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ABREVIATURAS

FS : Fracgao Solivel
EDTA: Etilenodiamino-tetracetato dissddico
DFP : Diisopropilfluorofosfato

SNC Soro normal de coelho

SAH : Soro albumina humana
GGH : Gama globulina humana
ATC : Acido triclorcacético

BANA: Benzoil l~arginina-2mnaftilami&a
AFNE: Acetyl - DL - phenylalanine - 2 — naphthyl éster.

CTN : N—-carbobenzoxy-l-tyrozine-p-nitrophenyl éster



INTRODUCADO

As proteinases de microrganismos sao extrema-—
mente importantes para sua adaptagéo ao ambiente. Para gue
esta adaptacac ocorra & necessario que haja "turnover”  pro
teico, espécialmente nos microrganismos dependentes de amino—
~acidos (Mandelstam, 1957; Klein, 1962; Pine, 1972). Varios
autores (Halvorson, 1958a, 1958b; Urba, 1959; Pine, 1965 ;
Schlessinger & Ben—-Hamida, 1966; Willetts, 1967a, 1967b; Fu-
kuhara, 1967; Nath & Koch, 1970), afirmam gue, de um modo gg
ral, o "turnover" proteico total & baixo nos microrganismos
em crescimento guando comparado com o cbservadc nos microy
ganismos em repouso.

E ben conhecido o papel de proteinaes de mi
crorganismos no processo de ativagao e inativagao ou aindade
modificacao de enzimas intracelulares de acordo com as neces
sidades fisioldgicas da cé&lula (Deutscher & Kornberg, 1968 ;
Cabib & Bowers, 1971la; Cabib & Farkas, 1971b; Keller & Cabib,
1971; Rouget & Chapeville, 1971; Cabib & Ulane, 1972; EKatsu
numa et al, 1972; Molano & Gancedo, 1974; Saheki & Holzer,
1974; Schdétt & Holzer, 1974). As proteinases microbianas deg
sempenham també&m importante papel na degradacao de proteinas
ou polipeptideos nao funciocnais como o wverificado em Eschertichia
coli gue possui um sistema de degradacao de proteinas, capaz
de distinguir os polipeptideos normais e .0s polipeptideos
aberrantes produzidos por mutagao, verificando-se a degrada
¢ao destes Qltimos intracelularmente (Goldschimidt, 1970 H
Platt et al, 1970; Lin & Zabin, 1972).

Na majoria dos microrganismos, durante ¢ pro
cesso de esporulacdo ocorre uma intensificagac do "turnover"
proteico (Spudich & Rornberg, 1968; Kornberg et al, 1969 ;
Hanson et al, 1970; Bernlohr, 1972). Apesar de existirem exem

plos como o de B, brevis, cujo processo de esporulagdao ocorre



aparentemente sem nenhum "turnover" proteico (Slapikoff et
al, 1971), existem fortes evidéncias de que as proteinases in
tracelulares sao necessarias para © desencadeamento do proces
so de esporulagao. Tem sido demonstrado, por exemplo, gue. a
inosina 5’ -~ monofosfato desidrogenase & rapidamente inativa
da durante a esporulagdo e gue esta enzima & muito sensivel ,
in vitre, a atividade proteolitica de extratos de esporos
{Deutscher & Kornberg, 1968).

O envolvimento de proteinases nos processos
de diferenciagdc de células eucaridticas foi estudado por va
rios autores (Brawerman & Chargaff, 1959; Wright & Anderson,
1959; Wright & Anderson, 1960a, 1960b; White & Sussman,1961;
Wright, 1963; Ramirez & Miller, 1964; Esposito et al, 1969).
Em Fuglena gracilis, por exemplo, que cresce na auséncia to
tal de luz e gue nao contém aparelho fotossintético, apds es
tImulo luminoso ocorre formagao de cloroplastos, mesmo = em
meios gue nao contém amino-acidos, presumivelmente rela de-
gradagao de proteinas celulares pré-existentes (Brawerman &
Chargaff, 19%59).

Existem fortes indica¢oes de que as enzimas
proteoliticas sao inicialmente importantes para a relagao pa
rasito-hospedeiro. A literatura cita as colagenases produzi
das por Clostridium hystoliticum e Clostridium perfringens,
capazes de lisar o colidgeno de misculos e facilitar a difu-
sac das formas de gangrena gascsa (Bidwel & Van Heyninger ,
1948; Mac Lennan, 1962); guinases, produzidas por estafiloco
cos e estreptococos, gue agem scbre o plasminogénio formando
a plasmina, favorecendo o alastramento da infecgac (Tager &
Drummond, 1965).

2 andlise critica dos peritos da Organizacao
Mundial da Saude - OMS - (1965) sobre imunoclogia e enfermida
des parasitarias indica a necessidade do estudo dos consti-—
tuintes do parasita, principalmente dagueles que entram em
contacto com o meio do hospedeirc. Dentre esses constituintes
tem sido chamado a atengac para as enzimas do parasito, que

além de elementos reguladores do metabolismo parasitirio podem



eventualmente, desempenhar um papel na interacao parasito-
~hospedeiro. .
A literatura indica alguns trabalhos sobre en
zimas de Trypanoscoma cruzi (Baernstein & Rees, 1952; Seaman,
1953; Baernstein, 1953a, 1963b; Agosin & Weinbach, 19%56;Bash
~-Lewinson & Grossowicz, 1957; Chakravarty et al, 1963;Warren
& Guevara, 1964; Lehmann, 1965; Waks, 1965; Risby et al,1969;
Stohlman et al, 1973). Contudo, com excegao das chservagoes
de Repka et al (1972), nenhuma informagﬁo existe sobre enzi-
mas proteoliticas desse parasito.

O presente trabalho visa obter informagSes so
bre as proteinases da forma epimastigota do 7. ecruzi guando

mantida em meioc de cultura.



MATERIAL E METODOS

Amostra de Trypancsomg ceruzi — A amostra Y de 7. cruzi (Silva

& Nussenswelg, 1953} utilizade no presente trabalho, nos foi
cedida pelo Prof. Zigman Brener. O meio de Yaeger (Lit) pre
parado de acordo com as instrucoes de Fernandes & Castellani
(1266), fol utilizado para o cultivo de 7. cruzi. Porgaes de
5 ml do indculo eram semeadas em 20 ml de meio de cultura e

mantidos a 28°C durante uma semana.

Obtengao da fracao sollivel - Os parasitos contidos em 100 ml
de cultura foram lavados com solugao gelada de NaCl 0,15M
tres vezes, a 1400 g, durante 15 minutos a 400 e o sedimento
ressuspenso em 10 ml de agua destilada. Esta solugao era
imediatamente congelada e logo apds liofili zada.

Porgoes de 250 mg do liofilizado foram suces
sivamente lavadcos a 3020g, durante 15 minutos a 4OC; com 25
ml de: acetona (2 vezes), mistura em partes iguais é&ter-—ace
tona {2 vezes) e &ter (2 vezes). O sedimento obtido era seca
do com jato de ar e mantido a 4°C em vicuo atd o momento de
uso.

O material delipidado foi tratado com 25 ml de
solugao salina fisioldgica a 4°¢. A mistura foi mantida emn
banho de gelo durante 10 minutos, com agitagéo ocasional e,
a seguir, centrifugada a 12000g, durante 30 minutos. O sobre
nadante obtido foi concentrado em membrana ultrafiltrante PM
10 sob atmosfera de nitrogénio de 10 libras/polegadaz. 0 ma
terial concentrado (F8) foi liofilizade e mantido a w2OOC ’

até o momento de uso.

Otencao de hemoglobina - Os globulos vermelhos provenieéntes

de 1000 ml de sangue humano ou bovino, foram lavados 5 vezes



com solugao salina fisioldgica e centrifugados a 1000g,duran
te 15 minutos a 4°C. 2 papa de hemacias obtida foi dialisada,
com agitagao constante, contra 5000 ml de Agua destilada du
rante 48 horas a 49C, & agua de dialise era renovada a cada
12 horas.

O material dialisado fol centrifugado a 12100y,
durante 30 minutos e o sobrenadante (hemoglobina) liofiliza

. le) . -
do e mantido a -207C, ate o momento de uso.

Imune-soro - S0ro de coelho anti-~FS

Os coelhos foram imunizados pela inoculagao
sub-cutanea, na regiao lombar, atravé&s de quatro injecdes de
2 ml da mistura em partes iguais do antigeno (1,0 mg Prot/ul) em
adjuvante completo de Freund, com intervalos de 30 dias en
tre cada inoculagao. Apds 15 dias da Gltima inoculagao,  os
ccelhos foram sangrados e o s0ro obtido foi armazenado. a
~20°C até o momento de uso.

Reagentes - O cloridrato de L-cisteina, o etilenodiamino-te-
tracetato dissddico (EDTA), o diisopropilfluorofosfato (DFP)
e a iodoacetamida, foram obtidos, respectivamente, das seguin
tes firmas: Bilochemicals Ltd., Fisher Scientific Company '
Sigma Chemical Company & N.B. Corporation. Os solventes orga
nicos utilizados neste trabalhc tinham a especificaczo de
gquimicamente puros. A acetona fol redestilada a 56°¢ neste
laboratorio. O &ter livre de peréxi&o por lavagens sucessivas:
com solugao saturada de sulfato ferrosc e livre de dlccois e
de Agua pela adicZo de sddic metdlico, foi destilado a 35°¢C
em presenga de sulfato ferrcso seco e conservado a ~%OOC até

o momento de uso.

Substratos proteicos - As hemoglobinas bovina e humana foram

preparadas em nosso laboratdrio.
0 s6rc normal de coelho fol obtide de animais
mantidcs em nosso biotério que foram sangrados por pungao ve

- \ . o) -
nosa. Este soro foi mantido a -20 C ate o momento de uso.



_ A so0ro albumina humana (SAH) e gama globulina
humana (GGH)} foram obtidas, respectivamente, de Armour

Laboratories e Centre de Transfusion Sanguine, Paris,France.

Determinacao da atividade enzimdtica da fragao solivel - A

determinacao da atividade enzimatica utilizando  substratos
proteicos foi realizada segundo a técnica de Anson modifica
da. A FS e o substrato, em concentracdes conhecidas e manti-
dos em banho de gelo, foram ajustados ao pH desejado através
do uso de NaOH ou HC1 0,1M. Para manter o pH desejado, foram
utilizados tampoes indicados no texto e preparados segundo
Gomori (1955).

Como controles da reacao foram usados, em tu-
bos separados, 1 ml de FS e 1 ml de substrato. Todos os tubos
foram incubados a 37°C durante 2 horas. Apds o periocdo de
incubacao foram adicionados 2 ml de ATC a 5% em todos os tu-
bos. Ao controle contendo substrato foi adicionado 1 ml de FS
e ao controle contendo FS foi adicionado 1 ml de substrato.A
‘seguirgtoéos os tubos foram incubados a 45°C, durante 15 mi=-
nutos. O branco da reagao foi realizado misturando-se .1 ml
de FS, 2 ml de ATC a 5% e 1 ml de substrato. Esta mistura fol
igualmente incubada a 45°c, durante 15 minutos. Apds centri
fugagéo a 1700 g, durante 20 minutos a 4OC, foi realizada a
leitura dos sobrenadantes em espectrofotfmetro Zeiss PM QIX,utilizan
do~se oconprirento de onda de 280nm, em cubas de guartzo com
1 cm de caminho Stico. Os resultados da atividade enzimatica
foram expressos em ADO (diferenca de leitura entre o tubo

de reagao e o tubo controle contendo FS).

Determinacac da constante de Michaelis & Menten - A constan
te de Michaelis & Menten foil determinada. usando-se hemoélg .
bina bovina e humana como substratos. As diferentes concen-~
tragbes de substratos foram obtidas diluindo-se a hemoglobi-
na liofilizada em solugao tampao fosfatoc 0,05M, pH 7,0.

A lei dos quadrados minimos foil utilizada na

determinagao da fungao linear dessa constante.



Precipitagao em meio gelificado - As técnicas de  imunodifu
sao foram realizadas em gel de Agar a 1% em meio salino iso
tonico de pH 7,2 - 7,4 conforme instrugaes de Cuchterlony (1958)
ks eletroforeses e imunceletroforeses simples
foram realizadas conforme as indicagoes de Grabar & Burtin
(1564), em placas de vidro de 6 x 4 cm, contendo uma camada
de 32 mm de espessura de agarose a 1% em tampao veronal 0,05 M
pH 8,6, u= 0,0025 com gradiente de potencial de 6 volts/cm ,
durante uma hora e 20 minutos.

A imunceletroforese éruzada Fol realizada,prg
cedendo~se a separagac eletroforética na primeira dimensasc
aplicando-se 10 ul de F8 a 2,0 mg de prot/ml num pogo de 2,5
mm de didmetro em placas de vidro (12 x 9 cm) contendo agaro
se a 1% em tampac veronal 0,05 M PH 8,6. O mesmo tampao foi
utilizado nas cubas. Foi aplicado uma corrente de 6 V/cm por
90 minutos. ApOs este tempo uma faixa de agarose foi cortada
e aplicada em seu lugar 4 ml de uma solucao de antiscro a
10% en agarose. Apds a solidificagao foi aplicada uma corren
te de 2 V/cm por 15 horas. As léminas foram tratadas a seguir

sequndo o= procedimentos descritos por'ciarke (1971) .

Detecgéo da atividade proteinasica er gel de agarose ~ A - de-

tecgao da atividade proteolitica apds eletroforese cu imncele
troforese simples cou cruzada, fol realizada de acordo com as
instrugoes de Uriel (1960) utilizando-se hemogicbina bovina

(0,2%) como substrato diluida em tampao fosfato (,05M -~ pH 7,0,

Dosagem de proteinas - As proteinas totais foram dosadas uti

lizando—se a técnica do biureto segundo Weichselbaun (19246).



RESULTADOS

1. Atividade proteolitica dos extratos de Trypanosoma cruzi em

diferentes PH.

Una investigagao preliminar da atividade da
Fs em pH 5,5, 7,0 e 8,5 demonstrou a existéncia de atividg
de proteoclitica tanto em pH neutro quanto em pH acido ou em

alcalino (tabela 1).

Tabela 1. Atividade proteolitica da FS (2,0 mg Prot/ml} sobre

hemoglobina beowvina (20 mg/ml).

Absorvancia dos scbrenadantes

composicao
Tubos PH 5,5 pH 7,0 vl 8,5
da mistura '

1 FS + hemoglobina 0,787 ADO  0,740_ ADO  0,778. ADO
FS + MaCl 0,15M O, cw>r 107 0, 520>o 220 0, 430>0 348
hemoglobina 0,000 ‘0,000 0,000

..}..

NaCl 0,15M

A investigagao da atividade enzimitica da @ F
a

(6,9 mg Prot/ml) frente a hemoglobina (40 mg/ml) foi entao



realizada utilizando-se diferentes solugoes tampao. Os resul
tados indicados a seguly representam a media de triplicatas
de dados experimentais.

Os dados obtidos indicaram a existéncia de
atividade proteolitica desde pH 1,0 até pH 9,0,observando-se
picos de atividades na zona acida entre pH 2,6 e 3,6 (tabe-
las 2, 3, 4 e 5}, na zona neutra (takelas 6 ¢ 7) & em +orno
de pH 8,5 (tabela 7). A analise dos dados destas tabelas mos
tra gque, em pH abaixo de 4,6 , os controles nac apresenta-
ram leitura espectrofotomé&trica (tabelas 2, 3, 4 e 5) e que
nao houve concordincia dos resultados referentes aos pices
maximos de atividade da zona acida quando diferentes tampdes
foram utilizados (tabelas 2, 3, 4, 5, 6 e 7). Nao foi ob-
servada nenhuma atividade proteolitica gquando & FS era pre-
viamente agquecida a 56°C durante 45-minutos.

Quando os tampSes utilizados tinham um pH me
nor do que 5,0, observou-se a ocorréncia de precipitade na
FS5. Este precipitado foi retirado por centrifugacao, testan

do-se apenas o sobrenadante.

Tabela 2. Atividade proteolitica da FS (0,9 mg Prot/ml) em

presenca de tampao KC1 -~ HCL 6,05 M.

Absorvincia dos sobrenadantes

tubo de reacao * tubo controle
PH . ADO
(FS + hemoglobina) (FS + tampao)
1,0 0,160 0,000 0,160
1,2 0,190 0,000 0,150
1,5 0,060 0,000 0,060
1,7 0,040 0,000 0,040
2,0 0,150 0,000 0,150

2,2 0,160 0,000 0,160
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Tabela 3. Atividade proteolitica da FS {0,% mg Prot/ml) emn

presenca de tampao glicina - HCl 0,05M.

Absorvancia dos sobrenadantes

tubo de reagao tubo controle
PH (FS + hemoglchina) (FS + tampaoc) ADO
2,2 6,120 0,000 0,120
2,5 0,210 0,000 ‘ 0,210
3,0 0,360 G,000 0,360
3,6 0,710 ~ 0,000 0,710

Tabela 4. Atividade proteclitica da FS (0,9 mg Prot/ml) en
presenca de tampao citrato - fosfato 0,05M.

Absorvancia dos sobrenadantes

tubo de reacao tubo controle

bH (FS + hemoglobina) (FS + tampao) ADO

2,6 1,400 0,000 1,400
3,0 0,930 0,000 0,930
3,6 , 0,420 ' 0,000 0,420
4,0 0,220 0,000 0,220
4,6 0,320 - 0,020 0,300
5,0 0,450 0,400 0,050
5,6 0,540 0,360 0,180
6,0 0,440 0,230 0,190
6,5 0,550 0,240 0,310

7,0 0,600 G,225 0,375
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Tabela 5. Atividade proteolitica da ¥S (0,9 mg Prot/ml)
' presenca de tampao citrato - Acido citrico 0,05M.

em

Absorvancia dos sobrenadantes

tubo de reacgao

tubo controle

DH _ - ADO
(FS + hemoglobina) (FS + tampao)
’ 1,100 0,000 1,100
R 6,570 0,000 0,570
' 0,550 0,000 0,550
. 0,475 0,060 0,415
. 0,620 0,390 0,230
, 0,760 0,390 0,370
, 0,650 0,275 0,375

Atabela 6. Atividade proteolitica da FS (0,9 mg Prot/ml) em
presencga de tampac fosfato 0,05M.
Absorvancia dos sobrenadantes
pH tubo de reacao tubo Contr?le ADO
(Fs + hemoglobina) {(FS + tampao)
; 0,740 0,160 0,580
; 0,750 0,220 0,530
’ 0,860 . 0,040 0,820
. 0,980 0,070 0,910
R 0,770 0,060 6,710
; 0,700 0,150 0,550
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Tabela 7. Atividade proteolitica da FS (0,9 mg Prot/ml) em
presenga de tampao tris =- HC1 0,05M.

Absorvancia dos. sobrenadantes

tubo de reagao tubo controle
pH | _ ADO
(FS + hemoglobina) (FS + tampao)
5,5 0,725 0,240 0,485
6,0 0,750 0,160 0,590
6,5 | 0,945 0,175 0,770
7,0 0,940 0,175 0,765
7,5 0,840 0,155 0,685
8,0 0,865 0,095 0,770
8,5 0,840 0,020 0,820

9,0 0,680 0,335 0,345

2;, Investigagao sobre a atividade proteolitica em pH neutro.

Tendo em vista os resultados, indicados no ca
pitule anterior, gque sugerem a presehga de diferenteg enzi-
mas proteoliticas na FS, procurou-se focalizar a atengao so-
bre a atividade em pH neutro. Essas investigagGes foram rea
lizadas utilizando-se um meio tamponado com tampaoc fosfato
0,054 -~ pH 7,0. Todas as experiéncias foram realizadas em tri
plicatas e os resultados indicados a seguir, representam as

medias des dados obtidos.
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A atividade proteolitica da FSs a pH 7,0 de-
cresce a medida que a concentragao idnica se afasta daquele
pH, como pode ser observado na figura 1, onde se acha apre-

sentada a atividade proteolitica relativa da FS (0,9 mg Prot/

ml) frente-a hemoglobina-bovina (40 mg/ml)em presencga  de
tampao fosfato 0,05M, com diferentes concentragoes hidroge-

nionicas.

1600y

piitiers

2800

[tgeley

ATIVIDADE RELATIVA

G50

0500

o 80 6 72 15 0 pH

Figura 1. Relagao entre atividade relativa da proteinase e o

pH do meio.
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O estudo da influéncia da concentragao dos
substratos hemoglobina bovina ou humana (40 mg/ml} sobre a
velocidade de reagao enzimdtica foi realizado usando-se una

concentragao de 0,3 mg Prot/ml da FS.

.......................... A analise dos resultados obtidos (tabelas 8 e

9) mostrou nao existir diferenga significativa (F=4), ao ni
vel de 5%, entre os resultados obtidos com a hemoglobina bg
vina ou com a humana. Verifica-se, ainda, na tabela 8§, que

a velocidade da reagéo aumenta a medida gue aumenta a concen-
tragcao de substrato, sendo que este aumento tende a valores
assintdticos guando sao utilizadas concentrac¢Oes superiores a
35 mg/ml.

Tomando~se a média dos resultados devidamente
transformados e os aplicando na equagao de Lineweaver-Burk
foi possivel demonstrar a existéncia de uma relacac linear
(figura 2} entre mmimm e nmi—n- estimando-se degsse modo

\Y S
O

o valor do Km em 12,2 mg de hemoglobina.
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Tabela 8 . Influéncia da concentragao do substrato (hemoglobi

na bovina ou humana) sobre a atividade protecliti

ca da FS a pEH 7,0 em presenga de tampao fosfato
0,05M.
Concentragac de MEdia ALO Media ADO Media ADD
hemoglobina /ml - (hemcglobina (hemmoglckina {(hemoglobina -
hunana) bovina) humana e bovina)
2,5 g 0,165 0,130 0,147
5,0 mg 0,165 0,220 0,192
7:5 g 0,265 0,260 0,262
10,0 mg 0,350 0,355 C,352
12,5 mg 0,375 - 0,400 0,385
15,0 mg 0,425 0,430 ' 0,427
20,0 mg 0,475 0,485 0,480
25,0 g 0,495 0,500 0,497
30,0 mg 0,520 0,625 0,572
35,0 mg 0,610 0,650 0,630
40,0 g 0,610 0,650 0,630

Tabela 9. Analise da variancia dos resultados apresentados na

tabela 8.
causas de gravs de scra  dos guadrado fater
variagao liberdade quadrados rédio ()
hemoglobina 1 0,0028 0,0028 4
concentragzo 10 0,5548 0,0555 79,3
residuo 10 0,0069 0,0007 -

TOTAL 21 0,5645
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Quando diferentes concentragGes da FS foram
testadas frente a hemoglobina bovina ou humana na concentra-
cao de 40 mg/ml, os resultados obtidos mostraram existir
uma relagao praticamente linear entre dose e efeito gquando
os valores de ADO se situam entre 0 e 0,500. A partir desse
ponto o aumento da—concentragéo da F8 resulta em valores de

ADO que tendem para um valor assintdotico (figura 3).

£3004
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o800

0700

BEOGH

D500

D400

0300

0306

Atividade Proteolitica

[:Hcel

o ©2 2 [ T T Y R v

Quantidade de FS (mg de proteina/ mi)

_Figura 3. Relagac entre concentracio da FS e atividade Pro

teolitica frente a hemoglobina bovina ou humana
(40 mg/ml) em presenca de tampéo fosfato 0,05M -
pH 7,0.
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A atividade enzimatica da FS foi investigada
sobre diferentes proteinas e os resultados cobtidos acham-se
apresentados na tabela 10, onde se pode observar uma ativida

de significativa em todos os substratos utilizados.

Tabela 10. Atividade proteolitica da FS (500 pg Prot/ml} em
presenga de tampao fosfato 0,05M - pH 7,0 sobre
diferentes substratos {10 mg/ml).

substratos ADO
SAR 0,150
SAhH 0,140
HEG 0,150
SNC 0,160

Com a finalidade de verificar se a atividade
proteclitica observada nos diferentes substratos alterava o
motivo antigénico foram realizadas as experiéncias indicadas,
a seguir: porcoes de 1 ml da FS (1,8 mg Prot/ml), foram mis
turadas a igual volume de solugac (10 mg/ml) de SAB, SAH,GGH
ou SNC, na presenga de tampao fosfato 0,05M ~ pH 7,0. Essas
misturas foram incubadas a 37°C por 2 ou 24 horas. 0s contro
les eram censtituidos por misturas idénticas, em que a FsS
havia sido previamente aguecida a 56°C por 45 minutos. Apos
incubagZo todas as misturas foram analisadas através das téc
nicas de eletroforese e de imunodifusao.

A comparagao entre os padroes eletroforéticos
mostraram que o5 substratos nao sofreram alteragaoc pelo tra
tamento com a FS aquecida ou nao.

Uma figura de identidade fol sempre cbhbservada

guando SAB, SAH, GGH nativos eram comparados por teste de
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dupla difusao, através da técnica de Ouchterlony, com esses
mesmos antigenos previamente tratados pela FS aquecida ou
nao. |

" Pela técnica de imunceletroforese nac foram
observadas. diferengas.significativas entre os substratos tra
tados pela FS e os controleg, tratados com a FS previamente
aguecida a 56°C.

A influéncia de diferentes reagentes sobre a
FS foi investigada incubando-se a FS com diferentes concen-—
tracoes desses reagentes por 30 minutos a temperatura ambien
te e determinando-se a atividade enzimatica residual sobre a
hemoglobina bovina.

A atividade relativa foi calculada dividindo—-
~se a A DO obtida na reacao contendo o reagente pela ADO da
reagao na auséncia do reagente,

Tabela 11. Acao de DFP, Todoacetamida, EDTA e cisteina sobre
a atividade proteolitica da FS em pH neutro, na

presenga de tampao fosfato 0,05M - pH 7,0.

Reagentes Concentragao Atividade relativa
DFP 2 mi 1,14
0,66 nM 1,18
0,2 mM 1,19
Iodoacetamida 20 mM 0,0L
6,6 mM 0,01
2 i 0,03
EDTA 20 mh ' 1,10
6,6 mM 0.68
2 mi 0,68
Cisteina 20 mM 1,07
6,6 mM 1,23

2 mM 0,91




.20,

Um {inico componente, com atividade proteinasi

ca, pode ser identificado, utilizando-se o método de Uriel
modificado, apos eletrofcrese em gel de agarose {figuras 4
e 5). A andlise imunoeletroforetica indicou a presenga de

varios sistemas precipitantes, sendo gue apenas un desses sig
temas apresentou atividade proteinasica (figuras 6 e 7). EX
periéncias de imunceletroforese cruzada mostraram a exigtén-
cia de pelo menos nove sistemas precipitantes aparentemente
nio relacionados entre si, dos guais apenas um apresentou ati
vidade proteolitica (figuras 8 e 9).

Nenhuma atividade proteindsica pode ser‘deteg
tada gquando experi®ncias similares ds acima citadas foram rea

lizadas em presenca de 20 mM de iodoacetamida.

Figura 4. Eletroforese da FS (2,0 mg de prot./ml), em gel de

agarose.
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Figura 5. Detecc¢ao da atiwidade proteolitica da F5 (2,0 mg

Figura 6.

prot/ml) apds eletroforese em gel de agarose.

Imunceletroforese simples da

com seu antisoro especifico.

FS (2,0 mg prot/ml)
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Figura 7. Detecgdo da atividade proteolitica da Fs (2,0 mg
prot/ml), apds imunceletroforese simples em gel de

agarose.

S

Figura 8. Imunoeletroforese cruzada da IS (2,0 mg prot/ml)

com seu antiscro especifico.




Figura

9. Detecgao da atividade proteolitica da FS (2,0

‘prot/mi), apds dmunoeletroforese cruzada.

Lt

g
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DISCUSSAO

Os dados obtideos indicam gue a ¥S apresenta
atividade proteolitica scbre a hemoglobina bovina numa extensa
faixa de pH com ccorréncia de trés picos de atividade: em zo
na é&cida, em pH neutro e em pH levemente basico, o gue suge
re a presenga de diferentes enzimas protecoliticas.

A investigacgac da atividade proteolitica em
meic acido ndc permitiu determinar, com precisao, um pH Oti
mce de atividade. Cs pontos de atividade maxima cbservados
corm diferentes tampoes estavam situados no extremo na zZona
de efetividade da agao do tampao, tendo havido discordincia
entre os dados obtidos com tampao glicina-HCl gue indicaram
um maximo em pH 3,6 ou acima e os obtidos com tampidoc citrato
~fosfato que indicaram um maximo em pH 2,6 ou abaixe. Com ba
se nesses dados pode-se admitir que a zona de atividade maxi
ma esta, provavelmente, situada entre os pH 2,6 e 3,6 e gue
a intensidade da ac3o proteolitica nesta zona &  dependente
da natureza dos Ilons pzresentes na reag¢ao. 2 FS, quando ajus
tada a pH abaixo de 5,0, apresentava um precipitadc gque era
removido antes da realizacac das experincias de atividade
proteolitica na zona &cida e a aniZlise dos protocolos mostra
gue, em pH abaixo de 5,06, os conﬁroles da raagéc (auto—-diges
tao) nac apresentavam absorvincia apreciavel. Esses dados
sac indicativos da presenca de enzimas (nucleases ou protea
ses) naguele precipitado. '

A presencga de proteinases acidas intracelula
res tem sido assinalada em células eucaribticas e procaridti
cas de varios microrganismos tails como: Saccharomyces cere-
vigice (Lenney, 1956; Lenney & Dalbec, 1967}, Saccharomyces
carlsbergensis (Felix & Brouillet, 1966; Maddox & Hough, 1970},

Bacteroides amylophylus (Blackburn, 1968) ,Fodospora anserina
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(Bequeret, 1972; Begueret & Bernet, 1973), Aspergiliue nidu-
lans {(Cohen, 1973), Aspergiliue niger (Bosmann, 1973). Entre
" 0s protozoarios foi assinalada a presencga em Tetrahymena py-—
riformis (Dickie & Liener, 1962a, 1962Zb).

A oesrretiaia de atividade proteslitica em

meio dcido nos extratos de 7. eruzi fol observada por Repka
et al (1972) e mais recentemente por Itow & Camargo gque uti
lizaram a azocaseina como substrato. Esses Ultimos avtores
igualmente ndo conseguiram indicar um pH de agao, nesse ca
so em virtude da inscolubilidade do substrato em pH abaixo de
5,0.

A atividade proteolitica scbre hemoglobina ko
vina e humana em pH 7,0 se deve, provavelmente, a uma tnica
enzima, visto que a relagao entre concentragac idnica e ati

vidade relativa fol descrita por uma curva cuja forma se apro
xima da curva n~rmal. Por ocutro lado, cbservou-se uma rela—

¢ac linear entre os inversos da velocidade inicial da reagao

1 1
({ ———— ) e a quantidade de substrato (
v S5
dancia com esses fatos, apenas um Unico componente com ativi

} . Em concox

dade proteinisica pode ser detectado pela técnica de Uriel,
apds eletroforese em gel, imunoeletroforese simples e imuno—
gletroforese cruzada. Nesses dois Ultimos testes foram obser
vados varios sistemas precipitantes nao relacionados entre
si, indicando gue a FS contém diferentes antigenos. No entan
to , apenas um desses sistemas apresentava atividade protel
nasica, sugerindo fortemente a existéncia de wma Gnica pro-
teinase ativa a pH 7,0 e indicando gue os anticorpos especl
ficos para esta enzima nio eram capazes de inibir a agao pro
teolitica nas condigdes do teste. A auséncia de inibigao da
atividade proteolitica na presenca de anticorpos especificos,
assinalada por varios autores trabalhando com diferentes en
zimas (Uriel, 1961 -~ 1963; Cinader & Lafferty, 1963;Uriel &
Avrameas, 1964) & uma indicagao da independéncia dos determi
nantes antigénicos e sitio ativo da enzima.

Nac foram observadas diferencgas estatistica-

mente significativas na agao desta proteinase sobre a hemo-
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globina bovina ou humana guando se investigou a influ&ncia da
guantidade de substrato sobre a velocidade da reagao, o gue
sugere gue os grupos suceptiveis d hidrdlise estao igualmen
te acessiveis nas duas hemoglobinas. |

' A acao desta proteinase sobre SNC, SAB, SAH e
GGH, nao levou a modificacgoes aprecidveis na mobilidade ele
troforé@tica ou no motivo antigénice desses substratos, o gue
éugere uma agao hidrolitica limitada a algumas ligagoes pep
tidicas gue nao estac diretamente envolvidas com a  maioria
dos determinantes antigénicos destas moléculas. Contudo, nao
se pode afastar a possibilidade de gue varias ligag¢des tenham
sido hidrolisadas, sem & consequente liberagao de peptides,
em virtude da presencga de grupos disulfetos,e gque a molécula
tenha perdido algumas de suas fungaeé.

Observacoes recentes realizadas neste labora
torio indicam gue os extratos de 7. cruszi em pH 7,0 apresen-
tam atividades proteoliticas semelhantes das da tripsina e
da gquimiotripsina, porguanto sao capazes de hidrolisar O
BANA e -0 AFNE respectivamente. N3o obstante, essas agles naoc
foram inibidas pela iodoacetamida mas o foram pelo DFP, indi
cando que essas atividades sao dependentes de serina protea-—
ses. Este fato permite distinguir a agao proteinadsica que po
de ser inibida peiz ilodoacetamida mas nao pelo DFP, da aggo
sobre o0s substratos sintéticos gue pode ser inibida pelo DFP
mas nao pela iodoacetamida. Igualmente Itow & Camargo obser-
varam agoes semelhantes a da tripsina e guimiotripsina uti
lizando como substratos sintéticos o BANA e o CTH.

Pode-ge praticamente excluir a  possibilidade
de que a agéo sobre o BANA e sobre o AFNE, seja devido a pro
teinase gue age sobre a hemoglobina em virtude dag considera
¢oes acima. Contudo, nao se pode excluir que a agao sobre a
hemoglobina seja devida a mesma enzima que hidrolisa o CPN .
No entanto, nio seria de estranhar gue as duas agoss sejam
devidas a diferentes proteases,como OoCcorre, por exemplo, nos
extratos de bago gue contém diferentes peptidases capazes de
hidrolisar substratos sintéticos (Mycek, 1970) e pelo mencs

duas verdadeiras proteinases, tais como as catepsinas b e E
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(Press et al, 1959; Lapresle & Webb, 1962) gue sae  capazes
de hidrolisar proteinas mas nao hidrolisam substratos sinté
ticos de baixo pesco molecular. _

As informagoes cobtidas no presente  trabalho
sdao ainda insuficientes para permitir ¢ levantamento de hipd
teses sobre o possivel papel bioldgico dessas enzimas. Contu
do , as verificagoes de O'Dally (1975, 1976) segundo as quais
o T. crusi necessita diferentes componentes de soro fetal bo
vino para seu crescimento e diferenciacao, sugerem gue esta
proteinase esteja envolvida no processo de metabolizagao desg

ses componentes pelo protozoario,
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RESUMO E CONCLUSGES

A atividade proteindsica de uma fragac soll-
vel, rotulada como FS, obtida a partir de lisados da forma
epimastigota de 7. c¢ruzit f£oi investigada em diferentes pH
utilizando diferentes tampdes e o método de Anson modificado.
A atividade proteolitica em pH 7,0 fol particularmente inves-—
tigada utiiizando—se diferentes subsiratos proteicos.

A caracterizagao da proteinase neutra foi ten
tada utilizando-se os métodos de detecgao de atividade pro-
teolitica em gel de agarose, apds eletroforese, imunoceletrofo
rese simples e ilmunoeletroforese cruzada.

Os resultados obtidos mostram gue:

1. A FS exibe atividade proteolitica em uma
ampla faixa de pH (entre 1,0 e 9,0), ocorrendo picos de ativi
dade na zona acida (pH 2,6 a 3,6), na zona alcalina (pH 8,5 )

& a zona neutra.

2. A atividade proteinisica da zona neutra a
presentou um o6timo de atiwidade em pH 7,0, guando se utilizou
tampac fosfato e hemoglobina bovina ou humana come substratos.
Um mesmo Km fol encontrado para as duas hemoglobinas gue guan
do testadas frente z diferentes concentragées de I'S,obteve-—-se
uma relagao praticamente linear entre dose e efeito guando os

valores de ADO se situam entre 0 e 0,500.

3. A proteinase neutra & capaz de agir. sobre
SNC, SAB, SAH e GGH, nao alterando contudo o motivo antigeni

co desses substratos.

4. As experiéncias de eletroforese, imunoele
troforese simples e imunceletroforese cruzada detectaram ape

nas um componente da FS com atividade proteinasica,atividade
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essa capaz de ser inibida pela iodoacetamida e nao pelc DFP ,

sugerindo fortemente que essa agao se deva a uma Unica enzima.
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