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INTRODUCRO

A protedlise dos antigenos tem sido utilizada co
mo um método geral para estudar a heterogeneidade dos anti
corpos anti-proteina e os diferentes grupamentos quimicos
que determinam a especificidade das interacdes antigeno-
anticorpo.

Dentre as diversas enzimas proteoliticas utiliza
das, a catepsina D isolada do bago de coelho tem sido lar-
gamente empregada nesse estudo imunoguimico. Responsavel
por 75% da atividade proteolitica desse Orgdo (PRESS et al.
1960), a catepsina D € uma endopeptidase ativa em meio aci
do, presente nas células fagocitdrias (STEFANOVIC et al.,
1962), estando localizada nos lisossomos secundarios des-
sas ceélulas (JACQUES, 1969). Estes fatos sugerem que esta
enzima esteja envelvida no metabolismo de antigenos protedi
cos.

A especificidade bioquimica da catepsina D, iso-
lada do bago de diferentes animais, foi estudada por RAN-
GEL e LAPRESLE (1966) utilizando a cadeia B da insulina co
mo substrato. Os resultados indicam que essas catepsinas /
diferem entre si.

Por outrc lado, o estudo comparativo dos produtos
de degradacgao da molécula de SOro-Albumina Humana (SAH) ob
tidos pela acdo de diferentes enzimas protecliticas ( LA-
PRESLE, 1959) mostrou que das enzimas estudadas, a catepsi
na D era a mais apropriada para a investigacao da estrutu-
ra antigénica desta proteina.

Utilizando a catepsina D como instrumento de tra
balho para a investigacio da estrutura antigénica da SAH

LAPRESLE (1955) pode verificar que esta proteina tem mil -
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tiplos determinantes antigenicos. Desses digestos foi pos-
sivel isolar um fragmento incapaz de precipitar com varios
imune-soros anti-SAH, mas dotado de atividade inibitoria /
para © Sistema precipitante SAH versus anti-SAH. Este pro-
duto, denominado de "inibidor"™ I-{(H), foi cindido pela tri
psina, resultando num pequeno fragmento "F1'" (LAPRESLE and
WEBB, 1965), que portava um determinante antigenico. Essas
evidéncias reforgaram os conceitos basicos de determinan-
tes antigenicos e da sua multiplicidade numa mesma molécu-
la de antigeno proteico.

0 estudo comparativo entre as Soro-Albuminas Hu-
mana, Bovina e Equina evidenciou a existencia de um motivo
antigenico comum as trés albuminas (RANGEL, 1967). Esse mo
tivo antigénico comum € constituido por varios determinan-
tes antigeénicos, e 08 anticorpos capazes de reagir com es-
ses determinantes sZo mais avidos pelo antigeno homdlogo /
que pelo antigeno heterSlogo (RANGEL, 1965). Esses  dados
sugerem que as estruturas envolvidas nessas reacgdes cruza-
das sAo apenas semelhantes mas nao idénticas entre si, fa-
vorecendo a hipOtese de LANDSTEINER & VAN DER SHEER (1940)
segundo a qual os determinantes envolvidos nas reagoes cru
zadas nao sao identicos mas apenas estruturalmente simila-
res.

A Soro-Albumina Bovina, é uma proteina globular
constituida por uma (nica cadeia polipeptidica; contendo
cerca de 17 pontes dissulfeto; com um coeficiente de sedi-
mentacdo 4.41s; de pesc molecular em torno de 67.000 (PUT-
NAM, 1965). A protedlise desta albumina com quimiotripsina
permitiu a PORTER (1857} isolar um fragmento de peso mole-
cular 12.000 sendo descrita a sua composigdo de aminocdci-
dos. Os digestos pepsinicos da SAB (PETERS, 1964) fornece-

ram 2 peptideos que fOram obtidos por variadas precipita-




¢bes do digesto com acido tricloracético a diferentes con-
centragoes.

WEBER e YOUNG ({1964), de posse das informagdes /
descritas por PORTER (1957 e PETERS (31964}, degradaram a
SAB com a pepsina em condig¢des controladas de digestao.
Os autores tinham por base opressupostode gue na digestao
enzimatica realizada nessas condicdes, as partes globula-
res da molécula de albumina seriam provavelmente separadas
por repulsdo eletrostatica, ficando as ligagdes peptidicas
flexiveis, especificamente susceptiveis 3 agic da protea-
se. Destes experimentos foram obtidas duas fracces de dife
rentes pesos moleculares e diferente composicido de aminoi-
cidos, o que permitiu avancar a hipdotese de que na molécu~
la original da SAB um segmento globular de peso molecula r
30.000 estaria unido por ligagdes peptidicas com 2 ou mais
segmentos de pesos moleculares 13.000. Esses e outros da-
dos tem proporcionado um estudo vasto desta albumina do
ponto de vista imunoquimico.

Nao se tem informagles sobre a importdncia da de
gradagao intra-celular do antigenc proteico no mecanismo /
da produ¢do de anticorpos. A participacdo na resposta imu-
ne de fragmentos que aparecem ao curso da digestdo enzima-
tica de antigenos proteicos, foi alvo de discussio durante
muitos anos. CAMPBELL and GARVEY (1958) emitiram a hipéte-
se de que estes fragmentos poderiam conter determinantes /
antigenicos que n3o estariam na superficie da molécula na-
tiva, mas que seriam expostos por ocasido do processamento
do antigeno "in vive". Contudo, a possivel presenca de an-
ticorpos em soros preparades contra proteinas degradadas
que nao eram encontrados nos soros preparados contra a pro
teina nativa, fol considerada como um artefato da digestao
realizada "in vitro" (LAPRESLE et al., 1959).




A presenga desses determinantes internos tem si-
do sugerida por alguns autores. Utilizando esquemas especi
ais de imunizacao, ISHIZAKA et al,, (1959}, obteve SOTOS
anti-SAB que apds serem absorvidos com a SAB nativa, deram
ring-tests positivos com os digestos pepsinicos da SAB. Re
oxidagdes moleculares expontaneas da SAB reduzida total ou
parcialmente, promoveram o aparecimento de monOmeros termo
dinamicamente estaveis gue diferiram significativamente da
conformagdo do monomero de albumina nativa, possuindo in-
clusive maior reatividade antigeénica (PETERS and GOETZL,
1959} . Anticorpos naturais HR (homoreativos) foram demons-
trados por RICHIE and MANDY, (1970), que reagiam especifica
mente com determinantes internos da IgG autdloga ou homdlo
ga, presentes nos fragmentos obtidos da degradacao enzima-
tica.

A possibilidade da participacdo da catepsina D
no catabolismo dos antigenos proteicos tem side discutida
(LAPRESLE and WEBB, 1960). Contudo nac existem dados que /
comprovem que esta enzima desempenha um papel importante /
neste catabolismo, ou na resposta imuncldgica a esses anti
genos.

O presente trabalho foi realizado com o objetive
de obter informagbes sobre a atividade proteolitica da ca-
tepsina D frente & SOro-Albumina Bovina, através o estudo
imunoquimico dos digestos, visando sobretudo detectar a
presenca nos soros anti-SAB de anticorpos contra determi -

nantes internos possivelmente existentes nesse antigeno.




MATERIAL E METODOS

ANTIGENOS: As Soro-Albuminas Humana e Bovina (SAH, SAB) /
cristalinas, foram obtidas da "Pentex'" Kankakee Illincis
Inc. A Soro-Albumina Equina (SAE} foi cristalizada a par-
tir de soro de cavalos normais, pelo método de ADAIR e
ROBINSON, conforme instrugoes fornecidas por KABAT &G
MAYER (1958).

ENZIMAS: A catepsina D foi purificada a partir do pd acetd

nico de bac¢os de coelhos por precipitacdo a baixa tempera-
tura, através o uso de solventes apolares (TOLEDO et al.,
1972} e posterior cromatografia em DEAE-Celulose ( DAWOOD,
1973) . As preparagOes utilizadas nestes experimentos conti
nham 100 U/mg de proteina.

A Pepsina cristalina foi adquirida da Worthington Biochemi
cal Corp.

IMUNE~SOROS: Os imune-soros anti-SAB, anti-SAE, anti- SAH,
anti-Fl, anti-FZ e anti-F3, foram preparados em coelhos em

pregando-se ¢ esquema de imunizagido descrito por RANGEL
(1965) para a obtencao dos soros anti-SAB - duas injecOes
de 5,0 mg do antigeno em 1 ml de adjuvante incompleto de
FREUND, foram feitas num intervalo de 15 dias: a primeira/
dividida em duas porgoes foram aplicadas nos ganglios po-
pliteais; a segunda foi aplicada no dorso. Apds 15 dias da
segunda inoculag¢ao, injegoOes intravenosas de 2,5 mg dos an
tigenos precipitados pelo alume de potdssio foram feitas em
dias alternados durante 15 dias. Os animais foram sangra-
dos apds 1 semana da 0ltima inoculagdo intravenosa.

Qutros coelhos foram imunizados para a obtencdo de SOTO




anti-SAB, seguindo-se o esquema de ISHIZAKA (1959) - Inje-
coes de 10 mg/ml de SAB , dissolvida em 1 ml de salina fi-
sioldogica por via intravenosa, feitas durante 8 semanas em

dias alternados. ApGs 7 dias da Gltima inoculagdo, os coe-

lhos foram sangrados.

DIGESTAC DA SAB: Partidas de 2 gramas de SAB dissolvidas
em 100 ml de salina fisioldgica foram misturadas a 500 U /

de catepsina D. A mistura foi ajustada aoc pH 3.5 e submeti

da a temperatura de 45°C durante 1 hora.
A digestao da SAB pela pepsina foi realizada de acordo com
as instrugoes descritas por ISHIZAKA (1959).

OBTENCAC DO FRAGMENTO "INIBIDOR" I-(H): O fragmento "inibi
dor”™ I-(H) foi obtido a partir dos digestos da SAH pela ca
tepsina D, seguindo-se as instrucles fornecidas por LAPRES
LE et WEBB (1960G).

PREPARACAO DA FRACAC I-(B): Esta fracio foi obtida da SAB
digerida pela catepsina D, cromatografada em DEAE-Celulose

de acordo com as informag¢des descritas por RANGEL (1970).

CROMATOGRAFIA EM DEAE-CELULOSE: As cromatografias em DEAE-

Celulose foram realizadas de acordo com as instrugbes for-

necidas por SOBER et al., (1956). Os tampdes usados nessas
cromatografias, consistiam de solugles de fosfatos prima-
rio e secunddrio de potassio, nas proporcdes exigidas para
a cbtencao do pH e forga ifnica requerida pela experiéncia.

DOSAGEM DE PROTEINAS: O teor de proteinas foi determina-
do pelo reativo do biureto segundo WEICHSELBAUM (1945) e/

ou pela absorbancia nos comprimentos de onda de 280 nm e




220 nm de um espectrofotometyo Zeiss PMQ I1I, utilizando ~

se cubas de guartzo com 1 cm de caminho Gtico.

ANALISE ELETROFORETICA: O ensaio eletgsforético foi reali
zado de acordo com as instrucdes de GRABAR e WILLIAMS /

{(1955), nas seguintes condigoes: gelose a 1% em tampaoc ve-

ronal 0,05 M pH 8.4 distribuida em laminas de vidro de 7,5
x 2,5 cm, resultando numa espessura de 3 mm. Fol utilizada

uma diferenca de potencial de 10 volts/cm durante 1 hora.

PRECIPITACAC EM MEIO LIQUIDO: Foi empregado o método de
HEIDELBERGER e KENDALL (1935}, segundc instrucgoes forneci-
das por KABAT § MAYER (1968). A quantidade de proteinas [/

dos precipitados foi determinada pela técnica espectrofoto

métrica utilizande o veagente do biureto.

PRECIPITACAC EM MEIO GELIFICADO: As técnicas de imunodi
fusdo foram realizadas em gel de agar a 1% em meio salino/
isotonico de pH 7.2-7.3 segundo OUCHTERLONY (1958). As imu
noeletroforeses foram realizadas conforme as indicacles de
GRABAR e BURTIN (1964) e empregando-se a microtécnica des-
crita por SCHEIDGER (1955) em placas de vidro 7,5 x 2,5 cm

contendo uma camada de 3 mm de gel de agar a 1% em tampao/

veronal 0,05 M pH 8.4, gradiente de potencial 10 volts /cm

durante 1 hora.

REACAO DE HEMAGLUTINACAQ PASSIVA E INIBICAO DA HEMA-

GLUTINACAQO: Na reagao de hemaglutinacdo passiva, hemdcias/

de carneiro taninizadas segundo BOYDEN (1951), foram sensi
bilizadas com antigenos de acordo com as instrugdes de BOR
DUAS e GRABAR (1953) com sclugOes das amostras numa CoOncen

tracao de 100 ug de proteina paras cada mililitro de uma



suspensao de hemidcias a 2,5%. Porcdes de 0,05 ml dessas he
macias ervam misturadas a 0,5 ml dos imune-soros diluidos e
incubadas a temperatura ambiente. A leitura era feita apds
2 e 24 horas.

A reagao de inibigdo da hemaglutinacg8o foi feita, utilizan
do-se titulagOes em bloco ond¢ diferentes diluigdes dos i-
mune-soros eram tratadas frente a diferentes concentragoes

do inibidor. Estes inibidores dissclvidos em 0,2 ml de sa-

i

lina fisioldgica, foram adicionados a 0,2 ml das diferen
tes diluigoOes dos imune-soros, e a mistura foi incubada a
temperatura ambiente durante 1 hora. ApOs esse tempo, hemi
cias sensibilizadas com o antigeno foram adicionadas. A lei
tura foi feita apds 2 e 24 horas Jde incubagio a temperatu-

ra ambiente.




RESULTADOS

1 -~ Determinacao das Condigdes Otimas de Digestido

Porgoes de 2 gramas de SAB dissolvidas em 100 ml
de salina fisioldgica foram misturadas a 500 U de catepsi-
na D. A mistura foli ajustada a pH 3.5 e submetida a dife-
rentes temperaturas por periodos variados de tempo com 0
fito de se determinar as condigdes Otimas de digestdo.
Apés o periodo de incubacao, o digesto foi fracionado ajus
tando-se o pH da mistura a pH 4.5. Nessas condigoes formou
se um precipitado (fragao Fl) que foi separado do sobrena-
dante (fragao F2) por centrifugacao.

A fragao Fl foi redissolvida em salina fisioldgica e ajus-
tada a pH 7.0 completando-se o volume para 30 ml.

A fragao F2 ajustada a pH 7.0 foi concentrada pelo proces-
so da ultrafiltragac, utilizando-se membranas 'Diaflo” PM
10 (Amicon), de modo a reduzir seu volume a 1/5 do origi-
nal. Desse tratamento resultou uma fragdo retida na membra
na filtrante (fragao F2-C) e uma fragdo ultrafiltrada (fra
cao F3).

0 rendimento em teor proteico das fracgdes obti -
das na digestdo realizada a 45°C foi praticamente invarii-
vel, tanto para a fragao F1l como para a fragao F2-C. Toda-
via a fragdo F3 sofreu variagOes dependentes do tempo de
incubacao (tabela 1).

A analise das fracdes obtidas, por imunodifusao,
eletroforese e imunoeletroforese demonstram que essas fra-
¢oes contem diferentes numeros de componentes com Varios
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sistemas precipitantes {figuras 1, 2, 3}.

Tabela 1 - Rendimento em teor de proteinas das fragbes do digesto de
SAB pela catepsina D, obtidas nas diferentes condigdes.

Tratamento Fracoes
(mg prot./ml)

FL  F-C 73

37¢C, 8 horas 7.5 75,0 4,6
45°C, 1 hora 11,3 47,0 1,2
45°C, 2 horas 12,0 51,0 1,5
45°C, 4 horas 11.0 51,0 2,1
45%C, 8 horas 13,3 45 .0 1,8

Figura 1 - Analise por imunodifusho das fraces F1, F2 e F3 (500 ug/ml
de proteina)j obtidas do digesto de SAB realizado a 45°C du-
-rante 1 hora, frente ao imune-soro anti-SAB (SN). DT = Di-
gesto Total.
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Figura 2 - Andlise eletroforética das diversas fracoes obtidas a par
tir dos digestos da SAB pela catepsina D. Para comparacio ,
foram incluidas amostras do fragmento I-(H) e da SAB.

S ) . (+)

Figura 3 - Andlise immoeletroforética das fragdes F1, F2 ¢ F3 compara
das com a SAB, frente ao imune-soro SN (anti-SAB).
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Na figurs 4 acha-se representada uma andlise ele
troforética comparativa das diversas fragoces F3 originadas
das variadas condigoes de digestdo da SAB pela catepsina D.
Pode-se verificar naquela figura, que a fragdo F3 obtida /
da digestao realizada a 45°C durante 1 hora, apresenta /
um componente principal em maior concentragioc, situado no
ponto de aplicagao; e varios outros componentes em baixa
concentracao. Pode-se verificar tambem que a concentraga o
do componente principal decresce engquantc a dos outros au-
menta , a medida que o tempo de digestdoc aumenta.

F3, 8 horas 45°C

F3, 4 horas 45°C

F3, 2 horas 459C
F3, 1 hora 45°C
F3, 8 horas 45°C

I-(H)

Figura 4 - Analise eletroforética comparativa das fragdes F3 obtidas /
nas diferentes condigtes de digestdo. Para comparacdo foram
incluidas amostras do fragmento I-(H) e da SAB.
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As fragoes F3 obtidas das variadas condicoes de
digestao, nao precipitaram frente acs imune-soros anti-SAB,
Contudo foram capazes de inibir a reac¢do de hemaglutinacio
passiva do sistema anti~SAB x i-(B) (tabela 2).

Tabela 2 - Inibigao da reagdo de hemaglutinacdo do sistema anti-SAB x
I-(B) pela fracac F3 obtida da digesto da SAB pela catepsi
na D, realizada a 45°C durante 1 hora.

Inibidor Dose Diluicbes do soro a 1: Contrdles
(ug) 560 1000 2000 4000 8000 16000 32000 C-1 C-2 C-3

200 - - - - - - - - - -

100

I-(B) 50
25

12

+ f+ 1
|
1
i
i
t
E
I
i
C

+*
L

200 - - - - - - - L - .
100

22
i
¥y
o

+ j+ |+

+ |+
+ |+

25
12

+ |+

+
u}.
+
+
i+
i
]
P
i

C-1 = Hemacias taninizadas e sensibilizadas + salina
C-2

C-3

Hemacias taninizadas nio sensibilizadas + soro diluido a 1:500

it

Hemacias + soro diluido a 1:500

i
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Ademais as fracoOes F3 foram capazes de sensibili
zar hemacias taninizadas. Essas hemiacias sensibilizadas /
testadas com imune-soros anti-SAB, anti-SAE ou anti-SAH, e
xibiram reac¢des positivas nos testes de hemaglutinacio pas

siva (tabela 3).

Tabela 3 - Reagao de hemaglutinacio passiva com hemicias taninizadas e
sensibilizadas com 100 ug da fracdo F3 obtida da digestdo /
de SAB realizada a 45%C durante 1 hora, frente aos imune-so
ros anti-SAB, anti-SAE e anti-SAH.

*

Soros DiluigOes dos soros a 1: Controles
106G 5006 1000 2000 4000 8000 16000 C-1 C-2 C-3

anti-SAB + + + + + + + - -
antpéﬁg + + + i - - - - - -
anti@%ﬁ + o+ + - - - - - - -

Hemacias taninizadas e sensibilizadas + salina

1}

*
C-1
c-2
C-3 = Hemacias + soro diluido a 1:100

Hemicias taninizadas nfo sensibilizadas + soro diluido a 1:100

H

Tendo em vista que a fragao F3 obtida a  partir
da digestao de SAB pela catepsina D realizada a 45°C duran
te 1 hora pareceu menos complexa, essas condigdes foram fi
xadas como condigdes padrdes para a digestdo da SAB e ob-
tengao das diversas fragdes.




2 - Fracionamento do Digesto

Visando-se obter em larga escala as diversas fra
¢oes do digesto, vdrias partidas de 2 gramas de SAB foram
digeridas nas condic¢des padronizadas e fracionadas como an
teriormente indicado. A representagio média do rendimen t o
das diversas fragdes esta exposto na tabela 4.

Tabela 4 - Resultado do fracionamento do digesto da SAB obtido nas
condigoes padronizadas de digestdo. Cdlculos realizados pa
ra 1 grama de proteina.

Fragoes Volume Proteina
(m1) (mg/ml)
SAB 50 20,0
Fl1 15 16,0
F2 48 14,0
F2-C 8 75,0
F3 40 1.8

2.1 - Fragao F1l

A fragao Fl que representa 25% do digesto total,
constitui um componente aparentemente homogdneo quando e-
xaminado por eletroforese (figura 2).

Essa fracao, obtida de diferentes partidas, foi
utilizada para imunizar coelhos seguindo-se o esquema de
imunizagdo descrito por RANGEL (1965).
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Experiencias de imunodifusdoc foram realizadas u-
tilizando-se estes soros anti-Fl e mais outros 16 soros /
anti-SAB dos quais 10 foram obtidos segundo o esquema de
RANGEL (1965) e 6 foram obtidos segundo o esquema de ISHI
ZAKA (1959).

Os dados obtidos por imunoceletroforese (figura
3), mostram um componente principal com mobilidade ligei-
ramente anddica e outro componente, antigenicamente rela-
cionado com o principal.

Por imunodifusao (figura 5), observa-se a pre-
senga de varias faixas de precipitagdo, formando aparente
mente um continuo de sistemas interrelacionados. Em todas
as experiencias realizadas, mesmo quando os soros anti-F1l
eram utilizados, observou-se sempre uma reagao mais inten
sa com a SAB do que com o Fl.

Em concordidncia com esses dados, as curvas de
precipitagao (figura 6) e tabelas 5 e 6 ndo revelam dife-
rengas significativas na quantificacido dos dois sistemas.

Os soros anti~SAB e anti-Fl quando absorvidos
com a SAB ou Fl nao reagiam mais com um ou outro antigeno.
Esses soros absorvidos foram igualmente testados com a
SAB degradada pela pepsina (ISHIZAKA, 1959). Nenhuma rea-
cao de precipitagdo foi observada nessas condigdes.
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Figura 5 - Imunodifusao comparativa entre a fragac Fl e SAB (500 ug /
ml de proteina) frente acs soros Si (anti-F1} e SN (anti -
SAB).
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Tabela 5 - Dados quantitativos da precipitacdo especifica no sistema
Fl x anti-Fl. Adi¢do de doses crescentes de F1 a 1 ml do s3

ro. Valores expressos em mg.

Ag Precipitado Ac Teste dos
(Ag + Ac) Sobrenadantes ¢/

Fl anti-F1 SAB

0,025 1,00 0,925 + - +
0,05 1,50 1,45 + - +
0,10 2,50 2,40 + - +
0,15 3,00 2,85 + - +
0,20 3,50 3,30 + - +
0,25 3,75 3,50 + - *
0,30 4,00 3,70 - - -
0,40 4,40 4,00 - - -
0,50 4,40 - - + -
0,80 3,50 - - + -
1,00 3,00 - - + -

Tabela 6 - Dados quantitativos da precipitacd@o especifica no sistem a
SAB x anti-Fl. Adigao de doses crescentes de SAB a 1 ml de
s0ro. Valores expressos em mg.

Ag Precipitado Ac Teste dos
(Ag + Ac) Sobrenadantes ¢/

SAB anti-Fl Fl

0,025 1,25 1,225 + - +
0,05 2,00 1,95 * - ¥
0,10 2,75 2,65 + - +
0,15 3,50 3,35 + - +
0,20 4,00 3,80 + - *
0,25 4,50 4,25 + - +
0,30 4,30 4,00 - - -
0,40 4,25 - - - -
0,50 3,70 - - + -
0,80 3,00 - - + -
1,00 2,00 - - + -
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2.2 - Fracao F2

A fragao F2, representando cerca de 65% do di-
gesto total em teor de proteinas, foi analisada por ele-
troforese (figura 2) onde ficou demonstrado ser bem mais
heterogenea que a fracio Fl. Na imunoeletroforese foram
reveladas pelo menos quatro faixas de precipitacdo (figu-
Ta 3}.

Esta fragao foi utilizada para preparar  soros
anti-FZ em coelhos, seguindo~-se o mesmo esquema empregado
para a obtengao de soros anti-Fl. Conjuntamente com os SO
ros anti-SAB ja descritos, estes soros anti-F2 foram uti-
lizados para a anilise desta fragdo.

As experieéncias de imunodifus3o mostraram sem-
pre uma figura de identidade quando a fracio F2 foi compa
rada com a SAB frente aos diversos soros anti-F2 ou anti-
SAB. Embora aparecam vdarias faixas de precipitagdo a par-
tir de FZ2; e um constante interrelacionamento dessas fai-
xas com a faixa de precipitacao dada pela SAB, a intensi-
dade de reagao foi sempre acentuada quando qualquer dos
soros era testado com a SAB (figura 7).

Embora a analise por precipitacao quantitati va
demonstrada nas tabelas 7 e 8 e figura 8 de um soro anti-

F2 frente a SAB ou a FZ tenha comprovado a heterogeneida-
de da fracao F2, os experimentos de absorcio de soros an-
ti-SAB e anti-F2 com os respectivos antigenos, demonstra-
ram inexistirem anticorpos excedentes para reagirem com
um ou outro antigeno. Ademais nenhuma reagio de precipita
gao foi observada quando estes soros absorvidos foram i-
gualmente testados com a SAB degradada pela pepsina (ISHI
ZAKA, 1959}.
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Figura 7 - Imunodifusao comparativa entre a fracdo F2 e SAB (500 ug /
ml de proteina) frente aos soros 52 (anti-F2} e SN (anti ~
SAB) .
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Tabela 7 - Dados quantitativos da precipitag@o especifica no sistema
F2 x anti-F2. Adig3o de doses crescentes de F2 a 1 ml de sO_

ro. Valores expressos em mg.

Ag Precipitado Ac Teste dos
{Ag + Ac) Sobrenadantes ¢/

F2 anti-F2 SAB

0,05 2,00 1,95  + - +
0,10 2,50 2,40+ - +
0,20 4,00 3,80 o+ - +
0,40 6,00 5,60 + 0+ +
0,80 8,00 7,20 = « +
1,20 8,50 - - + =
1,60 6,00 - - + -
1,80 5,00 - - + -
2,00 3,50 - - * -
2,20 3,50 - - * -
2,40 3,00 - - * -

Tabela 8 ~ Dados quantitativos da precipitagio especifica no sistema
SAB x anti-F2. Adigao de doses crescentes de SAB a 1 ml de
s0ro. Valores expressos em mg.

Ag Precipitado Ac Teste dos
(Ag + Ac) Scbrenadantes c/

SAB anti-F2 F2

0,05 2,00 1,95 + - +
0,10 3,00 2,90 + - +
0,20 5,00 4,80 + - +
0.40 7,50 7,10 + ~ +
0,80 9,50 o - T
1,20 10,00 - - + -
1,60 9,00 - - + -
1,80 9,00 - - + -
2,00 8,70 - - + -
2,20 8,50 - - + -
2,40 8.20 - - + -
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2.2.1 - Fracionamento de F2

Tendo em vista a composigao heterogenea da fra-
¢ao [F2, contendo provavelmente pequenos fragmentos com a-
tividade imunoldgica, esta fracao foi analisada por croma
tografia em DEAE-Celulose, seguindo-se as informagdes des
critas por RANGEL (1970} para a obtengdoc de I-(B).

Uma amostra de 15 ml de uma solugado contendo a
fragao FZ numa concentragao proteica de 24 mg/ml foi cro-
matografada em uma coluna de DEAE-Celulose de dimensoes /
2,5 x 70 ¢m, equilibrada com tampao fosfato de potassio
0,005 M pH 8.0. Apés aplicagao da amostra, a coluna foi i
nicialmente lavada com o tampao de equilibrio regulando -
se o seu fluxo para 1 ml/min., sendo coletados 5 ml enm ca
da tubo. Apds o volume de 550 ml ter sido eluido, foi co-
nectada a coluna uma mistura de NaCl 0,5 M + KHZPO4 0,5 M.
A absorbancia dos eluatos foi medida nos comprimentos de
onda de 280 nm e 220 nm.

O perfil cromatografico (figura 9) mostra  que
no comprimento de onda 280 nm foram eluidas apenas duas /
sub-fragoes F2-1 e F2-I11,tendo sido detectada uma outra

sub-fragao F2-11 no comprimento de onda de 220 nm aparen-
temente portanto, isenta de tirosina e triptofano. As fra
¢oes F2-1 e F2-1I1 foram eluidas com o tampdo inicial, en-

quanto a fragao F2-III foi eluida na lavagem da coluna /

com a mistura de NaCl 0,5 M + KH2P04 0,5 M.
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Andlise das Sub-Fracdes de F2

Na tabela 9, estao os resultados da determi n a-
cao do teor de proteinas das sub-fracdes de F2 e o seu

percentual rendimento por cada grama de SAB digerida.

Tabela 9 - Determinagac do teor de proteinas das sub-fragtes F2-1 ,
F2-11 e F2-1I11, e o rendimento percentual por grama de

SAB digerida.
Fracao Volume Proteina Rendimento (%)
{ml) (mg/ml) por grama de
SAB digerida
F2 15 24,0 + 65,0
F2-1 6 12,0 7,2
F2-11 6 5,0 3,0
FZ2-111 6 87.0 52,2

Porcoes das sub-fragdes F2-1, F2-II e F2-I1II fo
ram dialisadas e utilizadas para analise eletroforética ;

testes de precipitacao e testes de inibic¢do da reagio de
hemaglutinagao passiva.

A eletroforese em gel de agar (figura 10), de-
monstra a existeéncia de alguns componentes das sub-fra -
¢oes F2-1 e F2-11 que apresentam mobilidades eletroforéti

cas comparaveis aquela de F3. A sub-fracdo F2-1II parece
ser constituida por componentes de mobilidades proximas a
da molécula de SAB.
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Figura 10 - Andlise eletroforética das sub-fragdes F2-1, F2-II e
F2-I11 (10 mg/ml de proteina). Para comparagao foram in-
cluidas amostras de F2, F2-C e SAB.

Nos testes de imunodifusdo em gel de dgar (figu
ra 11), apenas a sub-fragdc F2-1II precipitou frente aos
imune-soros anti-SAB. Com o imune-s3ro anti-F3, uma delga
da faixa de precipitacio € tambem observada com as sub-
fracoes F2-1 e F2-1I1,

Embora as sub-fragdes F2-I e F2-II nio tenham

precipitado frente aos imune-soros anti-SAB, foram capa-

zes de inibir a reagdo de hemaglutinacio passiva do siste
ma F3 x anti-SAB (tabela 10y,
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Figura 11 - Andlise por imunodifusdo das sub-fracBes F2-1, F2-II e
F2-111 (500 ug/ml de proteina), frente aos soros anti-SAR

¢ anti-F3.

Tabela 10~ Inibigao da reacdo de hemaglutinagio passiva do sistema F3
X anti-SAB, com 100 ug das sub-fracbes FZ-1 e F2-11.

*

Fragoes DiluicGes do soro anti-SAB a 1: Contrdles
100 500 1000 2000 4000 3000 16000 C-1 C~2 C-3

"Eé - e e e e wm e
Salina + o+ + + + + - - - -

C-1 = Hemacias taninizadas e sensibilizadas + szlina
C-2 = Hemacias taninizadas nfo sensibilizadas + soro diluido a 1:100
C-3 = Hemacias + sOro diluido z 1:100
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2.2.2 - Fracionamento de ¥2-C

Tendo em vista os resultados da analise das sub
fragoes F2-1 e F2-11, a fracao F2-C foi fracionada em con

dicdes identicas do fracionamento de F2 considerando-se a
hipdtese de que apenas uma pequena porgio désses pequenos
fragmentos imunologicamente ativos tenham sido ultrafil-
trados. Provavelmente por terem pesos moleculares em tor-
no do limite da seletividade da membrana "Diaflo" PM 10 u
tilizada.

Amostras de 30 ml de uma solugao contendo a fra
¢ao F2-C numa concentragdo proteica de 70 mg/ml foram cro
matografadas em coluna de DEAE-Celulose (2,5 x 80 cm) com
tampao fosfato de potassio 0,005 M pH 8.0, seguido de um
gradiente linear de forga idnica com tampdes fosfato de
potdassio 0,05 M e 0,5 M no mesmo pH.-Apds aplicacio de /
uma amostra, a coluna era lavada com tampao de equilibrio
até eluig¢do convencionada para a obtencio de I-(B) (RAN -
GEL, 1970). No volume de 575 ml ja eluido, era acoplado &
coluna ¢ gradiente mencionado, inicialmente com o tampao
fosfato 0,05 M, lavando-se a coluna com 300 ml. Apds elui
¢do de 850 ml, era ligado o outro tampio fosfato 0,5 M no
mesmo pH, o que permitia eluir o restante de material pro
teico que ainda estava retido na coluna. O fluxo de elui-
gao era controlado para 1 ml/min., coletando-se amostras
de 5 ml por tubo.

Como estd demonstrado no perfil cromatogrifico
da figura 12, na lavagem da coluna onde fora aplicada a
amostra de F2-C com o tampdo de equilibrio, foram eluidas
as sub-fragoes a, b, ¢, d, e e que sdo comparidveis com as
sub-fragoes F2-1 e F2-1I eluidas nas mesmas condicdes.Por

acoplamento do gradiente linear de forga ionica com tam-
poes fosfato de potassio no mesmo pH, foram eluidas as
sub-fracoes f e g.
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Analise das Sub-Fracoes de F2-C

Na tabela 1l estao os resultados da determinagao
do teor de proteinas nas sub-fracoes a - g, e o rendimen-
to percentual por grama de SAB digerida.

Tabela 11- Resultado da determinagzo do teor de proteinas nas  sub -
fracoes a, b, ¢, d, e, £, e g, e o rendimento percentua 1

por grama de SAB digerida.

Fragao Volume Proteina Rendimento (%)

(ml) (mg/ml) por grama de

SAB digerida
k2 48 14,5 + 65,00
F3 40 1.8 7,20
E2-C 8 75,0 60,00
a 5 2,2 1,10
b 5 2,7 1,35
< 1 2,1 0,21
d 5 6.4 3,20
e S 2,6 1,29
£ 5 5,7 2,85
g 5 84,0 42,00

A eletroforese em gel de agar das sub-fragdes /
de F2-C a - g (figura 13), demonstra a existéncia de com
ponentes nessas sub-fragoes com mobilidades comparaves a
da fragao F3.

UNicamp
BIBLIOTECA CENTRAL
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Figura 13 - Analise eletrofortica das sub-fragbes a, b, c, d, e, £ ,

e g obtidas do fracionamento de F2-C (10 mg/ml de protei-

na) . Para comparagao foram incluidas amostras de F2-C e
de F3.
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Nos testes de precipitagao por imunodifusio em
gel de agar, apenas a sub-fracao g foi capaz de precipi -
tar frente aos imune-soros anti-SAB. Embora as sub-fra-
¢oes a ~ f nao tenham precipitado, elas foram capazes de
inibir a reagao de hemaglutinacao passiva do sistema F3 x
anti-SAB (tabela 12).

Tabela 12- Inibicao da reagao de hemaglutinacdo passiva do sistema /
F3 x anti-SAB com 100 ug/ml das sub-fragdes a, b, ¢, d, e,
e £, obtidas do fracionamento de F2-C. Uma inibigio conmpa

rativa foi feita com a fragao F3.

*
Inibidor Diluigoes do soro anti-SAB a 1: Controles
100 500 1000 2000 4000 8000 16000 C-1 C-2 C-3

i 1o jor m 'm

[¥5]
H
I
1
i
|
]
]
H
!
'

[H

C-1 = HemAcias taninizadas e sensibilizadas + salina
C-2

c-3

Hemacias taninizadas nao sensibilizadas + soro diluido a 1:100

il

H

Hemacias + soro diluido a 1:100
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2.3 - Fracao F3

A fracao F3 obtida da concentragao de F2 pelo
processo de ultrafiltragao, representou 5 - 7% do digesto
total. Considerando a seletividade da membrana "Diaflo"
PM 10, o peso molecular dos seus componentes foi estimado
em 5.000 - 11.000.

Embora nao tenha precipitado com os imune-soros
anti-SAB, a atividade imunoldgica desta fracdo fol demons
trada através da capacidade de inibir a reacdo de hemaglu
tinagao passiva do sistema I-(B) x anti-SAB.

Uma outra propriedade da fracao F3 foi a de sen
sibilizar hemacias taninizadas que eram aglutinaveis pe-
los soros anti-SAB, anti-SAE ou anti-SAH.

A fragao F3 obtida de diferentes partidas da
SAB digerida nas condigoes padronizadas, foi utilizada pa
ra imunizar coelhos seguindo-se o mesmo esquema descri to
para preparar os soros anti-Fl e anti-F2. Desta imuniza-
¢do foi obtido um soro anti-F3 que continha anticorpos
precipitantes para esta fracao, demonstrando a sua capaci
dade de induzir a formacao de anticorpos, isto €, sua natu
reza imunogenica.

Este soro anti-F3 comp demonstram os testes de
imunodifusao (figura 14), precipitou com a fragdo F3 guan
do comparada com a SAB ou com as fragoes Fl ou F2 sem de-
limitar linhas de precipitagao que caracterizassem uma i-
dentidade parcial, propria 4 proposicdo da existéncia de

determinantes internos.



Figura 14 - Anidlise por imunodifusioc da fragdo F3 comparada com a SAB,

DT (Digesto Totally, Fl ou FZ, (500 ug/ml de proteina), /
frente aos soros SN (anti-SAB} e 53 (anti-F3}.
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2.3.1 - Dialise Controlada da Fracao F3

Com o objetivo de esclarecer se os fragmentos /

constituintes da fracao F3, responsaveis pela atividade i
munologica eram dialisaveis ou ndo, foi realizado o se-
guinte experimento:
100 mg em teor proteico da fragao F3 foram dissolvidos em
10 ml de agua deionizada, e acondicionados em um sace de
dialise que fOra extensivamente lavado. Utilizando-se um
volume de 50 ml de agua deionizada num baldo, o saco con-
tendo a amostra foi mergulhado no balao e deixado na gela
deira com agitagao magnética durante 2 horas. Medidas de
pH, condutividade, e absorbancia nos comprimentos de onda
de 280 nm e 220 nm, foram feitas com esta agua utilizada
antes ¢ apds o tempo de dialise.

Na tabela l3, estao os dados referentes a esse
controle antes e apds didlise, incluindo-se uma dosagem /
de proteinas pelo reativo do biureto. Pelos dados apresen
tacos, podemos verificar uma perda quase insignificante /
da fracgao F3 com esse tratamento, ao redor de 1/10 da
amostra analisada.

Tabela 13 - Resultados da dialise controlada da fracdo F3.

Volume Proteina pH  Condutividade  Absorbancia
1

(ml)  (mg/ml) Koms/cm?/0,89 cm™ L 280mm 220nm
Agua antes
da dialise Y 0.0 700,00 0,00 0,00
Agua apls 50 0,2 000,12 0.14 1,70

dialise
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A atividade imunologica da fragdo F3 antes e
apos dialise foi analisada através da sua capacidade de i
nibir a reacao de hemaglutinagdo passiva do sistema I-(B)
x anti~SAB (tabela 14). Na tabela 15, esta demonstrada a
propriedade dessa fracao de sensibilizar hemacias tanini-
zadas, usando-se uma soluc¢ao contendo 100 ug/ml de F3 emn
teor proteico para cada mililitro da suspensao de hemaci-
as de carneiro a 2,5%. Essas hemdcias sensibilizadas conm
F3 foram aglutinadas com o5 soros anti-SAB, anti-SAE e
anti-SAH.

Tabela 14 - Resultado da inibigao da reagdo de hemaglutinagido do sis
tema I-(B) x anti-SAB com 100 ug da fragao F3 antes e

apos dialise.

*
Inibidor Dose Diluigoes do soro anti-SAB a 1: Controles
(ug) 100 500 1000 2000 4000 8000 16000 C-1 C-2 C-3

100 - - - - - - - - - -
I_ B) 58 i — - — - - - - - -
F3_ 100 - - - - - - - - - -
s/dialise 50 + - - - - - - - - .
F3 100 - e - - - .. - - .
dialisada 50 t - - - - - - - - -
Salina 0,15 M + o+ + - + + - - - -
w
C-1 = Hemacias taninizadas e sensibilizadas + salina
(-2 = Hemdcias taninizadas nfo sensibilizadas + soro diluido a 1:100
(-3 = Hemacias + soro diluido a 1:100
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Tabela 1 5~ Reacdo de hemaglutinagio passiva com hemicias taninizadas
e sensibilizadas com 100 ug da fragdo F3 antes e ap0s dia-

lise controlada, frente aos soros anti-SAB, anti-SAE e an-

ti~-SAH. - O resultado foi identico para ambos experimen -
tos.
R . *
Soros Diluicoes dos soros a 1: Controles

100 500 1000 2000 4000 8000 16000 C~1 C~2 C-3

auti-SAB + * + + + - - - -
anti-SAE + + + + - - - - - —
anti~SAH + + + - - - - - - -
* - n " - - - " -
-1 = Hemaclias taninizadas e sensibilizadas + salina
(-2 = Hemdcias taninizadas nio sensibilizadas + soro diluido a 1:100
C-3 = HemAcias + soro diluido a 1:100
2.%.72 - Fracionamento de F3

A fracao F3 fol submetida a um fracionamento em
coluna de DEAE-Celulose (2,5 x 70 cm) equilibrada com so-
lugao de fosfato dipotdssico 0,005 M pH 8.4.

Uma amostra de 15 ml de uma solugao contendo a
fragao F3 dialisada, numa concentragdo proteica de 12 mg/
ml, foi aplicada e a coluna foi lavada com a solugao de
fosfato dipototassico 0,005 M pH 8.4, regulando-se ¢ flu-
x0 desta para eluir um volume de 1 ml/min. Foram coleta =

das amostras de 5 ml por tubo.
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Apos a eluigao de 300 ml, foi acoplado a coluna
um gradiente linear com tampdo fosfato de potassio de mes
ma forga ionica, mas no pH 8.0. Eluido um volume total de
675 ml, conectou-se a coluna uma solucgdo da mistura de
NaCl 0,5 M + KHZPO4 0,5 M.

Como mostra o perfil cromatografico da figura
15, duas sub-fragbes de F3 foram eluidas pela lavagem da
coluna com a solucdo inicial de fosfato dipotassico 0,005

M pH 8.4, denominadas respectivamente de F3-1 e F3-I1. A

lavagem da coluna com a solugao contendo a mistura de
NaCl 0,5 M + KH,PO, 0,5 M permitiu a eluicao de uma outra
sub~fracao, F3-11I.
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Figura 15 - Cromatografia da fragao F3 em coluna de DEAE-Celulose.
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Analise das Sub-Fracoes de F3

As treés sub-fragdes de F3 foram concentradas /
por liofilizagao, e amostras destas foram dialisadas e u-
tilizadas para testes de eletroforese; precipitacgao em
gel de agar; inibigao da reacao de hemaglutinacdo passiva
dos sistemas F3 x anti-SAB, F3 x anti-SAE e F3 x anti-SAH;
e da propriedade de sensibilizarem hemdcias taninizadas.

Na tabela 16 acha-se representada a dosagem de
proteinas das sub-fragoes de F3 e o rendimento percentual
de cada uma. E perceptivel a predominancia das  sub-fra-
¢oes F3-11 e F3-II1 sobre a F3-1. A sub-fragdo F3-II como

mostrou o perfil cromatografico, nao absorveu no compri -
mento de onda de 280 nm, mas sim no de 220 nm, sendo pro-

vavelmente isenta de tirosina e triptofano.

Tabela 16 - Determinacao do teor de proteina nas diversas sub-fragoes
de F3, e o rendimento percentual em relacao a amostra de
F3 fracionada.

Fracoes Volume Proteina Rendimento
(ml) (mg/ml} (%)

F3 15 12 100

F3-1 6 3 10

F3-11 6 5 20

F3-111 6 5 20
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Na analise por imunodifusao das sub-fracdes /

F3-1, F3-11 e F3-111 frente so imune-soro anti-F3, ape-

nas a sub-fragao F3-111 deu reacido de precipitagdo (figu-
ra 16;} .

Figura 16 - Analise por imunodifusac das sub~fracoes F3-1, F3-1I e
F3-111 (500 ug/ml de proteina), frente ac imme-sor, S3
(anti-F3).

IOTECA CENTRAY
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Testes de inibicao da reacgdo de hemaglutinacgao
passiva utilizando-se hemacias semsibilizadas com a fragao
F3 versus anti-SAB, anti-SAE, foram realizados com as sub-

fracoes FE3-1, F3-11 e F3~1II1, em quantidades comparaveis /

de F3 e inibidor. Como mostram os resultados désses testes
{tabelas 17, 18 e 19), apenas com a sub-fragao F3-1II foi

demonstrado ter havido inibicao.

Tabela 17 - Inibigac da reagao de hemaglutinagao passiva do sistema /
F3 x anti-SAB, com 100 ug/ml das sub-fragoes F3-I, F3-II

e F3-111I.

Fracoes DiluigOes do soro anti-SAB a 1: Contrdles
160 500 1000 2000 4000 8000 16000 C-1 C-2 C-3

F3 - - - - - - - - e -

F3-1 P + + ot - - - -

E&ﬁi + + + + + + - - - -

Salina + o+ + + + + - - - -

*Controles realizados nos experimentos das tabela 17, 18 e 19.
C-1
c-2
C-3

Hemacias taninizadas e sensibilizadas + salina

Hemacias taninizadas ndo sensibilizadas + soro diluido a 1:100

i

Hemacias + sOro diluido a 1:100

il
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Tabela 18 - Inibicao da reacao de hemaglutinacao passiva do sistema
F3 x anti-SAE, com 100 ug/ml das sub-fragoes F3-I, F3-1II e

F3-111.
Inibidor  DiluigOes do soro anti-SAE a 1: Contrdles
100 500 1000 2000 40060 8600 16000 (-1 C-2 C-3
F3 - - - - - - - - - -
F3-1 + o+ + - - - - - -
Eé;ll + + i. - - - - - - -
F3-111
Salina +  + + - - - - - - -

* Controles assinalados na tabela 17.

Tabela 19 - Inibicao da reacdo de hemaglutinagdo passeva do sistema
F3 x anti-SAH, com 100 ug/ml das sub-fragoes F3-I, F3-II e

F3-111.
Inibidor Diluigoes do SOTOo anti-SAH a 1: Contréles*
- 100 500 1000 2000 4000 8000 16000 C-1 -2 C-3
._}_?é - - - - - - - . - -
F3-1 + 4+ + - - - - - e
E3-11 + + - - - - - - -
F3-111 - - - - - - - - - -
Salina + + * - - - - - - -

*Controles assinalados na tabela 17.
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Tentativas de sensibilizagdo de hemacias tani-

nizadas com as sub-fragoces F3-1, F3-]11 e F3-1I1 foram rea-

lizadas utilizando-se concentragoes de 100 ug/ml para sen-
sibilizar 1 ml da suspensao de hemacias a 2,5%. Apenas a
sub-fracdo F3-II1 era portadora dessa propriedade. As hema
cias sensibilizadas pela sub-fracao F3-11l1 foram aglutina-
das pelos soros anti-SAB, anti-SAE e anti-SAH como demons
trado na tabela 20. Desses resultados, podemos concluir [/
que os constituintes de F3 que possuem atividade imunologi

ca estdao concentrados na sub-fragao F3-III.

Tabela 20 - Reagdo de hemaglutinacdo passiva com hemacias taninizadas
e sensibilizadas com 100 ug/ml da sub-fragao F3-III, fren

te 3os soros anti~SAB, anti-SAE e anti-SAH.

*

Soros Diluigoes dos soros a 1: Controles
100 500 1000 2000 4000 8000 16000 C-1 C-2 C-3

anti-SAB + o+ + + + + + - - -
anti-SAE + o+ + + - - - - - -
anti-SAH + 4+ + + - - - - - -

C~1 = Hemacias taninizadas e sensibilizadas + salina
(-2 = Hemacias taninizadas nao sensibilizadas + soro diluido a 1:100
C-3% = Hemacias + soro diluido a 1:100
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DISCUSSAQ

As varias condigOes testadas para digerir a SAB
com a catepsina D de coelho, delimitaram certa homogeneida
de na especificidade da agao desta enzima frente a este
substrato. Notavel similaridade foi revelada entre a degra
dacao da SAB e a degradagao da SAH na dinamica proteoliti-
ca da catepsina D, aparecendo a0 curso dessas protedlises
varios componentes com especificidades antigénicas diferen
tes.

Considerando a natureza do digesto de SAB, inici
almente tao complexo quanto os digestos de SAH demonstra -
dos nos trabalhos pioneiros de LAPRESLE (1955), um manu-
seio preliminar foi realizado com a finalidade de reduz ir
a heterogeneidade deste material. Esse manuseio previa a
supressao da parte do digesto que contivesse grandes compo
nentes moleculares, e consequentemente concentrasse 0S peque
nos fragmentos.

Um fracionamento prévio do digesto foi obtido /
por um ajuste no pH 4.5. Nessas condigoes foi precipitada
a fragao Fl que representou cerca de 25% do digesto total,
ficando o restante no sobrenadante, a fracdo F2. A concen-
tragao de F2 pelo processo de ultrafiltracio, permitiu iso
lar a fragao F3 presente no ultrafiltrado, sendo constitui
da por fragmentos de baixos pesos moleculares. A analise
comparativa entre as fracgbes Fl, F2 e F3 pelos testes de i
munodifusao, eletroforese e imunoeletroforese, demonstrou
que essas fragoes eram diferentes entre si.

Aparentemente, os componentes das fracdes Fi e
F2 mnessas analises, foram os mesmos em quaisquer das condi

coes de digestao testadas. Ambas precipitaram frente acs
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imune-~soros anti-SAB, nao ocorrendo o mesmo com a fragao F3.

Embora nao precipitassem com 0s soros anti-SAB, as
fracoes F3 demonstraram atividade imunoldgica através da ca
pacidade de inibir a reacgido de hemaglutinagao passiva do
sistema I-(B) x anti-SAB. Outra propriedade caracteristica/
dessas fracoes foi a de sensibilizar hemidcias taninizadas .
Essas hemacias assim tratadas, foram aglutinadas pelos so-
ros anti~SAB, anti-SAE ou anti-SAH, sugerindo a existéncia
de determinantes antigénicos comuns. idénticos ou similares
nas tres albuminas.

A andlise eletroforética das fragoes F3, demons-
trou uma grande heterogeneidade destas, em dependéncia das
condigoes de digestiao de que foram originadas, havendo mes-
mo uma proporcionalidade entre o tempo de digestao e o au-
mento dessa heterogeneidade dado pelo aparecimento de novos
componentes de mobilidades diferentes. Com base, pols, nes-
se aumento de heterogeneidade, e nos rendimentes em teor de
proteina, as condicoes de digestdao realizadas a 45°C com um
periodo de incubacao de 1 hora, foram consideradas as mais
adequadas.

A partir de varias digestdes da SAB pela catepsi
na D realizadas nas condig¢des padronizadas, as fragoes Fl,
F2 e F3 foram obtidas em larga escala ¢ analizadas separada
mente.

-A fracac Fl, segundo referencias de estudos com
digestos de SAB de varias enzimas (RANGEL; 1661, parece
conter uma porgao do digesto que estaria incluido naquela
categoria de moléculas que sofreram leves modificagbes com
a agho enzimidtica, possuindo pesos moleculares iguais ou
proximos ao da molécula nativa. A andlise eletroforética de

F1 esta de acordo com essa hipdtese, pois, nac  demonstrou
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grande modificacdo de mobilidade em comparagao a molécula/
de SAB, parecendo conter um compoenente relativamente homoge
neo. Em vista dessa caracteristica, nao se fracionou Fl co
mo as outras fracOes para pesquisa de pequenos fragmentos.
Capaz de precipitar com os soros anti-SAB em pro-
porcdes comparaveis com a molécula nativa, a imunoeletrofo-
rese da fragao Fl revelou dois sistemas precipitantes, 1isto
&, existem pelo menos duas populacgdes de moléculas com anti
genicidades diferentes. Nenhuma reagao que evidenciasse a
existéncia de determinantes internos nesta fragao apresen-

tou resultado positive.
Os soros anti-Fl preparados em coelhos, foram 1i-

gualmente reativos com a SAB e com a fragao FZ.

- A fracio FZ, conforme andlise eletroforética e
imunoeletroforética, representou uma porcac do digesto bem
mais heterogénea, sendo constituida por um grande numero de
componentes e varios sistemas precipitantes.

Esta fracdo precipitou com os soros anti-SAB em
proporgOes pouco varidveis em comparagaoc com a molécula na-
tiva. Nas analises realizadas desta fragdo, tambem nao se
demonstrou a existencia de determinantes internos.

Os soros anti-F2 preparados em coelhos foram i-
gualmente reativos com SAB e com a fragao Fl.

A fragdo F2 foi analisada diretamente por cromato
grafia em DEAE-Celulose, seguindo-se as informagoes descri-
tas por RANGEL (1970) para a obtengao de I-(B). Nessas con-
dicoes foram separadas trés sub-fragoes: F2-1, F2-11 e
Fz-111.

A sub-fracdo F2-I representando 10% de F2,  esta
constituida por mais de um componente, com mobilidades ele-

troforéticas proximas entre si. Nzo precipitou com os soros
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anti-SAB ou anti-F2, mas formou um leve precipitade com  ©
soro anti-F3. A atividade imunoldgica dessa sub-fragao, tam
bem foi demonstrada atraves da capacidade de inibir a Tea-
cio de hemaglutinagio passiva do sistema F3 x anti-SAB.

A sub-fragio F2-11, tambem demonstrando certa he-
tevogeneidade na analise eletroforética, representou 4% de
Fz. Nao absorveu no comprimento de onda de 280 nm, sendc pw
vavelmente isenta de tirosina e triptofano. Apresentou ati-
vidade imunoldgica comparavel a da sub-fragao FZ-1I.

Essas sub-fracgdes [2-1 e F2-11 correspondem a fracao I-(B
isolada inicialmente por RANGEL (1970).
A sub-fragdo F2-I1I1 que representou 72% de F2,con

tinha toda a porgaoc dessa fragdo que ficara retida na colu-
na de DEAE-~Celulose segundo as condigdes de cromatografia
De grande heterogeneidade como demonstrado na analise ele-
troforética, F2-1II precipitou frente aos soros anti-SAB ,
anti-F2 e anti-F3, o que sugere a presenca de grandes frag-
mentos da molécula nativa.

Da concentragdo de F2 pela ultrafiltragao , foram
obtidas duas fragdes: uma fragao concentrada (FZ-C) que fi-
cou retida na membrana filtrante, e uma fragao ultrafiltra-
da (F3) dotada de varias propriedades ja mencionadas, de-
monstrando inclusive ser comparavel com as sub-fragdes Fi-1
e Fz-I1 - ou I-(B). Da observagdo desses resultados, ficou
definida a hipdtese de que apenas uma pequena parte desses/
fragmentos imunoldgicamente ativos tenha ultrapassado a mem
brana "Diaflo” PM 10, estando pois, no limite da seletivida
de dessa membrana. Portanto, os componentes de F3 e de I-(B),
constituem provavelmente o mesmo material, embora tenham si
do obtidos em condigOes distintas.

A andlise cromatografica da fragao F2-C foi compa

t{vel com a hipltese acima mencionada. De fato, varias sub-
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fracbes puderam ser obtidas (sub-fragdes a, b, ¢, d, e, £,
e g), eluidas em posigdo comparavel ao I-(Bj. A analise ele
troforética dessas sub-fra¢Oes demonstrou grande similarida
de das suas mobilidades com aquelas das fragoes 1-(B) e F3.

Apenas a sub~fracgaoc g, deu reagdo de precipitacao

ositiva com oS soros anti-S5AB na andlise por ''ring test' e
P DD Y

por imunodifusao. Embora as sub~fragdes a - f nao tenham
precipitado nesses testes, foram capazes de inibir a reagao
de hemaglutinagao passiva do sistema F3 x anti-SAB.

Do perfil cromatografico de F2-C ainda podemos ob
servar a posicao de eluigdo da sub-fragdo a identica a  da
sub-fragao F2-1. A sub-fracao b, parece conter um fragmento
até entao nao evidenciado, que fol concentrado no processo
da ultrafiltragdo. As sub-fragdes ¢, d e ¢ sfo comparaveis
com a sub-fracdo F2-1] na posigdo de eluigaoc; pelas mobili-
dades eletroforéticas e através da atividade imunoldgica. A
sub-fragao f, embora nao tenha precipitado com os soros an-
ti~-SAB, parece ter sido comprometida com o gradiente de for
¢a ionica utilizado, sendo eluida quase conjuntamente com a
sub-fragdo g. Provavelmente esta constituida de grandes frag

mentos que ainda se relacionam com F3.

- A fragao F3 obtida em larga escala nas condi -
¢des eleitas de digestl@o, foram analisadas por didlise con-
trolada. Os rvesultados dessa analise demonstraram que as
fragmentos presentes em F3 nao sdo dialisdveis, nao alteran
do inclusive as propriedades imunologicas.

Considerando a seletividade da membrana '"Diaflo"
PM 10 utilizada na ultrafiltracac, e a comprovagao de que
os fragmentos de F3 nao sdo dialisaveis, podemos fazer wuma
estimativa dos pesos moleculares desses fragmentos entre
5.000 e 11.000.
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A fracdo F3 foi imunogeénica quando inoculada em
coelhos, obtendo-se dessa maneira um soro anti-F3 que contl
nha anticorpos precipitantes. Este soro foi analisado fren-
te a todas as fragdes do digesto, precipitando com todas e-
las. Nao se detectou entretanto através désses testes, ne-
nhuma evidéncia da presenca de determinantes antigenicos in
ternos .

A analise cromatografica de F3 em DEAE-Celulose ,
permitiu separar tres sub-{fragdes: F3-1, F3-1I e F3-II1. Co

mo mostra o perfil cromatografico dessa analise, pareceu
desnecessario o uso do gradiente linear de pH, podendo-se e

luir as sub-fracdes F3-1 e F3-11 com o mesmo tampao de equi

librio da coluna.

A sub-fragao F3-1, representando 10% de F3, defi-
niu-se na életrofcrese come mais de um componente, nao apre
sentando entretante, atividade imunoldgica nos testes a que
foi submetida. A sub-fragao F3-11, eluida quase sem contami
nantes, nac absorveu no comprimento de onda de 280 nm, suge
rindo a inexistencia de tirosina e triptofano. Este resulta
do fez lembrar o fragmento "F1" de LAPRESLE (1965) oriunda/
do I-{H). Sua mobilidade eletroforética contudo, diferiu ao
daquele fragmento. Constituindo 20% de F3, a sub-fracao F3-
II entretanto, nac apresentou atividade imunolodgica.

A sub-fragBo F3-I1I representande 20% de F3, €& constituida
por um componente mais heterogeneo, exibindo alguns contami
nantes segundo analise eletroforética. Essa sub-fragac a-
presentou atividade imunoldgica nos testes de inibigao da
hemaglutinacao passiva do sistema F3 x anti-SAB. Tambem foi
capaz de sensibilizar hemacias taninizadas que aglutinaram
frente aos soros anti-SAB, anti-SAE e anti-SAH.

Nos testes das sub-fracoes F3-1, F3-1I1 e F3-II1 frente ao

soro anti-F3, apenas a sub-fragio F3-111 apresentou reagao
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de precipitacido positiva. Pela andlise desses dados podemos
conclulr que B80% de FJ3 constitul um material sem atividade/
imunoldégica, nio representando uma maneira adeqguada o fraci
onamento de FZ pelo processo da ultrafiltracao, para a ob-
tengao desses pequenos fragmentos de SAB dotados de ativida
de imunoldgica.

- A metodologia aplicada na analise das sub - fra
goes de F2-C, e o rendimento percentual de cada uma delas |,
reforgam a ideia de que estdo constituidas dos mesmos deter
minantes antigenicos de F3 e I-(B).

- No fracionamento delgg diretamente por cromato-
grafia em DEAE-Celulcse podemos obter esses fragmentos de
baixo peso molecular com atividade imunolégica num rendimen
to relativamente bom. Porguanto o fracionamento de FZ-C, a-
1ém de constituir um trabalho adicional, fornece varias sub
fragBes que provavelmente foram concentradas na ultrafiltra
¢ao, dificultando dessa maneira o isolamento e caracteriza-
¢io de um desses fragmentos em térmos analiticos definides.

Com base, pois, nessas evidéncias, a continuidade
dos nossos trabalhos mediante @ utilizagao de uma metodolo-
gia apropriada, estara voltada para:

1) A caracterizacadc de um ou mais Jdésses pequenocs fragmentos
imunologicamente ativos, que aparecem ac curso da diges-
tao de SAB pela catepsina D de coelho.

2) Determinagac da composigdo ¢ arranjos de aminoacidos des
ses fragmentos, para analise das possiveis conformagdes
existentes na molécula nativa.

3} Confronto dessas estruturas com motivos antigenicos de
outras albuminas intimamente relacionadas (SAH e SAE) pa
ra determinagdo do grau de homologia entre elas.

4) Preparagdo de anticorpos mono-especificos para estudar /
mudancas de afinidade ou grdu de heterogeneidade désses

anticorpos.
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5} B, paralelamente a esta investigacdo, experimentos mais
adequados deverzo ser realizados para elucidar o proble-
ma referente a existencia de '"determinantes internos'.
Deva-se considerar, que neste trabalho, os experiment os
que demonstrariam a existéncia desses determinantes na
molécula de SAB, ndo apresentaram resultados comprobato-
rios da afirmativa de ISHIZAKA (1959}; ndo se conseguin-
do inclusive, repetir os resultados por ele obtide, quan

do se empregou a mesma metodologia assinalada.



RESUMO E CONCLUSOES

A Soro-Albumina Bovina (SAB) degradada pela cate-
psina D de coelho foi submetida a2 uma andlise imunoquimica.

Misturas de Z grvamas da SAB foram submetidas a
protedlise com 500 U desta enzima, em condig¢les variaveis
de temperatura e tempo de digestido.

0 digeste fol estudado do ponto de vista imunoqui
mico com vistas ao isclamento de fragmentos que pudessem /
contribulr para elucidar a estrutura antigénica desta albu-
mina.

Do fracionamento prévio do digesto, obteve-se du-
as fracoes: fragdao Fl precipitada no pH 4.5, e fracdo F2 so
brenadante restante. Esta fragdo F2 concentrada por ultra -
filtracao, originou uma terceira fragao - F3 presente no ul
trafiltrado,

- A fracao Fl representando cerca de 25% do diges
to, € constituido por moléculas de SAB pouco alteradas com
a protedlise. A andlise imunoceletroforética demonstrou exis
tir pelo menos dols sistemas precipitantes nesta fragido.

- A fragao F2 representando cerca de 65% do diges
to, &€ bastante heterogénea, contendo virios sistemas preci=~
pitantes. podendo ser fracionada em condi¢bes adequadas pa-
ra a obtencao de pequenos fragmentos imunoldgicamente ativos.

- A fragao F3 obtida da concentragdo de F2 por ul
trafiltragao, representa 5 - 7% do digesto. Contem pequenos
fragmentos com atividade imunologica de pesos moleculares /
estimados entre 5.000 e 11.000. Estes fragmentos s3o os mes
mos contidos nas sub-frag¢oes oriundas das fragdes FZ ou Fz-C
obtidas diretamente por cromatografia.

- Fol realizada uma comparacaoc entre alguns dos
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motivos antigenicos da SAB e o de cutras albuminas relacio
nadas que reagem entre si. Os fragmentos imunoldgicamente/
ativos da fragao F3 estao relacionados cowm determinantes de
SAH e da SAE.

Embora nao se tenha feito nenhuma caracterizacgao
de algum desses fragmentos com atividade imunoldgica, 0s
resultados observados neste trabalho. dac-nos perspectivas
para estudos futuros que possam vir contribuir na elucida-
¢do da base molecular da especificidade imunoldgica dos an

tigenos proteicos.
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