases que influem sobre a diferenciacao celu
lar, podem ser excretadas para o meio exterior. A esporula -
c3do do B. subtilis e dependente de uma serina-protease que e
excretada {Millet, 1969). Igualmente nos casos de eucarictos
dos generos Aspergillus (Bergkvist, 1963a, 1963b), Penicilium

(Schaeffer, 1969}, e Saccharomyces {Klar & Halvorson, 19757,

a esporulacao @ dependente da elaboracao de exoproteases.

A presenca de exoprotease no meio ambiente onde se encontra

o microorganismo, pode facilitar a sua implantagao e multipli

cacao. Este, parece ser o caso de certas enzimas protepliti-

cas relacionadas com a patogenia de alguns agentes infeccio-

s0s ou parasitarios. As colagenases produzidas por Clostridi-

um hystoliticum e Clostridium nerfringens que lisam o colage

no de musculos, facilitam a difusac das formas de gangrena ga
sosa (Bidwel & Van Heyninger, 1948; Mac Lennan, 1962);as qui
nases produzidas por estafilococos e estreptococos, agem SO~
bre o p?asménogénio formande a plasmina, favorecendo assim o
alastramento da infeccac {Tager & Drummond, 1965); em vermes

como no Schistosoma mansoni, uma atividade proteclitica pode

ria estar associada a capacidade da cercaria penetrar na pe-
le do hospedeiro definitivo (Dresden & Asch, 1872}.

0 conjunto de informacoes a respeito do papel biclogico des-
sas enzimas, mostra que o seu estudo e fundamental para a com

nreensao da biologia dos microorganismos, e das suas interre



Tacoes com © meio ambiente. Contudo, a despeito do alerta dos
neritos da Organizacdo Mundial de Saude (1965) para a necessi
dade de obtencio de informacoes sobre os antigenos parasita -
rioe,0 que se conhece a respeitc dos tripanosomatideos, prin-
cipalmente com relacgao a essas enzimas, e extremamente limita
do. Foi isolada, a partir de Tisossomos de 7. brucei rhodien-

se, uma proteinase do tipo catepsina D, que hidrolisa a hemo-

globina no pH 3.0 (Venkatesan et al., 1977). 0 fato dessa pro
teinase ter uma atividade semelhante a da catepsina D, adqui-

re uma relevancia quando sabemos que este grupo de catepsinas

isolado de outras especies animais, tem um alto potencial ca-

talTtico (Mycek, 1970), sugerindce um importante papel no meta
kolismo.

Atividade proteolitica em homogenatos das formas de cultivo de
T. cruzi, foi primeiro descrita por Gongcalves et al., (1958).

Repka et al. (1972), estudando os constituintes antigeni cos

das formas epimastigotas de T. cruzi, verificaram uma ativida
de proteolftica nos extratos daquelas formas, capaz de hidro-

Tisar a hemoglobina na faixa de pH entre 5.0 e 8.5. Itow & Ca
margo (1975), empregando principalmente substratos sinteticos,
identificaram pelo menos quatro atividades proteoliticas nos

extratos das formas de cultura. Posteriormente, Rangel et al.

(1976, 1977}, mostraram uma independencia entre a ativid ade

proteinasica a pH 7.0 e a atividade sobre os substratos sinte

ticos. Recentemente, Bongertz & Hungerer (1978}, descre veram

o isolamento e caracterizacao de uma protease das formas epi-

mastigotas, gque hidrolisa o substrato BAPNA a pH 8.5, mas tem

uma fraca acac sobre a caseina; e, com evidencias para uma en
zima SH-dependente.

Em nenhum dos trabalhos citados acima, existem referéncias sg
hre a funcao biologica dessas enzimas, restringindo-se as pes
quisas a fase de isolamento e caracterizacgao dessas molaculas.

Justifica-se no momento, a intensificagao desses estudos, vis

to que, o T. cruzi apresentando um ciclo vital complexo, exi-

ge constituintes proteicos para o seu crescimento e diferenci
acao {0'Dally, 1975, 1976). A complexidade desse ciclo vital,

sugere a existencia de processos adaptativos dependentes de



enzimas proteoliticas, seja na reciclagem nutricional, ou mes
mo nas mudancas morfologicas e fisiologicas do parasito. Ten-
do em vista que, o T. cruzi penetra ativamente nas celulas do
hospedeiro e ai se multiplica {Meyer et al., 1958; Dvorak &
Hyde, 1973), e muito provavel que as enzimas protecliticas do
parasito favorecam tanto a penetracao quanto a migracas den-
tro dos tecidos. E possivel tambem, que essas enzimas partici
pem do processo patogenico da doenca de Chagas, uma vez que .,
tem sido aventada a hipotese da existencia de uma toxina
(Kéberle & MNador, 1955) ou enzime (Hutt, Kioberle & Salfelder,
1973; Tafuri, 1974), aue seria responsavel pelo apareciment o
de alqumas Tesoes teciduais.

A proteinase das formas epimastigotas de T. cruzi ,
cuja existencia foi assinalada anteriormente {Rangel et al. ,
1976, 1977), ainda nao foi iselada. 0 presente trabalho foi
realizado com o objietivo de isolar e cavracterizar essa enzima.
Este procedimento constituira o passo inicial &s nossas pers-
pectivas de estudo, pois, uma vez isoclada e caracterizada, dg
vera ser investigada a correlacao desta enzima com a biologia
do parasito; com algum papel na relacao hospedeirc-parasita ;
ou & sua participacao na patogenia da propria doenca.



MATERIAL E METODOS

Fracao soluvel de Trypanosoma cruzi (FS) - Parasitos da linha

gem Y de T. cruzi (Silva & Nussensweig, 1953) cultivades em
meio de LIT (Fernandes & Castellani, 1966) durante 7 dias a
280C, eram lavados 3 vezes com solucac gelada de NaCl 0.15 M.
0s parasitos lavados (90-9%5 % de formas epimastigotas), eram
lisados em agua destilada (5.6 X 107 parasitos/mi} e Tiofili-
zados. Porcoes de 0.5 g do material Tiofilizado, apos delipi-
dacao com aliguotas de 50 ml de acetona (2 vezes), mistura a-
cetona-eter (1 vez) e de eter (2 vezes), eram suspensas em 50
ml de solucao gelada de NaCl 0.15 M. Essa suspensao, apos fi-
car em repouso a 09C durante 10 minutos, era centrifugada a
3020 g por 30 minutos, a 59C. 0 sobrenadante obtido era rotu-
lado como FS (fracdo soluvel) e congelado a -200C ate o uso.

Reagentes
1 - 0s reagentes indicados a sequir, foram obtidos das seguin

tes fontes comerciais:
Fnzimas - Tripsina e a-Quimotripsina da Worthington Biochemi-

cal Co.;

Sybstratos sinteticos - BANA, AFNE e CTN da Sigma Chemical Co.;
TAME e BAEE da Nutritional Biochemicals Co.;

Inibidores - DFP, TLCK e TPCK da Cycio Chemical Co.; Pepstati

na, Quimostatina, Antipaina, lLeupeptina e Elastatinal, cedi-
dos respectivamente pelo Dr. H.Umezawa (Tbguio-Japao) atraves
o Dr. J.Guimaraes deste laboratorio;

Proteinas ~ Caseina do Leite {technical), Ribonuclease Bovina

e Ovalbumina (cristalizada e liofilizada) da Sigma Chemical Co.;

BSA cristalizada da Pentex Biochemicals

Resinas - Sephadex G-200 e Sepharose 4B da Pharmacia Upsala

Outros reagentes - "“Fast Garnet Salt”, 2-Mercaptoetanol, Cis-

teina, Ditiotreitol, EDTA, DTHNB, N-EMI, p-Aminofenil Mercuri-
cloreto, Cloreto de Mercurio da Sigma Chemical {o.; lodoaceta

mida e Acido Iodoacetico da Merck



2 - Foram preparados em nosso laboratorio os seguintes reagen
tes:
Hemoglobinas Humana e Bovina - Foram preparadas a partir de e

ritrocitos lavados 3 vezes com solugao de NaCl 0.15 M. A papa
de eritrocitos (100 ml) era dialisada contra 10 litrosde agua
destilada, com 2 mudancas durante 12 horas. 0 hemolisado era
entac centrifugado a 12100 g por 1 hora, a 590, e ¢ scbrena -
dante Tiofilizado;

Proteinas Plasmaticas: ESA - 5 vezes cristalizada, foi prepa-

rada de acordo com o metodo de Adair & Robinson {1930); HSA -
Obtida a partir da mistura de varios soros humanos normais. A
fracao precipitada entre 55-65 % de saturagac com sulfato de
amonic, foi submetida a cromatografia em colunas de CM-celulo
se {0.7 meq/g) equilibradas com tampac acetato 0.05 M pH 5.0
(Pinho, 1976}, IgG Humana e de Coelho - Foram isoladas de so-

ros normais, de acorde com as instrugoes de Kabat& Mayer (1961).
As proteinas plasmaticas preparadas em nosso laboratorio, a-
presentavam um Unico sistema precipitante guando analisadas em
experimentos de imunoeletroforese cruzada. Nesses testes fo -
ram usados imunessoros multiespecificos, preparados em carnei
ros ou coelhos por imunizacao com soro total.

Outros reagentes - Tetrationato de sodio, foi preparado segun

do a tecnica descrita por Gilman et al. {1%946); para-Aminofe-
nil mercuriacetato (p-AFMA, P.F. 166-1679C), foi sintetizado
em nosso Taboratorio segundo as condigoes descritas por Dimroth
{(1902); os solventes organicos utilizados tinham a especifica
gao de quimicamente puros; a acetona foi redestilada a 560C,
e o eter livre de peroxido por lavagens sucessivas com sclucac
saturada de sulfato ferroso, e livre de @aicoois e agua pela a
dicao de sodio metalico, foi destilado a 359C em presenc de

suylfato ferroso seco, e conservado a -200C ate o uso.

Dosagem de Proteinas e Acgucares - A concentragao proteica das

diferentes preparacoes foi determinada pelo metode de Lowry et
al. (1951), ou pela medida da absorcao ultraviocleta a x=280nm
am espectrofotometro Zeiss PMQ-II, utilizando-se cubetas de

yartzo com 1 cm de caminho Otico. A concentracao de acucares,
q .



foi determinada pelo metodo do fenoi-sulfurico, segundo as in
dicagdées de Dubois (1956},

Ensaios Fnzimaticos:

Atividade Proteinasica - 0s ensaios de atividade proteinasica

da FS e suas fracoes, foram realizados segundo o metodo de
Anson {1938), com as modificacoes indicadas a seguir: aliquo~-
tas de 0.2 ml de enzima, diluidas em tampao fosfato 0.05 M, em
pH apropriado, eram misturadas a 0.1 ml de tampaoc e 1.0 ml de
substrato (na concentragao apropriada) dissolivido no mesmo tam-
pao. Controles, contendc apenas enzima ou substrato, eram fei
tos em paralele. Apds a incubacao das misturas a 379C por 2 ho
has, 1 ml de TCA a 5 % era adicionado & todos os tubos. Subs-
tratoc ou enzima eram entdo adicionados acs tubos controle , e
0 branco da reacao era preparado misturando-se 0s reagentes na
seguinte ordem: 1.0 ml de TCA, 0.2 ml de enzima, 0.1 ml de tam
pdo e 1.0 ml de substrato. As misturas eram incubadas por 15
minutos a 450C, e centrifugadas a 1085 g por 30 minutos. A lei
tura espectrofotometrica dos sobrenadantes, era feita em 2=280
nm, usando-se cubetas de quartzo com 1 cm de caminho oti c o
Visto gque, em nenhum casoc, a leitura do controle do substrato
apresentou diferenca significativa do tubo branco da reacaoc,
a atividade proteolitica foi considerada como a diferenca de
aborbancia (AAZBOnm) entre os tubos controle da enzima e aque
les da mistura da reacao.

0s valores de Km para o sistema em estudo, foram determinados
de acordo com Linewesaver & Burk (1934), empregando-se ¢ meto-
do dos quadrados minimos na determinacgaoc da funcao linear des
sa constante,

Atividade sobre Substratos Sinteticos - 0s festes de ativida-

de enzimatica sobre varios substratos sinteticos (TAME, BAEE,
CTN, BANA e AFNE) , foram realizados de forma semiquantitativa:
A atividade esterasica usando-se o substrato TAME, foi testa-
da pelo metodo espectrofotometrice descrite por Hummel (1959)
em pH 7.0 e 8.1 com tampao fosfato ou TRIS-HC1. Concentracoes

padrao de tripsina foram empregadas comoe controle.

[a¥]

0 ensaio enzimatico usando-se o substrato BAEE, foi realizado



nas condicoes também descritas por Hummel (1959).

A atividade sobre o CTIN foi determinada pela medida do para -
nitrofenol Tiberado, seguindo-se as indicacgoes de Walsh &
Wilcox (1870). Concentracgoes padrao de a-guimotripsina foram
empregadas como controle.

0s substratos cromogenicos BANA e AFNE foram empregados nos

ensaios de atividade enzimatica, seguindo-se as indicagGes for
necidas por Uriel (1971) para a deteccao de hidrolise desses
substratos em meio liquido ou gelificado. Como controle de po
sitividade, utilizou-se concentracoes padrao de tripsina e a-
guimotripsina respectivamente. 0Os resultados, quando positi -
vos, foram expressos por numero de cruzes, tendo-se por base
uma maior ou menor intensidade da coloracao resultante da rea
cao entre os grupamentos naftil e o corante "fast garnet GBC
salt".

Purificacao da Proteinase - A seguinte metodologia foi empre-

gada para a purificacao da proteinase da fracao scluvel (FS)

de T. cruzi:

1 - Precipitacao com Acetona - A FS préviamente ajustacua ao pH

4.5, foi fracionada pela precipitacao com a mistura agua-ace-
tona, empregando-se a concentracao de 80 % de acetona: 1 litro
da FS mantido a 49C era ajustado ac pH 4.5 pela adigao de quan
tidade apropriada de solucao 0.1 N de HC1. 0 precipitado for-
mado era separado por centrifugacao a 3020 g por 15 minutos,
nesta mesma temperatura, e ¢ scbrenadante transferido para um
banho gelado a -200C. 4 1itros de acetona nesta temperatura ,
eram adicionados lentamente sob agitacac constante, A mistura
ficava em repouso a -200C durante 18 heras, quando entaoc era
centrifugada a -150C com 3020 g durante 15 minutos. 0 preci-
pitado obtido, era suspenso em 50 ml de solugaoc de NaCl 0.15 M
e dialisado contrs 5 litros de agua destilada a 49C por 18 ho
ras, centrifugando-se em seguida para a separacgac do residuo
insolivel. Esta fracdao, que concentrava em meédia 66 % da ati-
vidade proteinasica original, era liofilizada e mantida a -20

oC ate o momento do uso.



2 - Cromatografia de Exclusao - A FS precipitada a 80 % de a-

cetona, foi analisada por cromatografia de exclusao em gel
{(Flodin, 1962), empregando-se colunas (95 X 2 cm) de Sephadex
G-200, equilibradas a 49C com tampao acetato 0.05 M, pH 5.0.
Aliguotas de 5 ml, contendo 100 mg de proteinas, eram dialisa
das contra 2 litros deste tampao a 49C por 5 hcras, e aplica-
das na coluna. 0 material era eluido com este tampao, a uma ve
locidade de 10 ml/hora, coletando-se amostras de 2 ml. A absor
bancia dessas amostras, era medida a A=280 nm de um espectro-
fotometro, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho
otico. A atividade enzimatica, era pesquisada individualmente
em cada amostra, utilizando-se os diferentes substratos (casei
na, BANA, AFNE, CTN), sobre o0s quais a fracaoc inicial era ati
va. 0s padroes de referencia azul de dextran, 1¢G de coelho ,
BSA e OVA, foram analisados em identicas condicoes, empregan-
do-se a mesma coluna antes e apos o fracionamento do material
enzimatico. Este experimento tinha por finalidade, a determi-
nagao dos valores de exclusao para efeito de estimativa do ne
so molecular (Andrews, 1964; Laurent & Killander, 19564},

3 - Cromatografia de Afinidade - Sepharose 4B foi ativada pe-

To tratamento com CNBr (Cuatrecasas & Anfinsen, 1971}, e liga
da covalentemente ao composto mercurial organico p-AFMA (para
aminofenil mercuriacetato), seguindo-se as instrucoes forneci
das por Sluyterman & Wijdenes {1970). A sepharose-mercurial re
sultante, foi empacotada em coluna e lavada com tampao fosfa-
to 0.05 M pH 8.0, e a seguir com uma solucao 2.5 mM de DTNB nes
te mesmo tampac, ate que o eluato tivesse a mesma cor amarela
da solucao inicial. A resina foi outra vez lavada com tampao
fosfato ate obtencao de um eluato incolor, e a sequir, equili
brada com tampao acetato 0.05 M pH 5.0. Uma soclucao 2.5 mM de
HgCT2
lada, ate que se tornasse descorada. Para estimar a capacida-

no mesmo tampao, foi passada na resina fracamente amare

de da coluna, uma aliquota do efluente foi misturada com uma
solucao 0.1 M de cisteina a pH 8.5, e a absorbancia foi 1ida
a A=412 nm. Tomando-se como referencia, o coeficiente de extin

cao molar (E; 2?2} de 13600 para o DTNB, a resina foi capaz
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de adsorver 1.7 mMoles de DTNB em cada m1 da matriz.

A fragao gque continha a proteinase em estudo, obtida da filtra
cac em sephadex G-200, foi entao , submetida ao sepharose-mer
curial: aliquotas de 50 ml desta fracao (0.3 mg proteina/mi),
eram dialisadas durante 12 horas a 49C, contra 2 Titros de tam
pao 0.05 M pH 5.0, 10 mM sulfito de sodio, 0.1 M KC1, 1T m ¥
EDTA e 10 % DMSO. Apos a dialise, era aplicada em uma <coluna
{5 X 1 cm} da sepharose-mercurial previamente equilibrada com
este tampao. A eluicao do material proteico nao adsorvido, era
acompanhada com este tampao, a um fluxo de 20 ml/hora, cole -
tando-se amostras de 1 ml1, ate aue a leitura do eluente feita
a A=280 nm caja a zero. A resina era ertao ltavada com o tampao
acetato sem EDTA e sulfito de sodio, fazendo-se a sequir, a e
luicdo do material adsorvido, com o mesmo tampao contendo 158
mM de 2-mercaptoetancl. 0 material eluido, era dialisado con-
tra agua destilada a 49C, e simultaneamente concentrado sob
pressao (Buimaraes, 1972), usando-se tubo Visking {Scientific
Inst.Centre, limited, London). A preparacao assim obtida, era
em seguida mantida a -200C, ate o momento do uso.

Caracterizacao da Proteinase - Os experimentos indicados &

se
guir, foram empregados na caracterizacgao da proteinase da fra
cao soluvel (FS) de T. cruzi:

T - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida - Colunas de gel de

poliacrilamida (7.5 %), eram preparadas com tampao TRIS- HCL
0.05 ¥ pH 7.5, e processadas de acordo com as instrucces de
Fairbanks et al. (1971). Amostras eram aplicadas as colunas .,
e submetidas a eletroforese (3 mA/coluna durante 2 horas) em
tampac TRIS-Glicina 0.005 M pH 7.5, ate que a marcacan de pi-
ronina atingisse 1 cm da base catodica. Cada amostra foi ana-
Tisada em duplicata. - Apos a separacao eletroforetica, 03
geis eram retirados das colunas, e submetidos ao seguinte tra
tamento: um gel era corado para proteinas com azul brithante
de "coomassie" sequindo-se as instrucgoes do autor referido; o
outro gel era merqguihado numa solugao de substrate {(G.15 % de
caseina em tampao fosfato 0.05 M pH 7.0, 5 mM EDTA e 15 mM de
2-mercaptoetanol) durante 2 horas a 3790C. Agésresse tempo, O
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gel era suspenso por uma agulha, e mantido pendurado em ca-
mara umida a 370C durante 4 horas, quando era finalmente fi-
xado e corado para proteinas. Este experimento tinha por fi
nalidade, a localizacao da atividade proteinasica no gel.

2 - Imunoeletroforese Cruzada - Placas {12 X 9 ¥ 0.15 cm) de

gel de agarose a 1 % em tampac veronal 0.05 M pH 8.6, conten-
do a{s) amostra(s) para analise(s), eram submetidas a diferen
ca de potencial de 6 volts/cm durante 1 hora na primeira di -
mensao, € 2 volts/cm durante 18 horas na segunda dimensao, a
temperatura de 40C. Antes da eletroforese na segunda dimensao
uma faixa central da placa de gel, era retirada, e este espa-
¢o preenchido com a mistura de agarose e o imunessoro, na pro
porcao de 10 %. A deteccao da atividade caseinolitica nes s as
placas, apos a imunoeletroforese cruzada, era realizada segun
do as indicagoes descritas por Uriel (196n),nas mesmas condi=
coes citadas acima para a analise em gel de poliacrilamida. An
tes do ensaio enzimatico, as placas eram prensadas, e lavadas
3 vezes {15 minutos cada) com solucao C.15 M de Nall. As pla-
cas destinadas apenas a coloragac proteica dos sistemas preci
pitantes, apds a lavagem com a solucao 0.15 M de NaCl, eram se
cas a 379C e coradas como usualmente.

Imunessoros - 0Os imunessorcs empregados nesses testes, conten

do anticorpos precipitantes anti-FS ou suas fracoes isoladas,
foram obtidos de 2 grupos de coelhos imunizados com uma <dose
(0.2 mg proteina) dos antigenos, misturados em partes iguais
de adjuvante completo de Freund (1965). 0 volume de 1 ml da re
ferida dose, foi inoculado por via intramuscular em cada co-
elho do 19 grupo; a mesma dose foi inoculada em cada coetho do
20 grupo por via intradermica, em varios pontos de aplicacao no

dorso.

3 - Determinacao do Peso Molecular - Estimativa do peso mole-

cular da proteinase, foi realizada por eletroforese em gel de
poiiacrilamida (5.6 %), contendo SDS (1 %), segundo as instru
coes de Fairbanks et al. (1971). ESA (69.000 daltons)

s Lgb mo
nomerica de coelho {150.000 daltons) e suas cadeias, H({55.000
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daltons) e L (25.000 daltons); e Ribonuclease bovina { 13.700C
daltons), foram empregados como padroes de referencia. Experi
mentos em paralelo, para a localizacao da atividade caseinoii
ca no gel, foram realizados coem a fragao contendo a proteina-
se que, foi submetida,ou nac,a uma reducdo préevia pelo reagen
te ditiotreitol.
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RESULTADOS

1 - Determinacao das Condicoes de Dosagem

A investigacdao da atividade proteinasica da FS em di
ferentes pH, indicou a existencia de um pico de atividade nu-
ma zona neutra (pH 6.8 + 0.5}, concordando com observagoes an
teriores (Costa, 1977).

Diferentes proteinas foram entao submetidas a acac da FS, uti
lizando-se tampdo fosfato 0.05 M pH 7.0, a 379C durante 2 ho-
ras. Nessas condicdes de experimentacao, como demonstrado na
tabela 1, o maior grau de hidrolise, expresso pela quantidade
de produtos TCA-solliveis absorvida a Xx=280 nm, foi obtido usan

do-se a caseina do leite ou hemoglobina bovina como substrato.

Tabela 1 - Atividade proteolitica (8R,00 ) 98 FS sobre diferentes subs-
tratos proteicos.

Substrato Concentracao FS

{mg/m1) (mg proteina/mil}

0.80 0.40 0.20 0.10

Caseina do Leite 20 1.07 .49 0.16 0.07
Hemoglobina Bovina 40 0.81 0.48 0.34 0.22
Albumina Beovina 30 0.15 0.08 0.03 0.0z
Albumina Humana 30 0.12 0.07 0.04 .02
Albumina Equina 30 G.08 0.02 .00 .00

Diferentes concentracoes de caseina, foram entao, ensaia d as
com a FS. Nos resultados desse experimento (tabela 2}, pode

ser observado, que, concentracoes de caseina superiores a 10
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mg/mT inibiam a atividade enzimatica da FS, enquanto, concen-
tracoes de 5 mg/ml forneciam resultados apasrentemente oro % i-
mos da velocidade maxima da reacgao.

Tabela 2 - Influéncia da concentragao de caseina sobre a atividade proteo
17tica da FS (0.5 mg proteina/mi).

Caseina AR 980 nm
(mg proteina/ml)

1.0 0.40
5.0 1.05
10.0 1.01
20.0 0.65
40.0 0.47

0s dados relativos a cinetica da reacac, empregando
se tanto a caseina (figura 1) quanto a hemoglobina, indicaram
que, a quantidade maxima de produtos TCA-soluveis, era prati-
camente alcancada, apos 90 minutos & temperatura entre 370C e
450C.
Uma estimativa do Km foi feita, empregando-se a equagao de
Lineweaver & Burk (1934) na media dos resultados devidamente
transformados, da atividade proteclitica de FS sobre diferen-
tes concentragoes de caseina. Foi estimado desse modo o valor
do Km em 2.5 mg de caseina (figqura 2). Para a hemogiobina, es
se valor foi da ordem de 12.2 mg.
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A influencia do pH na estabilidade da atividade pro
teinasica da FS, foi analisada, incubando-se preéviamente a FS
(0.5 mg proteina/ml}) em diferentes pH, a temperatura de 370C

i

durante 2 horas. Ao final deste periodo, as diferentes prepa-
racoes foram ajustadas ac pH 7.0, e a atividade proteinasi ¢ a
foi determinada sobre a caseina (6 mg/ml). Foi observado o ma
ximo de estabilidade, quando a FS era submetida a incubacao no
pH 5.0. Nos ocutros pH testades (3.0, 7.0 e 8.5), havia uma per
da da atividade enzimatica, superior a 30 % em relacao aquela

inicial.

Efetores da Atividade Proteinasica da £S

A influencia de ativadores e inibidores sobre a ati

vidade proteinasica da FS foi investigada, preincubando-se a
FS (100 ug proteina/ml, tampao fosfato 0.05 M pH7.0) com ca-
da um dos compostos, nas concentracoes finais indicadas (tabe-
la 3), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Em sequida a
atividade proteciitica das misturas foi testada.
Os resuitados apresentados na tabela 3, indicam que houve um
aumento pronunciado da atividade proteinasica da FS na presen
ca de EDTA, ou de compostos sulfidriiicos (2-mercaptoetanol ,
cisteinaj}; e que houve inibicao total, na presenca de compos-
tos afins para grupamentos tiois (ng+, p-AFMA, p-AFMC, N-EMI,
tetrationato de sodio, icdoacetamida, acido icdoacetico). Po-
de-se verificar ademais, que os jons metalicos (Ca2+, Mgz+ e
szé};‘as inibidores de atividade esterasica e a pepstatina ,
nao tiveram acac aparente.

A reversibilidade da acao inibitoria dos reagentes
de grupamentos tiois foi investigada, incubando-se a FS com os
diferentes inibidores nas concentracoes de agao, durante 30 mi
nutos a temperatura ambiente. Em seguida, as diferentes prepa
ragoes foram submetidas a acao proteinasica sobre caseina ou
hemogiobina na presenca de Z-mercaptoetanol (15 mM).

Come demonstrado ne tabela 4, a acao inibitoria dos diferen -
tes efetores, com excecao do acido iodoacetico, foi revertida
em presenca do composto sulfidrilico 2-mercaptoetanol. Identi

ca reversibilidade era observada, com o uso da cisteina.
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A atividade relativa, expressa nas tabelas 3 e 4, acha-se re-
presentada pela relagao entre o valor de bRsag ny resultante
da acao de uma determinada guantidade de enzima, dosada na pre
senga do efetor, e o valor de AAZBO am Tesultante da acao des
sa mesma quantidade de enzima, dosada na ausencia do efetor.

Tabela 3 - Efeito de ativadores e inibidores sobre a atividade proteinasi

ca da FS.
Efetor Conc. final Atividade
{md) Relativa
Nenhum - 1.0
ca’t 1 1.0
Mg° 1 1.0
ppe* 1 1.0
EDTA 0.2 1.6
1 2.4
5 3.0
Z-Mercaptoetanoi i 2.3
5 3.0
10 3.0
20 3.0
50 3.0
Cisteina 15 3.0
Hg 1 0.6
p-Aminofenil-HgLl 1 0.0
p—ﬁminofeﬂi1~CH3COO—Hg 1 0.0
N-Etilmaleimida 1 0.0
Tetrationato de Sodio 1 0.8
i0 0.2
Todoacetamida 1 8.7
Acido lodoacetico 1 0.0
DFP 1 1.0
TPCK 1 1.0
TLCK 1 1.0
Pepstatina 0.2 1.0
1 1.0
5 1.0
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Tabela 4 - Efeito do 2-Mercaptoetancl {ME) scbre a inibicio enzimatica da
FS, conferida pelos inibidores de grupamentos sulfidrilicos.

Efetor Conc. final Atividade Relativa
(mM) Normal + ME, T15mM
Nenhum - 1.0 3.0
Hgo 1 0.0 1.5
p~Aminofenil-Hg-C1 i 0.0 3.0
puAménofeni1—CH3€OO—Hg 1 0.0 3.0
N-Etilmaleimida 1 0.0 3.0
Tetrationate de Sodio 10 0.2 3.0
Todoacetamida 1 0.2 2.5
Ecido iodoacetico 1 0.0 0.0

Uma relacao Tinear foi observada entre a atividade
proteolitice (4A,gq nm) € variadas concentragoes da FS (figu-
ra 3), quando foram utilizadas as seguintes condicdes: casei-
na (6 mg/mi} dissolvida em tampaoc fosfato 0.05 M pH 7.0, & mM
de EDTA e 15 mM de ME, incubagao a 370C durante 2 horas. A uni
dade proteinasica foi entdo definida, como a absorbancia dos
produtos TCA-sollveis, equivalente a 0.001 Rogn pp unidades /
minuto a 379C, pH 7.0.

§.40

FPROTEQLITICA 1mg CASEINA:

9.0%

ATIVIDADE

1 , 13 i A T
: 52 1
¥g PROTIINA F3

Figura 3 - Relagac entre diferentes concentracoes da FS, e a atividade ni

drolitica sobre a caseina.
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Acdo da FS sobre Substratos Sinteticos

Varios substratos sinteticos foram submetidos & acdo
da FS. Entre estes, alguns substratos cromogenicos {BANA, CTH,
AFNE), e outros nac cromogenicos (TAME, BAEE).

Os principais resultados obtidos desses experimentos, indica-
ram que a FS era capaz de hidrolisar BANA, AFNE e CTN, mas nac
hidrolisava TAME ou BAEE.

A influencia de diferentes inibidores {(concentracao

final de 1 mM) sobre a capacidade da FS hidrolisar BANA, AFNE
e CTN, foi investigada. )
Como demonstrado na tabela 5, a atividade da FS sobre esses
substratos sinteticos, foi inibida pelos reagentes DFP, TPCK,
ou TLCK; nenhuma inibigao, entretanto, foi verificada com o
reagente iodoacetamida. Estes resultados.sugerem a existencia
de pelo menos duas atividades enzimaticas distintas.

Tabela 5 - Atividade da FS sobre diferentes substratos, em presenca de va
ries inibidores.

Inibidor Acao sobre:
BANA AFNE CTN Caseina Hemoglobina

Iodoacetamida + + + - -
DFP - - - . +
TPCK - - - + .

TLCK - - - + ;




2 - Purificacao da Proteinase

2.1 - Precipitacao da FS com Acetona

‘Ajuste ao pH 4.5 - Foi observada a Tormacao de um

precipitado, quande a FS era ajustada ao pH 4.5. Este precipi
tedo foi separado do sobrenadante, redissolvido parcialmente
em solucdao de NaCl 0.15 M {descartando-se o residuc insoluvel)
e ajustado ao pH 7.0. A atividade proteinasica sobre a casei-
na, tanto do precipitado, quanto do sobrenadante (previamente
ajustado ao pH 7.0), foi determinada nas condicoes padroniza-
das.

O0s resultados obtidos, indicaram gue, 84 % da atividade prote
inasica inicial da FS permanecia no sobrenadante {40 U/mg de
proteina), enquanto apenas 10 % estava contida no precipitade
(30 U/mg de proteina).

0 teor de acucares dosado no precipitade {parte socluvel}, re-
presentou cerca de 10 % do total da F5., Outros contaminan tes
foram afastados da FS com o presente tratamento, visto que a
maior parte desse precipitado, permanecey inscliuvel.

0 abaixamento a pH 4.5 foi entdo, considerado como um passc im
portante para a purificagao da enzima.

Precipitacao com Acetona a -209C - Utilizandoc-se o

sobrenadante da FS a pH 4.5, diferentes concentracoes de ace-
tona (20, 33, 50, 66 e 80 %) a -200C, foram adicionadas, & os
precipitados resultantes, foram separados e analisados.

O0s dados obtidos das diferentes fracgces, indicaram gue a con-
centracao de 80 % era a mais adequada, visto que, a proteina-
se era purificada 5 vezes {200 U/mg de proteina), com um grau
de recuperacao de 65 %. Nas outras concentracoes de acetona ha
via um fracionamento da proteinase, com resultados bhem inferi
ores.

Diferentes partidas da FS, foram entao purificadas
pela precipitagao com 80 % de acetona a -200C, seguindo-se os
passos indicados abaixo. A fracac resultante deste processoc ,
foi denominada de FS-p.
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Purificacdao da FS com 80 ¥ de Acetona a =-200C:

FS

i

1) Ajuste a pH 4.5; centrifugacao a 3020 g, a 49C, 30 minutos.

2) Adigao de 4 volumes de acetona a -200C ao sobrenadante; re
pouso por 18 horas a -209C; centrifugagao a -159C e 3020 g¢
30 minutos.

3} 0 precipitado obtido & suspensc em 0.05 volumes de solucdo
de NaCl 0.15 M a 49C; dialise contra 2 1itros de agua dis-
tilada a 49C durante 1 noite; centrifugacao a 49C e 3020 ¢

durante 30 minutos; o sobrenadante obtido e a FS-p.

A FS purificada por este metodo {(FS-p), apresentou
as mesmas propriedades enzimaticas do material inicial:
FS-p testada a pH 7.0 em tampao fosfato 0.05 M, foi capaz de
hidrolisar caseina, hemoglobinas humana ou bovina, BANA, AFNE,
e CTN.
0s mesmos efetores foram capazes de ativarem ou inibirem a
atividade proteinasica.
A acdao hidrolitica sobre os substratos sinteticos, foi inibi-
da pelos reagentes DFP, TPCK e TLCK, nas concentracgces de 1 mM,
nao sendo alterada entretanto, pela agao dos inibidores de gru
pamentos tiois, gue blogueavam normalmente a atividade protei

nasica.
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2.2 - Cromatografia de Exclusao em Sephadex G-200

A cromatografia da FS-p em colunas de Sephadex G-200
préviamente calibradas com diferentes padroes moleculares (OVA,
ESA, HGG e Dextran blue), permitiu o isolamento de 5 fracoes
distintas, obtidas como indicado na figura 4.

A fracgao F1, correspondente ao volume de eluicao do Dextran
blue, nao apresentou atividade enzimatica.

A fracao F2, com um volume de eluic¢ao proximo ac da HGG, apre
sentou forte atividade sobre BANA e baixa atividade proteina-
sica. _

A fragao F3, com um volume de eluicdo proximo aoc da ESA, conti
nha a maior parte da atividade proteinasica. Esta fracao nao ,
hidrolisou BANA, mas foi ativa sobre AFNE.

As fragoes F4 e Fb, foram desprovidas de acao hidrolitica so-
bre BANA, AFHNE ou caseina.

Pode-se ainda verificar naquela figura, que o0 pico de ativida
‘de proteinasica, e os picos de atividade sObre BANA e AFNE sdo
distintos entre si. 0 pico de BANA estd mais proximo da HGG ,
g da caseina proximo da ESA, e o de AFNE proximo da OVA.
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Figura 4 - Cromatografia em Sephadex G-200 da FS-p.
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2.3 - Cromatografia de Afinidade em Sepharose-Mercurial

A fracao F3 obtida da filtracao em Sephadex f-200
que continha a maior parte da atividade proteinasica, foi sub
metida a cromatografia de afinidade, emipregandn-~se Sepharpse
4B 1igada covalentemente com p-AFMA., 2 fracdes foram ohtidas
nessas condigoes, tal como indicado na figura 5.

A fracao F3-1, que contém a maior parte das proteinas inici-

ais, apresenta uma baixa atividade proteinasica snbre a cased

na, e tem acao hidrolitica sohbre o AFHE,

A fracao F3-2 , com um baixo teor proteico, tem uma 2lta ati-
ag

vidade sobre a caseina, e nenhunma an sobre o AFH

|
HSGy + EOTA § 1wt
< I
55 F
}
I

8 |

- i

= !

SR i

-1

@
P

&

[ %

R
=< i

%
=]
£11 SRR
‘o S W
v 7 40 5t 2

Figura 5 - Cromatografia de afinidade em Sepharose-Mercurial.
Aliquota de 50 ml de F2 {N.3 me/m1), analisada en
uma coluna de resina 5 X 1 cm, A
ente. 0 limite das setas, indica a eluicio resul] -
tante da influencia dos compostos referidnos no tam

pao padrao.



Em vista dos resultados anteriormente obtidos, dife
rentes partidas de 1000 ml da FS, foram submetidas agetapas de
purificacao indicadas na tabela 6, onde e<tio sumariadoe al-
guns dos valores medios resultantes.

Pode-se observar , que a proteinase foi purificada cerca

[a%
[

60 vezes, com um grau de recuperacis de 16 ¢

Tabela 6 - Purificagao da Proteinase
0s resultados indicados, representam a media dos valeres obti-
dos a partir de 8.0 gramas de parasitos delipidados e liofili-
zados. A atividade especifica foi determinada com a caseina
(6.0 mg/ml em tampao fosfato 0.05 M pH 7.0, 5 mM EDTA & 15 mM

H 7 ] o 15
de ME), a 379C durante 2 horas. 1 unidade ), 100 AZQG "
Fracao Proteina Volume U.Totais AE Recuperagac Purificagao

(mg/ml)  (m}) (U/mg) (%) {vezes)
FS inicial 0.75 1000 30.000 ag 100 i
FS, pH 4.5 0.63 1050 25.200 38 g4 0.95
(sobrenad.)
FS~p 2.00 50 20.060 200 66 5
F3 G.30 50 12.000 800 40 20

F3-2 0.10 20 4.800 2.400 16 50




3 - Caracterizacao da Proteinase Purificada

3-1 - Eletroforese em Coluna de Gel de Poliacrilamida -

Como demonstrado na figura 6, uma Unica banda foi de
tectada quando a F3-2 foi analisada nor eletroforese em coluna

de gel de poliacriltamida. Este componente revelado, nossui uma
atividade proteinasica quando testada "in situ” com a caseina.

A FS dinicial analisada nessas mesmas condigoes, na

2

anresentou

grande diferenca em relagao a F2-2, sucerinda a concentracac

do material proteico, em volta a uma unica handa.

o

Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacriltamida da F3-2 (100
ul=50 ug de proteina=120 unidades),.
A) Localizagao ' da atividade caseinolitica da ©3-7

B)Y F3-2 submetida a coloracao de nroteinas

3.2 - Imunpoeletroforese Cruzada

A analise das fragces obtidas nas diferentes etapas
de purificagao, por imunoeletroforese cruzada emprecando-se o

imunessore anti-FS, mostrou (figura 7}, gue na fracao F1-7:-

Lok

sistemas precipitantes sao det

]

tados, sendo o maior deles,

correspondente a proteinase. f¢ fracoes das outras etanas con
tinham varios sistemas precipitantes, embora tndas =las detec
tassem apenas uma atividade proteinasica

Da imunizacao de coelhos com

jt]

-y

Lok
2

munessoro, que testado frente a 7S & F3-2, detect:
nos 4 sistemas precipitantes, sendo um deles, o mais inten sa,

representado pela proteinase (figura 8.
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Figura 8 =
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ti-F3-2 (concentracao de 10
AV Localizacao da atividade
3

} Coloracao para proteinas

/

o
s
e
[



3.3 -~ Determinacao do Peso Yeolecular

Estimativas do peso molecular da proteinase  (F
foram feitas com base nos seguintes dados:
190) 0 volume de exclusao em Sephadex €-200, permitiu uma esti-
mativa de 60.000 daltons para a proteinase, comgo demonstra
do no grafico da figura 9;

ooliacrilamida conten

20} Na eletroforese em colunas de gel de
do SOS 1 %, foram detectadas ? bandas: uma delas conm migra
gac correspondente a 55.000 daltons, coincidente com acue-
Ta da cadeia H de IgG-Co, tomada como marcador: e a outra,

com migracan correspondente de ~ 6,000 daltons,fiaura 10.
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Figura 9 - Estimativa do peso molecular da proteinase (3.7}
[

em coluna de Sephadex 0-200. (0) NVA, (&) F34: (&)

IgG-Co; (@) Proteinase.
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Proteinase
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Cadeia L
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ura 10 - Determinacao do peso molecular da oroteinase {
1

noy eletroforese em coluna de gel de poliacrs
o

da contendo S50S 1 %Z. Representacao grafica da rela
cao entre a mobilidade relativa e o locaritmo dg pe
so molecular das diferentes moleculas analisadas
(Concentracoes proteicas=0.5 ma/ml)
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Com a finalidade de verificar, se o aparecimento do
componente de -~ 6.000 daltons era dependente da acao redutora
do reagente DTT (ditiotreitol), foram realizadaos experimentos,
em que este redutor foi omitido ou incluido a proteinase,antes
do procedimento da eletroforese em coluna de gel de

mida contendo SBS 1 %.

0s resultados obtidos (figura 11}, indicaram que, na ausencia
de DTT, quase nao se observa a presenca desse componente de
6.000 daltons; e, gue sob acao prolongads do D77, praticamente

desaparece o componente de 55.000 daltons.

Em complementacao a esses dados, 05 testes de deteccao enzima-
tica, mostraram que, apenas o ccaponente de 55.000 daltons, a
presenta atividade proteinasica; @ que, sob acao proloncada do

DTT, essa atividade acha-se diminuida.

Figura 11 - Influencia do DTT no avarecimento do componente de
baixc peso molecular da proteinase. {Conc
proteica da F3-2=0.5 mg/ml: AC=2400 li/ma}
1) F3-2 antes da agao do DTT
2) F3-2 apos incubagao com N.1 M de DTT, por 30 mj

nutos a 3760,
3 e 4) Localizacae da atividade caseinol
T

tes ¢ apos a acao do D7



Os segquintes experimentos foram vealizados, com a i

nalidade de se verificar o paralelismo da atividade proteinisi

ca entre a FS, e a fracao F3-2:

Influencia do pH - A FS e F3-2 foram submetidas 7 d
sagem enzimatica em diferentes nH, nas condicies padronizadas,
empregando-se a caseina (6 mg/ml) ou hemoglobina bovina (47 mey
ml) como substratos.

Nos resultados obtidos com & F3-2 (proteinase purificadal, co-

mo demonstrado na figura 12, o otimo de pH para a atividade pro

teinasica estava compreendido na faixa de 6.6 + 0.5, auando 3
caseina foi utilizada como substrat

No entanto, aquando a hemoglobina foi utilizada como substrato,
0o otimo de atividade proteinasica estava situado ao  redor do
pH 3.0.

Os dados obtidos com a FS, foram concordantes com os resul fados
anteriores (Costa, 1977).

Influencia de Ativadores & Inibidores - Desultados i

mitares para aqueles apresentados nas tabelas 3

D

4, foram ob-
tidos quando o efeito de ativadores e inibidores foi investiga
do sobre a enzima purificada, indicando um naralelicrma com  a-
quela atividade SH-dependente, detectada na IS inicial, & nas
fracoes dos diversos estiagios de purificacio.

Nos testes com inibidores especificos [Pepstatina, Leunentina
Quimostatina, Elastatinal e Bntipaina), obhservou-se inibhicin
parcial apenas quando foram utilizadas concentracies relativan-
mente altas de fQuimostatina, Leupentina e Antipaina, respecti-

vamente.
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DISCUSSRO

Fmpregando-se o método de Anson (1938) para a dosa-
gem de enzimas proteoliticas, diferentes proteinas foram subme
tidas a agdo da FS na faixa neutra de pH (6.8 + D.5), obtendo-
se assim um maior grau de hidrolise com a caseina ou com as he
moglobinas humana e bovina., A baixa atividade detectada sobre
as albuminas humana, bovina e equina, nao exclui a possibilida
de de que varias ligacOes peptidicas tenham sido guebradas sem
no entanto ter havido liberacao de peptidios soluveis ao TCA,
devido ao grande numero de pontes dissulfeto presentes nague-
las moleculas.
0s nossos experimentos foram entac realizados, usando-se prin-
cipalmente a caseina como substrato.

0s dados cinéticos dessa atividade no extrato bruto,
mostraram que se obtinha maior quantidade de produtos Tﬁﬁwsoég
veis, apds 90 minutos de incubac¢do a temperaturas entre 370C e
450C, sendo que apos este periodo, nido havia alteracio aprecia
vel na cuantidade desses produtos,

Uma estimativa do Km, foi feita nessas condi¢oes, encontrando-

se um valor de Km=2.5 mg para a caseina,

A concentracao de 6 mg/ml de caseina, foi empregada nas diferen
tes determinacdes da atividade proteinidsica., Concentractes de

caseina superiores a 10 mg/mi, inibiam essa atividade enzimati

ca; provavelmente, impurezas da preparacio de caseina, estari-

am concentradas a partir desse teor proteico.

Os resultados dos ftestes de ativadores e inibidore s
enzimaticos, sobre a atividade caseinolTtica da FS, dindicaram
um envolvimento de grupamentos sulfidrilices na atividade case
inolitica da FS, vistoc que, essa atividade era aumentada em
presenca de compostos sulfidrilicos (ME, cisteina), ou era ini
bida por reagentes de grupamentos tieis (ng+, p=AFMA, p-AFMC,
N-EMI, iodoacetamida, acide iodoaceético, tetrationado de sodio,
etc,). Ademais, quando as preparacces contendo os inibidores de
grupamentos tiois, foram ensaiados em presenga de MbL, observou
se uma reversibilidade da ac3o enzimatica em praticamente to-

dos os blogueios dados por agqueles inibidores de SH.
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Excecao foi feita, ao blogueio resultante do ifratamento com a-
cido iodoac&tico, onde ocorreu muito provavelmente, uma liga-
c3ao covalente, tipica de uma reacao de carboximetilacio com o
grupamento SH (Means & Feeney, 1971}. Com a iodoacetamida, iden
tica reac¢ao deveria ter ocorrido, porem, € possivel que & con-
centracao empregada, e as condic¢des de ensaio, nao tenham favo
recido o bloqueic irreversivel pela carboximetilagdo; & consi-
deravel tambem, que o composto iodcacetamida © menos especifi~
co, podendo reagir com radicais de outra natureza quimica.

- Esses dados sugerem gque a proteinase em estudo, seja uma en-
zima SH-dependente. 0 fato de ter sido ispladaz a partir de co-
lunas de Sepharose~Mercurial, que reage preferencialmente com
grupos SH do sitio ative da enzima (Sluyterman & Wijdenes ,
1970), vem reforgar esta hipotese.

O0s Tos met3dlicos (Pb2+, Ca2+, Mg2+) nao tiveram agic aparente
sobre a atividade proteinasica da FS. No entanto, a adicio de
concentracoes crescentes de EDTA, aumentou essa atividade, sen
do provavel que algum ocutro Yon ou radical interferente, este-
ja presente como contaminante do substrato.

A enzima em estudo n3do & uma esterase, ja gue os inibidores de
esterase (DFP, TPCK, TLCK) ndo foram ativos, o que difere da
protease isolada por Bongertz & Hungerevr [1978) gue hidroli za
o substrato BAPNA a pH 8.5, e essa acac & inibida por agueles
reagentes de esterase. 0 fato de nao ser inibida pela pepstati
na, sugere que nao seja uma enzima dos tipos pepsina ou cate -
nsina D.

0s resultados dos testes com substratos sinteticos ,
confirmaram as informac¢des preliminares de Rangel et 2l [1976,
1877, sobre a independencia entre as atividades enzimati ¢ as
frente a alguns substratos sinteticos, e aquela atividade pro-
teinasica sobre caseina , hemoglobina bovina, etc., Por autro
lado, as atividade enzimaticas descritas por Itow & Camargo
{1975), reforgam esses dados com substratos sinteticos, nic en
contranto entretanto, dados comparativos sobre uma atividade,
gue foi dosada com azo-caseina numa faixa acida de pH, sem no
entante, ser demonstrado o O0timo de pH.

Em conjunto, os dados obtidos no presente trabalho, com a Fs



ndo purificada, e os dados da literatura, sugerem a existencia
de pelo menos 3 proteases ativas a pH neutro: uma proteinase .
provavelmente SH-dependente; uma protease do tipo tripsina e
uma outra do tipo quimotripsina. 0s dados relativos a purifica
cio, sao compativeis com essa hipdtese.

- A precipitacdo de proteinas com solventes apolares

(Cohn, 1959), embora constitua um método trabalhoso, vem sendo
utilizado com certa frequencia, uma vez que apresenta entre ou
tras vantagens, a concentracao do material proteico, e um cer-~
to grau de purificacdo. No caso presente, este metodo permitiu
a eliminacac de alguns constituintes da FS, que ndao tinham a-
cao proteinasica (acglUcares, acidos nucleicos, nucleases, glico
proteinas, etc.) . Esses componentes glico-proteicos dificuita
yam os testes cromatograficos e eletroforeticos, realizados com
o extrato bruto, em vista da tendencia de se agregarem, (Repka,
dados nao publicados).

A gel filtracao do material previamente purificado,
mostrou que as atividade sobre BANA, AFNE e Caseina, tinham di
ferentes volumes de eluicac, indicando deste modo 3 protea ses
distintas com nesos moleculares estimados em: 140.000 daltons
(atividade BANA); 60.000 daltons (atividade caseina}; e 55.000
daltons {atividade AFNE), respectivamente,

A separacdo das atividades sobre a caseina e sobre
o AFNE, pode ser realizada, atraves da cromatografia de afini-
dade, com o Sepharose-Mercurial que reagiu especificamente com
radicais SH da proteinase, Nessas condigoes, a enzima que hi -
drolisava o AFNE, passou livremente; e a oroteinase gue ficou
adsorvida, pode ser eluida pela competicac de compostos sulfi-
drilicos adicionados ao tampao.

- A proteinase isolada, foi considerada como uma pre
paracao homogenea, por varios criterios:
Apenas uma unica banda de proteina foi detectada, guando a en-
zima purificada (5% mg proteina/ml) foi analisada por eletrefo-
rese em coluna de gel de poliacrilamida. {Fairbanks et al,1971).
Considerando-se que, nessas condicdes de analise, podenm ser
detectadas concentracoes proteicas inferiores a 50 ug/ml,



na concentracao empregada, dayve existir menos ~ue 10 % de al-
gum contaminante com mabi?ﬁﬁaée eletroforeti nte

A anzalise nor imunceletrnforese ente 2
um soro anti-F%, demonstrou a presencs de 1 sigsioma -

e .

tante principal forte, que tinha atividade nrofein:

a caseina, e mais dois sistemas precinitantes nue nao anresen
tavam atividade proteinasica, sucerindo assim, nue as prepara
coes purificadas aindacontem alquns contarminantes anticenicos.
Como a imunoeletroforese cruzada ¢ um metodo extremamonte se
sivel, podendo detectar contaminantes anticenicos em concen -
tracdes baixissimas { 1 ug/ml), a depender de potencia dos aq
ticorpos contra esses contaminantes (Axelsen et al., 1°77)
a deteccao dessas impurezas na proteinase, contranne os resul
tados da eletroferese em gel de noliacrilarmida, onde 730 ana-

recey contaminantes.

Confirmando o fato de gue a preparacac nan esta inunonuimica-
mente purificada, a imunizacao de coelhos com este terial

induziu a producae de anticorpas contra 4 constituintes anti-
genicos, sendo cue apenas up deles, anvesentavs atividade ca-
seinolitica.

Ls estimativas de peso molecular, ouzr nor {iltra -

3 Fre il

cac em Sephadex G-2090, ou por eletroforese em ol de noliacrd

[

contendo S3S, dndicaram um neso molecular anarente

—t
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.
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5 - BQ,000 daltons para a proteinase (57201
Nos experimentos de slstroforese em nel de pnliacriianida con

tendo SDS, um componente de baixo peso melecular foi observa-

; P - 4 . [ . e oy . N
do, representanto muito provavelimente, a fracrmentacan dz nole

cula da proteinase por auto-digestao em presenca de  radutor

3 F
uma vez que, este componente $0 era detectado, anfhs a arcic nro

tongada do D77,

e

0 fato

ter apresentado atimons

a proteinase isolad;
f

de atividade em pH diferentes nuando os subsira

e
f
[
-
b
;
Y
Y

Rt

eram a caseina ou hemoglobina, pode suaerir a hipotese da exis
téncia nas preparacdes purificadas, de 7 enzimas proteclit] -

cas distintas. Entretanto, essa hipotese nao encontrou  200i0
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nas experiencias de eletroforese em cel de poliacrilamida,cro
matogratia em Sephadex, eletroforese em ael de poliacrilamida

contendo SDS e imunoceletroforese cruzada, quando apenas uma U
nica proteinase pode ser detectada. Ademais, os testes com os
diferentes efetores, mostraram que, a acao de ativadores e i-
nibidores sobre a preparacao indicada, afetam icualmente a
protedlise da caseina e da hemag?obina. O paralelismo desss a
tividade foi evidenciado nos diferentes testes comparativos en
tre FS e a proteinase isolada.

Tendo em vista estes fatos, & mais plausivel admitir, que a
diversidade do otimo de pH para a caseina e para a hemnalobi-
na se deva a influéncia desses substratos no favorecimento da
interacao enzima-substrato.

Deve-se notar que a caseina se despatura em pH abaixo de 5.0,
tornando-se insolivel; e esta insolubilidade, constityi um fa
tor limitante para a acao enzimatica. Por ocutro lado, a nroto
nacac da hemoaiobina, poderia favorecer o apareciments de no-
vas cargas na molecula, aumentandn a suscentibilidade 3 cata-
lise, ou favorecendo a combinacae enzima-substrato,

Como ocorre por exemplio com a pensina, paroce nue as enzim as
digestivas preferem substratos proteicos desnaturadns (Chris-
tensen, 1965}, nao ocorrendo provavelmente o mesma, com outras
proteases mais especificas, onde & conformacio molecular & um
requerimento fundamental para a catalise (laherman, 1070),
Exemplos semelhantes de diversidade no otimo de nH, tem side
observado com a pepsina agindo sobre diferentes substratos:co
mo a ovalbumina (Tahin et al., 19£9): oy no caso de ciningoé-

nios isclados [Guimaraes, 1978%, etc,

A comparacao entre a nroteinase descrita no nresoen-

te trabalho, e outras enzimas dos extratos de T. eruzi roforid

das na literatura, indicam aue a proteinase jsolada nio anre-

-
L

senta quai

b

as antorinrpents desordtasg

quer relacao com anue
Difere da protease isolada por DNoncertz % Huncerer (1772) an
peso molecular e na atividade sobre substratns sintpticas: o

di

—ty

ere daoguelas assinaladas por Ttow 2 Damaran [1978% 0 uma yaz

aque, nenhuma das descritag, anresentava atividade nratoinigi-
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ca. F descrita uma atividade sabre a arzocaseina, onde nio foi

&

definido o otimo de pH, nem mencionada a infiuéncia de ativa-

dores e inibidores,

Entre os tripanosomatideos, foi assinalada uma enzima de T.

brucei rhodiense, que e ativa em pil 2.0 sobre a hemnalobina

g foi considerada do tipo catensina I {(Yenkatasan et al 1077y
Embora , nao existam dados de inihicao com a nenstatina, nac

apresentam elementns aue possam sor comnarados cam a presente

Em vista da complexidade do cicla vital do T.cruzi

nao podemos excluir a possibilidade de, aue a atividadse enrzi-

w

matica de proteinases como esta, seia alteraca aconpanhanao
suas modificacoes morfologicas e funcionais. No morentn ainda
nao dispomos de qualquer informacdo concreta , a resneitn 4o

seu papel biologico. A sua deteccdn nas formas tripaomastian -

tas, e o seu efeito sobre a pele e misculo lico de cohaias

kl

ja vem sendo investigados.
Uma vez isclada a proteinase, a nossa persnectiva -
de trabalho se vincula & investicacao desse panel bhinlanico |

seja correlacionando com a biolocia do parasito: com a rela =

¢ao parasito-hospedeiro; ou com a patogenia da doenca de

Chagas.



RESU £ CANCLUSTES

,:5

A fracao soluvel [FS) de Tisados das formas epimas-
tigotas de T. cruzi, contendo diferentes atividades nroteoli-
ticas em pH neutro, foi analisada nor diferentes metodns, vi-
sando-se o isolamento e caracterizacao de uma nroteinase.

Empregando~se o odo de Anson (17232Y), as condi-
coes de dosagem da atividade proteiﬂgsica da *S foram determi
nadas, usando-se a caseina como substrato, em tampan fosfato
0.05 ¥ pH 7.0, A maior auantidade de nrodutns TCA-soluveis e-
ra. obtida, quande a mistura enzima-substrato era incubada a
temperaturas entre 379C e 4520, por 91 minutos: nao se ohser-
vando alteracoes apreciaveis na auantidade de produtos anns
esse perindo. Uma estimativa do Km foi feita nessas condiches

encontrando~se um valor de 2.5 ma da caseina.

Essa atividade proteinasica da TS, era maior em nresenca de
EDTA e dos compostos sulfidrilicos "I e cisteina. Inibican to

tal dessa atividade era obtida, em presenca de concentracocs

=
. . , . P
1 m dos reagentes de gruparmentos tiois {Hg , iodoacetamida

s
acido iodoacetico, H-EMI, n-AFMA, p-ATMCY . havenda reversihi-
Tidade desse efeito inibitorio, com a adicio de 15 m da uC
excecao feita anuele, resultante do 3cide iode
dados suferiam que a proteinase era do fipo SH-dependente,

- A proteinase foi purificada 67 verzes

se a sequinte metodologia: 1) Precinitaczo a nH 4.5 com 20 %

de acetona a -20%C:; 2) Cromatoorafia de exclusan em  Sephadex
-200; 3) Cromatografia de afinidade em Sepharpse A0, Tiaado

covalentemente ao composto p-AFYA,

A fracao ohtida da precipitacao com 28N % do acetona a ~ 2000
(FS-p), concentrou 2/3 da atividade nrnteinasica da "% inici-

al, purificando-a cerca de 5 vezes. Ainda estavan presentes
2 outras atividades proteoliticas, responsaveis pela hidrali-
se dos substratos BANA e AFHE,

A filtracao da FS-p em Sephadex 7-210. narmitiy a identifica-

cao de pelo menos 3 atividades distintas, ase 0%

respectivos volumes de exclusan: TZ=zatividade sobra o RANE



p.m. ~ 140,000 daltons: Fl=satividade sobre AFNE, n.om. -55.000
daltons, e, atividade nroteinasice, n.m. ~ 60,000 daltnns.

A cromatografia de F3 em Sepharose~-"ercurial, resuliou na se-

paracao da atividade proteinasica Jdacnucela sohre p AFIT: T2-1=
atividade sobre AFIE, e Fl-2=atividade nroteinasica
- & nroteinase purificada, apresentoy anenas uma

handa de proteina, quando analisada nor eleiroforess on colu-

na de gel de poliacrilamida, sendo defect

tica, a sua acaoc caseinoelitica. A anzlise nor inuncelotrofor

0
o
§
T

se cruzada frente ac imunessorn anti-FS, resyltou no anareci-
mento de pele menos 3 sistemas oracisitantes, sendn up nrinci
nal mais forte, relacionado com a atividade nroteinzsica. Iru
noesletroforese cruzada, frente an imunessoro anti-F7.7 con-
firmou os dados anteriores referentes a impureza imunocuimica
da proteinase isclada, aparecendo & sisteras precinitantes
sendo apenas um deles, o principal, relacionado com a acan on
zimatica em estudo.

Eletroforese em coluna de gel de poliacrilamida contendn 605

e
permitiu a de

tecgaoc de 7 componentes: um deles do 55,000 dal

tons, associado a atividade caseinclitica: o o autrn, - £.,000

daltons, sem esta propriedade, nue aparacia om decorrencia da
acao prolongada do DTT

- A enzima purificada, mostra atividade a nt 4.0

guando testada com a caseina. Ouando festada com » hemoolionbi

na bovina, embora tenha-se observado uma anreciavel
nH 6.6, o otimo de atividade se situava em tornn do nb 3.0,

teoiises, tanto da caseina, nuanto da hemoolohina bovi-

T u
(53]
]
3
o)
i

na a ol 6.0; ou da hemoalebina bovina em nil 2.0, faram daual-
mente inibidas ou ativadas peiocs mesmes efotnres, sunerindn

uma unica enzima.
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