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ABREVIATURAS

As saeguintes abrsviaturas foram usadas:

GFP - Diisopropil fluero fosfeto

PCMB - Para-clcoroc metil benzoato
58I - "saoy bean inhibitor”
SAH - sorc albumina humana
SAB - soro albumina bovina

CAT ou cat - Catepsina
Prot - Proteina
Ag - Antigsno

Agc - Anticorpo



INTRODUCAD

A atividade proteolitica de extratos de teci-
dos € conhecida de longa data, desde © trabalho de Hedin em
1803 (1). Esta atividade demonstrada em varios drgacs tais
como bago, figado, rim, etc. foi atribuida 3 acdo de enzimas
intracelulares gue foram denominadas "catepsinas™ devido 3
supocste relagan com a decomposicac cadavérica dos tecidos
{21.

Ate 1940 a caracterizagao das catepsinas foi
dificultada pela complexidade dos extratos de tecides e pelo
uso de substratos complexcs (caseina, hemoglobina) para ava-

liagap da atividade enzimaticas.

A introdugédc por Von Bergman de substratos
sintdétices para definir a especificidade enzimdtica, permi-
tiu a demonstragao de virias enzimas protesliticas nos extra
tes tissulares (3), Agoes hidreliticas em pH dcldo nos subs
tratos sintéticns especificos de pepsina, tripsina, guimo-
tripsina foram evidenciadas (4}, e foi possivel caracterizar
g existéncia de 3 catepsinas diferentes no extrato do bacgo
bovino, respectivamente as catepsinas A, B8 e C ao lado de a£
gumas peptidseses: Leucinoaminopsptidase, carboxipeptidase e

tripeptidase (4,5].

A catepsina A, enzima termoléhil capaz de hi-
drolisar, em pH 5,0 & carboxi-L-glutamil-lL-tirosina & outraos
substratos sintéticos especificos da pepsina. Esta egnzima
naoc é ativada ou inibida por compostos sulfidrilicos, oFe,
iodoacetamida & PCMB (4}.

A catepsina B, enzima termoldbil, cepaz de hi
drolisar em pH 5,6 a benzoil-L-argininamida, substrato 3int§
tico especifico da tripsina, foi purificada cerca de 2008 ve-
zes a partir do bago bovino {5). Esta enzima & ativada por
compostos sulfidrflicos & completamente inibida pela iodoace
tamida, em concentracao de 1le“3 M, pela fenilhidrazina e
pela hidroxilamina. A agaoc destes dois U(ltimos inibidores

pode ser suprimida pela cisteins (B8). 0O cianstoc, OFFP & SBI



nao tem agao sobre esta enzima.

A especificidade da catepsina B, & semelhante
a da tripsina, porem & mais restrita. Ambas as enzimas hi-
drolisaem a henzoil-L-arginina etil éster e benzoil-L-lisina-
mida. Contudo, a L-argininamida e a L-arginina-etfl-éster ,
hidrolisaveis pela tripsina, ndo sdoc hidrolisadas pela catep
sina B (B}, o gue sugere que & acilacgaoc da alfa amino grupo
e importante para agao da catepsina B. Como a& tripsine a ca

tepsine B promove a ativagao de tripsincgénio (7).

A catepsina € & uma enzima termostavel a B5°C
durente 40 min.., gue hidrolisa em pH 5,0 a glicil-L-tirosinag
mida, substrato sintético espec{fico da quimotripsina. Puri
ficada cerca de 250 vezes (B), esta enzima cujo peso molescu-
lar esté em torno de 235,000, é ativada por compostos sulfi-
drilicos e por cianeto, sendo completamente inibida por iodo

acetatc e PCMB. O SBI e DFP nao tém agdo sobre esta enzima.

Estudos sistematicos (8,10), sobre a gspecifi
cidade desta enzima mostrem que em pH 5,0 & catepsina C hi-

drolisa dipeéeptideos conforme o seguinte sesguema:

/

/
NH,, {CHR]} ——— CO-NH(CHR) Co 7 X

0 agrupamente C0O X pode ser uma amida ou um éster .
A enzima age preferencislmente nos dipéptidecs em que o gru-
paments R € um residuc de fenilalanina ou tirosina, asseme -
lhando-se deste modeo & quimotripsina. No entanto, a especi*
ficidade da catepsina C é mais restrita: nédo age sobre a be-
ta-alanil-L-fenilalaninamida, hidrolisével pela gquimotripsi-
na. A unica diferencga sntre esteg substrato e a glicil-feni-
laleninamida, substratoc de catepsina C & e introdugao de um
grupamento metilénice na espinha dorsal do péptide. Admite-
-8g por esta razao que a gspinha dorsal do péptide sensivel
forma um hexagono, estericamente complementar ao sitio ativo

da gnzima (10,11), conforme apresentado na figura 1.

A atividade protsolfitice de extratoc do bago
tembém foi estudada por Anson (12,13) utilizando hemoglobina

como substrato, svidenciando-a deste modo uma agado hidroliti
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Fig. 1 - Configuracac espacial admitida para a glicilfenilala
mida.

ca em pH 3,5, Anson denominou as enzimas responsaveis paor g8
sa acao "hemoglobin splitting enzymes”. Em 1855, Press, Por-
ter e Cebra (14) isclaram uma enzima do bago bovino capaz de
nidrolisar a hemoglobina bovina em pH 3,5. Como esta enzima
& incapaz de hidrolisar os substratos sintétices especificos
das catepsinas A, B e C, foi denominada catepsine D. Esta en
zima 6 responsavel por 2/3 de atividade proteolitica de extrs
to do bageo sobre @ hemoglobina em pH 3,5 € se apresenta s0b

varias formas de difsrentes mobilidades eletroforeticas.

Lapresle e Webb (15,19) isolaram a partir ¢o
baco de coelho uma enzima capaz de hidrolisar em pH 3,5 a al-
bumina humana. As proprisdades fisico-quimicas dessa enzima
eram tao prioximas de isclada do bago bovino gue se justificou
a aplicacgaoc da mesma designacao, catepsina D de coelho. Con-
tudo, estudos sobre a egspecificidade da catepsina D humana, &
de boi @ a de coelho (20,21), utilizando cadeis B de insulina
como substrato, mostraram que as catepsinas D exibem uma gama
de especificidade propria a ceda espécie animal, Esta consta
tacao, aliada ao fato da catepsina [, estar presente num Gr-
gido 1infdide, formador de anticorpos e regsponsavel pele glimi
nagdo dos antigenos sugers a pessibilidade de gue essa enzima

esteja relacionada com o catabolismo dos antigenos proteicos.

As investigaclOes sobre essa hipotese acham-se
dificul tadas pela felta de informactes sobre a identidade das
células portadoras da catepsins D e se estas células estao di

retamente envolvidas com o catabolisme dos antigenos protel -




COS.

Comc premissa fundamentsal para determinar a i-
dentidade das células portadoras da catepsina C torna-se ne-
cessario a obtengédo de uma catepsina com alto greu de pursza

e de um imune scro especifico da catepsina.

No presente sao estudadas as condicOes para a
obtencac da catepsina D purificada a partir de bago de coe-

lho e do imune-soro de cobaia especifico da catepsina D.



MATERIAL E METODOS

BAGOS DE COELHOS: bagos de coelhos, obtidos em matadouro fo-

ram congelados a -ZOGC e remetidos ao lahoratorio onde eram

desembaragados do tecido adiposo, pesados, distribuldos em

porgdes de 100 g e conservados a -20°C até o momento do uso.

REAGENTES: os reagentes utilizados neste trabalhoc tinham a
especificacgac de quimicamente puros. A acetona foi redesti-
lada a 56°C, no laboratdric. O ster livre de perdxido por
lavegens sucessivas com solugdo saturade de sulfato ferroso
e livre de &lcoois e de &gua pela edicao de s6dio metdlico ,
foi destilade a 35°C em presenga de sulfato ferroso seco e

] -
conservade a -20 C ate o momento do uszo.

PREPARAGCAD DE PG ACETONICO DE RACO DE COELHO: porgdes de 100

g de bagos conservados. a -ZQDC, feram homogeneizadas em 11 -
quidificador em presencga de 1 litro de acetona, a «280C. A
mistura, filtrada em placa porosa, fol sucessivamente suspen
sa & lavada., a -2DDC, com 1 litro de acetona, 1 litro de mis
tura em partes iguais de eter e acetona e 2 litros de éter .
0 residuo obtido, apSs eliminagio do €ter foi colocado 3 tem
peratura ambilente, sob uma corrente de ar, trituradeoc em gral,
tamisade para eliminar grandes particulas e conservado am

frascos hermeticamente fechados na geladeira.

SUBSTRATUOS PARA CATEPSINA D: a hemoglobina de coelhoc, e de

carneirc g a de boi foram preparadas em laberatdric a partir
dos globules vermelhos desses animais. FEsses gldbulos eram
lavados 4 vezes com salina isotdnica e recolhidas por centri
fugageo a 1000 g, 15 min. A pape de gidbulos obtida era di-
lufda a 1/5 (v/v) em &gua destilada e o estroma era separado
por centrifugagao a 12100 g, 30 min. e teor de proteinas de-

terminado pelo processo de Microkjeldahl. A hemoglobina ob-
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tida foi conservada a -2808 até o momento do uso. SAH c¢ris-
talizaeda fol obiida de Armour Laboratoriss e SAB cristaliza-

da foi obtida de Fluka AG, Buchs., S5G.

DETERMINACAG DE PROTEINAS: a concentracao de protefinas foi

determinada empregando-se o método de Microkjeldahl (22), ou

8 reacac de Biureto, segundo método de Weichselbaum (23).

COSAGEM DA CATEPSINA D: & catepsina foi dosada segundo méto-
do de Lapresle {17}, modificado, utilizando-se hemoglobina de

coelho ou de carneiro (75 mg/ml). Curvas de referéncias utl
lizando albumina humana e hemoglobina foram preparadas e caonm
paradas de modo a permitir a utilizagéo do mesme concelite de
unidade empregado em trabalhos anteriores: Lapresle (17),Ran

gal e Lapresls [(20).,

CROMATOGRAFIA EM CELULOSE: Dietilaminoetil-celulose e carbo-

ximetil~-celulose obtidos de Bio. Rad Laboratories-32%, Grif-

fin, Richmond, Calif, USA, foram usadas em colunas de 2,5 cm
de didmetro x 60 cm a 4°C. As cromatografias em celulose mo
dificadaes (DEAE-celulose & CM-ecelulose) foram realizadas de

acordo com as instructes fornecidas em Sober et al. (24].

Os tampoes usados nessas cromatografias con -
sistiam de mistura de fosfato monobdsico e dibésico de potés
sio, nas proporgoes exigidas para obtencao do pH e forga iG-
nica requerida pela experiéncia. A molaridade de tempao uti
lizado € calculada em relagao de fosfato, & o pH & medido pe

lo potencitmetro.

CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX: foi utilizado Sephadex G100, obti
do em Pharmacia UPPSALA, SWEGEN. As indicagoOes de Flodin

(25} foram seguidas na realizacac das cromatografias em Se-



phadex.

PRECIPITACAD EM MEIO GELIFICADO: as técnicas ds imunodifusac

foram realizadas em gel de agar a 1% em meioc salino isotdoni-
co de pH 7,2~7,4 conforme instrucgdes de Ouchterlony (26). As
imuno-gletroforeses foram realizadas conforme as indicacgdes
de Grabar e Burtin (27), em placas de vidro de 12 x 8 cm ou
de 6 x 4 om, contendc uma camada de 3 mm de espessura de a-
gar a 1%, tampac veronal, pH 8,4, 1 = 00,0025 com gradignte

de potencial de 18 volts/cm, durante uma hora & 20 min.

DETECCAO DE ATIVIDADE PROTEOLITICA: as experigncies de deteg

gao de atividade enzimatica foram realizadas em gel de agar

segundo métode de Urisl et al. (281, As laminas de agar a-
pSs a eletroforese simples nas condigGes acima descritas, fo
ram imersas numa solugac de SAB a 0,2% em tampao acetato de
sodio HC1 pH 3,5, 4 = 0,4 em presencga de cisteina 5xlD_3M.As
laminas foram incubadas a 37°C pelo espago de 18 h, fixadas
numa solugac de &lcool a 50% contendo 4% de dcido acético,ssg
cas e coradas pelo amido Schwartz. Juando a hemoglobina foi
utilizade como substrato da catepsina D nessas técnicas, o

pH ere ajustadoc a 3,3.

DETECCAD DE ATIVIDADE ENZIMATICA NOUS IMUNE-COMPLEXOS: o méto

do de Uriel {29) foil seguido para realizar essas experien-

cias, com modificacgbes descrites por Weston {30G). As lami-
nas de imunoeletroforess em gel de agar, contenda as linhas
da precipitaecac & serem examinadas, foram lavadas em NaCl
0,15 M ne geladeire por 2 dias, trocando a solucgac cada 2 h,
g em seguida em sgua destilada 2 vezes por 2 h @ secas a
377¢C.

UUma segunda lamina de agar, preparada dc mes-
mo modo como para eletroforese foi imersa em tampac formiato

de sodio (pH 3,3 , 0,25 M! a 4DC, por 168 horas & &m seguidsa
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numa solugao de £,5% hemoglobina no mesmo tampdo, a tempera-
tura ambisnte por 30 min. Essa lamina retireda da solugaon
de hemoglobina era colocada em contato com a lamina seca de
eletroforese. Ambas as 1l&minas eram incubadas juntas a 37%
por 2,5 horas. A lamina de substrato era desprezada & a la-
mina original de eletroforese, fixada por 2 h em etancl-dguae

-dcido acético (50:45:5 wv/v), era corada pslo amido Schwartz



RESULTADROS

1. PURIFICACADC DA CAT D

1.1 ESTUDC COMPARATIVOD DE  ACAC BA CAT [ SOBRE VARIOS SUBSTRA-
TS 2

Com objetivo de encontrar um substrato adeqguado
capaz de substitulr a albumina humana, foram realizadas as ex
periéncias indicadas a seguir:

Solugoss de hemoglobina de coelho, ds carneiro e
de bol foram preparadas de modo a conter 25 mg.prot./ml, ajus
tadas a pH 3,5 com HCl 1 N, Porgdes de 0,5 ml foram distri-
buidas em guantidades constantes numa série de tubos. Uma mes
ma amostra da cat 3, previamente dosada pelo método de Lapres
le com albumina humana (17) foi utilizada. Porcgoes de 0,5 ml
da cat contendo concentragdes varidveis da enzima foram adici
onadas as solugbes de cada substrato, seguindo-se as mesmas ]
tapas da dosagem da cat D, pelo métodc de Lapreslie.

A Fig.Z apresegnta os resultados obtidos nesse es
tudo. Pode-se observar gue todas as hemoglobinas gatudadas
foream degradadas pela cat 0 8 gue as curvas referentes & de-
gradagao de hemoglobina de coelho e da de carneire aproximam-
-se da curva correspondente a degradagac de albumina humana.
Tais resultados mostram que & hemoglobina de coelho e a de
carneiroc podem ser empregadas como substratos de cat 0, subs-

tituindo a albumina humana.

¢ séro albuminz humana
020 » hemeglobina de carneiro
& hemogiohing bovina
& hemoglobina de coelho
o £
T‘:‘ %
]
® W
1
gz .
w -3
2 o
< M v
2~
[=]
S g
W
>
0 "
T " :
o} 5 10

CONCENTRAGAO DA £NZiMA (u. CAT D)

Fig{'E ~ Agao da catepsina D sohre véarios substratos.
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1.2 DETERMINACAC DE pH OT IMO

Para determinar o pH Stime de agao da cat O uti-
lizando hemoglobins de coelho como substrato, foram realizs

das as experiéncias indicadas a seguir:

Diferentes solugdes do substrato empregado em
concentragao 75 mg/ml foram ajustadas com.HE:I a diferentes
pH de 2 @ 5. Essas solugoes foram misturadas a 12 U. de cet
O previamesnte ajustada ao mesmo pH. A dosagem de atividads
fol realizada seguindc-se as indicagﬁea de Lapresle para al-
bumina humana.

A Fig.3 epresenta os resultados obtidos. Pode-
-8 verificer que a atividade maxima da cat 0 foi observada

guandeo o pH estava em torno de 3,3.

Resultados semelhantes foram ohservados com a he

moglobing de carneiro.

034

0,2

il

£ 555 mu

0,1

Fig.3 - Agédo da cat D sobre hemoglobine de coelho em dife-
rentes pH.
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1.3 INFLUENCIA DA CONCENTRACAC DO SUBSTRATC NA ATIVIDADE EN-
ZIMATICA:

Com objetivo de determinar a concentragas dtima
da hemoglobina de couelho p ares dosagem da cat, esse substrato
foi testado em difersntes concentragoes a pH 3.3 frente a &
U. de cat D. As mesmas et apas da dosagem foram seguidas. Us
resultados acham-se aprese ntadeos na figura 4. Pode-se veri-
ficar que a guantidade de produtos da degradagao formados au
menta com acrescimo da quantidade do substrato. Fntretanto
a inclinacao da curva aproxima-ss de zerc com guantidades
crescentes do substrato. Resultados semelhantes foram cbti-

dos caom a hemoglobina de carnsiro.

02.]

£ 555 mu

0%

. . . .
0 50 100

CONCENTRAGAC DO SUBSTRATO (mg./ml)

Fig. 4 - Influéncia de comcentragado de hemoglobina na ativi-
dade enzimatica.



1.4 PADRONIZACAD DO TESTE DE ATIVIDADE ENZIMATICA:

Apds a determinacgdc das condigbes otimas da dosa
gem da catepsina D utilizando nhemoglobina de coelho foram
realizadas as experiéncias indicadas a seguir com o fitc de
estabelecer uma curva padrdo para testar a atividade enzimé-
tica. Quantidades varidveis de catepsina D foram utilizadeas
pera digerir albumina humana em idénticas condigbes cdescri-
tas por Lapresle. Idénticas quantidades de uma mesma amos-
tra da catepsina foram utilizedas em experiéncias paralelas

utilizando-se & hemoglobhima de coelho 8 a de carnsiro.

Os resultados acham-se expresscs nas figuras 5 e

g .
o S8ro albumina humana .
» Hemoglobina de coelho °
62
o
L ]
g
el
&
w 01
Q
-
O i T T T T
c 2 4 8 8 10
UNIDADES DA CAT. D/mi
Fig. 5 - Curvas pedrac da digest&o da hemoglcobina ds coelho

e da albumina humana pela cat 0.
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03]
*
0,2
g
Y
19
[Te]
had
01
e y R ——
0 2 4 6 8 10
UNIDADES D& CAT. D/ml
Fig. 6 - Curva padr2o da digestao de hemoglobina de parnsiro

pela cat D.

1.5 PURIFICACAD DA CATEPSINA D A PARTIR DE PO ACETONICO:

Diferentes partidas de po acetdonice foram prepa-

radas e utilizadas nas experieéncias indicadas a seguir:

Ceda 100 g de bagos congelados forneceram, em mg
dia, 12,0 g de pG ascetdnico. Os resultados indicados a se-
gulr representa medias obtidas de diferentess preparagbes. Em
cascs especificos, que serds indicados no decorrer ds descri

gao, resultados de uma mesma partide s&o apresentados.

1.5.1 Extragao da catepsina D:

A fim de determinar as condigdes otimas para ex-
tragaoc da enzima, porgbes de pd acetdniceo foram suspensas em
diferentes solventess e mantidas a 0°C pelo sspacgo de 18 h.ES
sas suspensoes eram centrifugadas a 4800 g, 20 min. a 59c, 0

tgor de proteinazs e atividade enzimdtica dos sobrenadantes o
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tidos eram determinados conforme indicado em material e méto-
doa.

Cs resultaéoé obtidos acham-se exemplificadoes na
tebela 1. Pode-se verificar que as preparacbss feitas em so0-
lugadc fisiolégica contendo 3% de pd acetdnico foram as gue per
mitiram extrair maior guantidade da enzima por grama ds pé

e gue apresentam malor atividade especifica.

Tab. 1 - Extragéo da cat O por diferentes sclventes.
Cancentragao Unidades Atividade
Solventes de po por grama especifica
acetonico de pd (V. de cat. mg. prot)
Tampag fosfato 3 % Q66 29
0,05 M pH 8,0 '
Agua destilada 3% 1133 3,4
3% 1183 3,5
Salina Fisiologica 6 Q30 2,8
12 305 2,2

1.5.2 Eliminagas deo material instivo a pH 4,5:

Com abjetive de uma purificacan prévia do sxtra-
to bruto da enzima, solugdes de catepsina [ preparadas a par-
tir de suspensoes a 3% de pd acetonico, em salina fisioldgica
foram colocadas em banho de gelo. A estes solugoes foram adi
cionadas gquantidades suficientes de HC1 0,1 N gelado, gcocta a

gota, com agitacdo constante, de modo a levar o pH a 4,5. Nes

tas condigdes forma-se um precipitado gue foi sliminado por
centrifugagao. 0O precipitade foi lavado duas vezes em salina
8 0s sobrenadantes reunidos. A atividade proteolitice = o

teor proteico da solugao antes e apos & precipitagao a pH 4,5
foram determinados conforme indicado em material e métodos.

Pode-se verificar nos dados apresentados na tabg
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la 2 que a precipitacac conduz a uma purificagado de cerca de

1,6 vezes, sem perda apreciavel do namero total de unidades,

Tab. 2 - Resultados de precipitagdo do materisl inativo a pH

4,5,

EXTRATO BRUTO APOSAPEECiF::gACAD

Experiéncia Unidades fitividade especifica Porcentagem de Grau de

nimero totais {U de catsmg de prok]  rendinento pusificagic
25 3300 3.8 84% 1,7
2% 13 200 44 Mm% 1,6
27 16 000 4.6 105 % 16
28 13 000 3,2 1M1% 2.1
30 13 600 3,9 102% 18
31 11 400 4,5 105 % 1,8
41 10 168 7,7 94% 14
42 7 930 6.8 103% 14
43 10231 6,0 98% 15

1.5.3 Estudo comparative da nrecipitagao fraclonada da

cat O com solventes polares e apglares:

Esse estudo fol realizade com o objetico de en
gontrar condigbes Otimas e econdmicas para mailor purificagao
s concentracado da cat D. Experiencias utilizando-se {NH432
SD4 {solugae concentradal, acetona e alcool metflico para

precipitar a cat D foram realizadas.
A} PRECIPITACAC PELO {NH4}ZSD4:

Porgdes de 100 ml da cat D apds a eliminagao
do material inative a pH 4,5 foram ajustadas a pH 7.0 com
NaOH 0,IN » precipitadas com solucac saturada de {NH4]2584 a
35%, 50% e 100%, gota & geta, com agitagac constante a 4%.0
precipitado formado em diferentes concentragdes de (NH4]2804
foi separadp por centrifugacao a SOﬁ, 4800 g, 30 min. ressus
penso em &égua destilada e dialisado contra a mesma, @ 4° ¢

até livrar-se de (NH,),S80,. 0O material qus nermanecia inso-
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ltével apcs didlise ere eliminade por centrifugacdc a 12000 g,
30 min., = SDC e 0 sobrenadaente obtido era utilizedo para de-
terminagao de atividade enzimdtica e da concentragao de pro-

teinas.

Cs resultados obtidos acham~-se sxpostos na tabels
3. Pode-se verificar gue a atividade especifica do material
recuperado segundc essa técnica € relativamente baixa. Ade-
mais, experiencias de fracionamento por cromatcgrafis em celu
lose modificada mostraraem gue o material precipitado contém
pigmentos gque se fixam de modo irrsversivel nas colunas da

DEAE - celuleose e CM - celulose.

Tab. 3 - Precipitacao da cat D pslo (NH43?504 a pH 7,0.

. ATIVIDADE ENZIMATICA
ESTAGIO DE
PRECI?ITA(;EO UNIDADES TOTAIS ATWIDADE ESPECIC
{usmg. ProT.)
Extrato brute 3250 3,4
35 % ge INH.}So, 612 3.8
50 % de (NH.)Se, 2 564 45
100 % de CAH,}50, 19z 5,5

B) PRECIPITACAD PELA ACETONA:

0 estude das condigdéss de precloitecac da cat

D em misturas agua-acetona foi levado a efeitc em experian-

cias efetuadas a temperaturas préximas ao pentc de congelamen

tc das misturaes, variando-se, em cade experiencia, ssia a con

centracac da acetcna, seja o pH do msio, conservendo-se & for
g& idnica préxima de 0,15.

Porgdes de 100 ml de cat D, obtidas apds a slimi-

nagac do material inativo a pH 4,5, foram sjustadas a diferepn
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tes pH pela adigao, gota a gotas, com aegitagdo constante, a
UOE, de gquantidades adequadas de HC1 0,1N ou NaOH 0,1N. A
cada porcao, mantida em temperaturas prdximas ao ponto de
gongelamehto, adiciovnaram-se guantidades crescentes de ace-
tona resfriada a -20°C, de modo a obter concentragées de a-
cetona correspocndente a 33%, 6E% e B80%. O precipitado for-
mado em diferentes concentragbes de acetona foil separado por
centrifugag%o a 4800 g, 20 min., a —ZOGC g a acetona foi e-
liminada o mais completamente possivel. O precipitade obti
do, suspensc em 10 ml de tampdo fosfato pH 8,0, 0,01 M, foi
diaslisado durante a noite, na geladelira, contra o mesmo tan
pao. 0O material gue permanecet insoldvel apds dialise foi
eliminado por centrifugacac a 12100 g, 20 min., a % e o
sobrenadante claro obtido foi utilizado para determinagac da
atividade enzimdtica e da concentragao de protefnas.

0s resultados, sumariados nas figuras 7 a 11 1in
dicam gue a cat D pode ser precipitada guantitativamente do
extrato bruto utilizando-se concentracgdes adeguadas de ace-
tona.

Oe acordo com ¢s resultados apresentados, pode-
~-58 prever gue, sliminando-se o precipitade formadao a pH
5,0 com 33% de acetona e recolhendo-se o precipitado forma-
do com concentregac de 68%, deveremos ter, praticamente, a
totalidade da snzima. Experiéncias realizadas nesse senti-
do, sumariadas na tabela 4, confirmaram esta preavisao & in-
dicaram que a enzima obtida acha-sg purificada cerca de 2
vezes & concentrada 10 vezes. A cromatografia do material
cbhtido desse modo mestrou a auséncia de gualguer nigmento

fixado na coluna de DEAE - gelulose cu CM - celulose,
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Tab. 4 - Precipitagao da cat O pela acetona em pH 5,0.

ANTES DA PRECIPITAGRO  APOS PRECIPITAGAC COM ACETONA
3BX 66 X
Exp.
" UNIDABES ATIVIDADE PORCENTAGEM PORCENTAGEM
numero TOTAIS ese (U bE DE GRAU OE GE GRAU OF
CAT. /mg. PRAOT)| RENDIMENTD PURIFICAGAQ RENDIMENTO PURIFECHCEG
25 | 3100 6,6 6,4% 0.6 77.4% 22
26 | 14600 7.0 1,3% 0,3 945% 1.6
27 | 17000 7,8 4.6% 0,3 65.2% 1.9
28 | 14500 6,6 41% 0,3 758% 14
30 | 14000 7.4 21% 0.3 65,0% 2,9
31 | 12000 8,3 2.5% 0,4 750% 14
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C} PRECIPITACAC PELD ALCOOL METILICO:

Experienciaes da precipitagao da cat O conm
dlcool metilico foram realizadas, nas mesmas condigoes da
precipitagaéo com acetona. A tabela 5 apresenta resultados de
um estudo comparative entre a precipitacao com acetona e al-
cool metilico. Pode-se verificar que a cat D precipitada pe
la acetona apresenta recupsracgaoc e atividade aspecffica maio

res em relacao a enzima precipitade pelo dlecol metilico.

Tab. 5 - Precipitagao da cat D pela acetona cu pele &lcool
metilico a pH 5,0, u = 0,15, temperatura proxima ao
ponto de congelamento.

COM ACETONA COM ALCOOL METLICC
X de Ativ. Esp. £ de Ativ. Esp.
rendimento U/myg. Prot rendimento U#mg Prot
Apds a precipitagic P
corn 337 de reagente 6.4x 45 33,84 8.0
Apés a precipiagdo
com 667 de reagente rax 5.1 3.8% 1.5

1.8 PURIFICACAO DA CAT D A PARTIR DE BACOS CONGELADOS:

A fim de verificar se o preparo do pd acetd-
nico poderia ser omitido, purificando-se a catepsina dirsta-
mente do extrato de bagos congelados. foram resllzadas as ax

periéncias indicadas a seguir:

Porgoes de 100 g de bagos congelados foram
homogeneizados em 330 ml de salina gelada & & suspensaa, man
tide em geladeira durante a noite, fol filtrada em gaze e

centrifugads a 4800 g, a 0°c, Apds a eliminacac do material
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inative a pH 4,5, 0 tesor de proteinas 2 atividade enzimética
desses extratos foram determinados confcorme indicado am mateg
rial e metodos. Com este matsrial, expesriéncies semelhantes
as indicadas no item anterior foram conduzidas com o fito de
verificar & sclubilidade da cat D nas diferentes misturas a-
gua-acetona. 0Os resultados obtidos indicaram gue apsnas par

te da cat contida nos extratos pode ser recuperada.

1.7 ANALISE CROMATOGRAFICA:

Com objetivo de estudar as condigfes dJtimes
para maior purificacao da cat D, vaérias experiencias de fre-
clonamento por cromatografias em DEAE - celulose e CM - ce
lulose foram vrealizadas utilizando tampédo fosfato de potassi
para elulr a enzima. A eluigém da cat fol estudada varisndo-
-se quer o pH , guer a molaridede do tampac eluente. Algu-
mas experiencias realizadas na temperatura do meic ambiente,
mostraram a recuperacaoc parcial da enzima. Por esta razao,
todas as experiéncias de cromatografis exescutadas s sgguir
foram reelizaedas em geladeirs a 4DC. A utilizagdoc de CM-ce-

lulose mastrou purificacéo insignificente da enzima.

Os resultados obhtidos nesse estudo mestraram
gue as melhores condigdes pare purificagac de cat D sao as

indicadas a segulr:
la. Eromatografis.

A cat 2, obtida pelas precipitacédoc com acsto-
na, dialisada contra tampao fosfato de potassio 0,05 M oH
8,0, fol colocada numa coluna de DEAE - celulose, gquilibra-
da com o mesmo tampdo. A enzima foil eluida com tempac fosfa
te 0,05 M pH 8,0 & as proteinas gue permaneceram na coluna
2P04 0,5 M, A figura 12 ¢

a tabela & apresentam o¢s resultadeos ohiidos. Pode-se verifi

foram elufidas com NaCl 0,5 M + KH

car gue & enzima fol recuperada em duas fragoes: F1l represen
ta a maior atividade enzimadtica, cerca de 72% da atividadedo
precipitadec com acetona, contende 30 U./mg.pret. g FZ repre-

senta apenas 5% da atividade iniciel, contsndeo 2 U./mg.prot.
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As dues fragdes foram recolhidas separadamente, dialisadas
contra &gua destilada por 2 h, congeladas em nitrogénio 1{

gquido e em seguida liofilizadas.
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Fig. 12 - Resultados da la. cromatografia em DEAE - celulp
se, eguilibrada com tampao fosfato 0,05 M pH 8,0
A cat foi elufida com o mesmo tampao.

2a. Cromatografia.

A fragao 1, cbtide no ftem anterior, dias-
splvida em 18 ml de sgua destilada, dialisada contrs tam-
pao fosfato de potéssie 0,005 M pH 8,0 , foi colocada nu-
ma segunda coluna de OFAE - pelulose, eguilibrade com 0
mesmoc tampac. A eluigas feoi regalizade com tamao fosfato
0,005 M pH 8,0 ate o aparecimento do primeiro pico. Em sg
guide fol utilizado um gradiente linear de 250 ml de tam-
pao fosfete 0,05 M pH 7,0. As protefnas gque permaneceram
na coluna foram eluidas com NaCl 0,5 M + KH2P8%. A figura
13 & & tebela E apresentam os resultados obtidos nessa ex-
periéncia. Pode-seg verificar que a cat O foi eluida des-
sg modo em trés fracoes:

F1) com 1% de atividade enzimatica inicial, contende 1,3U/
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mg prot.
F2) com 45% de ativi cdade enzimatica inicial, contendo 52,0
U/mg prot.

£3) com 14% de ativi dade enzimatica inicial, contendo 33,3

U/mg prot,

As tr €s fracgbes foram recolhidas separada-
mente, dialisadas con tra dgua destilada, congeladas em ni-
trogenio liquido, lio Ffilizadas e guardadas até o momento da

terceira cromatografi a.

20 L40,0
fe—. £ 280 mu
o—a Atl widade enzimbtica E
~
o
{ o
i =
i =
Iy
| <
= 3
i T | 200
g‘ 1,64 Po=
Pt — %
(o] [ ”
© P t
“‘ 2 3
. = 2 =
T Z
R -
;’ "\‘ e .
P Nacl+KHPO,
! . T /
a DL 4 : el ‘“#”
) 500 1000

voLume (mi)

Fig. 13 - Resultados ais Z2a. cromatografis em DEAE-celulose,
equilibrada com tampac fosfato 0,005 M pH 8,0. A
cat foi eludda com gradiente ds tampao fosfa-
to 0.005 M pH 8,80 e 0,05 M pH 7,0.

3a. C romatografia,

A fra«gac 2, obtide na sepunda cromatografisa,
dissolvida em 12 ml de= agua destilaeda, ajustada a pH 8,0 com
K2H PD4 1 M, dialisads contra tampao fosfato de potdssio
0,03 M pH 8,0, foli ceolocada numa coluna de DEAE - celulcse
equilibrads com o mesgnoc tampac. A cat D foi eiufda com tam
pac fosfato 0.03 M pBd 8,0. A figura 14 e a tabela B apre-

sentam os resultades enxbtidos. Pode~-se verificar que a cat
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0 foi elufda em 7 fragoes de atividade enzimdtica diferente ,

F3 £ de maior atividade com 100 U/mg prot. Entretanto,., & so-
Md das atividades desaas fragbes representa 65% da

inicial da cat 0 cromatografada.

atividads

A cromatografias de filtragac fol realizadanu

M& coluna de Sephadex G100, equilibrada com tampao

contendo NaCl 0,15 M.

0,005 M pH 7,0,

fssas

Mostraram purificacdo parcial da catepsina O.

fosfato

experiencias
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Fig. 14 - Resultados da 3a. cromatografia am DEAE - celulose,
gquilibrada com tampap fosfato 0,03 M pH 8,0. A
cat foi slufda com o mesmo tampao.

Tab. 6 - Resultados de varios estdgios da purificagao da cat

D & partir de po acetdnico.

ESTAGIOS DE  PURIFICAGAD ATIVIDADE ENZIMATICA

U. Totals Ativ. Esp.

U./mg. orot.

1. Extrato breate: 3% de pd acetinica em safina fisioflgica 9 660 5.2
I1. E#tminagdp do material inative a pH 4,5 Q9 200 6,5
I1i. Precipitado 2 86¥ acetona 7 800 10.7
1V. Cromatagrafia em DEAE -celulose e eluigdo da F1 58600 30.0
cat I com tampdc fesfate 0,05 M pH 8,0 Fa 375 2,0
V. {romatogrefiz de Ot (estdgis tv) em DEAE-celuiose F1 50 1.8
e elujde da cat D com gradiente de tampao fosfato Fg 2 500 52.0
0,025 M ph 8,0 ¢ 0,05 M pH 7,0 ;"3 BOG 33‘3
Fi__ 370 60.5
VI Cromatografiz de Fg {estdgio v) em DEAE-celulose ?2 250 70.0
e eligdo da tal D com tampdo fosfato 0,63 M pH BO F3 180 100,0
F, 320 §7.5
Fg 90 75.0
Fs 200 71.4
Fv 25 25.0

ot

g
o2
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1.8 ANALISE ELETROFORETICA DA CAT D PURIFICADA:

Com objetivo de obter informacdes sobre as rg
ferentes etapas da purificacao da caet D, o material cbtido
nas diferentes etapas da purificacéo, indicada na tabela B,
foi submetido & anadlise eletroforética em gel de agar, con -

forme indicado em material & métodos.

As filguras 15, 16 e 17 apresentam o0os resultfa-
dos obtidos. Pode-se verificar gue o extrato inicial conteém
grande nimerc de componentes prateicos gque foram sucessiva-
mente eliminados em diversas etapas da purificagéc. 0 mate-
rial pobtido no estéagio (V) da purificacgac, apresentou-ses,nos
testes de eletroforese, como sendo constituido por um compo-
nente distribufdo nas regitoss correspondentes a Alfa e Bets
globulinas. Restricdes impostas pela baixa coencentragac pre
teica e pela pequena guantidade obtide nos estagios finais
de purificagdo, dificulteram a andlise sletroforétice desse
material. Contudo, esse material examinado em 1,2 mg prot/
ml, mostrou-se como um componente aparentemente puro situado

na regiao de Beta globulinas.

Fig. 15 - FEletroforese em gel de &gar
a) Soroc normal de coelho, 3 mg prot/ml
b) Cat D, estédgio II da purificacao, 6 mg prot/ml.
c} Cat DO, purificada pela precipitagac com acstona,
gstépia III, 13,8 mg prot/ml.
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16 - Eletroforese em gel de agar
1) Cat D, Fl, estagio IV da purificacgda, 9,5 mg
prot/mi.
2} Cat D, F2, estagioc IV da purificagao, 7,5 mg
prot/mi.
c) Cat D, purificada pela precipitacac com aceto-

ne, estagio III, 13,8 mg prot/ml.

17 - Eletroforesse em gel de agar da cat D purificada ,

estagic V.

il F1, 5.4 mg prot/ml.
21 F2, 2,4 mg prot/ml.
3} F3, 1,2 mg pnrot/ml.
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1.9 CARACTERIZAGCAO DA CAT D NA ANALISE ELETROFORETICA:

DiFersntes preparag’ées da cat O em varios BS
tagios de purificag&o foram examinadas, pelo método de Uriel,
conforme indicado em material e métodos, a fim de caracteri -
zar, nas experiéncias de eletroforese, componente com ativide

de enzimdtica.

As figuras 18, 18, 20 e 21 apresentam osg re-
sultados obtidos. Pode-se verificar que a atividade enzimdti
ca foil cbservade na regido correspondente a Alfa s Beta globu
linas e que, aparentemente, esta atividade estd ligada a dife
rentes componentes cde mobillidede eletroforética muito proxi-

mas entre si (Figs, 19 e 207}.

[y

Fig., 18 - Detecgan da atividade proteclitice apos a eletrofo-

rese em gael de dgar.

b} Cat O, estagio II da purificacan, 6,5 U/mg prot.

c} Cat D, purificada pela precipltagdo com acetona,
estégio III, 10,7 u/mg prot.

Fig. 19 - Deteccac da& atividade proteclftica apds a eletrofo-
rese em ge 1 de agar da Fl, estagic IV ds purifica -
gdo, 30 U/mg prot.
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Fig. 20 - Detecgao da atividade proteolitica apos a eletrofo-
rese em gel de dgar da F2, estagio V, 52 U/mg prot.

Fig. 21 -~ Deteccaoc da atividade proteolfiica apds a eletrofo-
rese em gel de &agar da F3, estagic VI, 1080 U/mg prot.
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2, OBTENCAD DO SORO MONO-ESPECIFICO

2.1 PREPARACADO DE SORO ANTI-CAT D DE COELHO:

A cat O foi isolada & partir de pd acetdni-
co de bago de coelho {a 3% em salina fisioldgica), seguindo-

-3 as etapaes indicadas na tabela B.

Uma amostra da fragac 3, estagio VI foi uti

lizada pere Imunizar 30 cobailas (Csvia cavia) com peso médio

de 250 g + 20 g. Quantidades iguais da cat D g adjuvante
completo de Freund (31) foram emulsionadaes de modo a conter
1 mg prot/ml. Porgoes de 0,25 ml foram inoculadas no coxim
plantar, nas guatro patas do animal. Vinte dias apfs a pri-
meira inoculacgdoc, cada animal foi injetado intradermicamente
na regiéo do dorso,em dois pontos diferentss,com 1 ml da en-
zima dissolvide em salina ( 1 mg prot/ml). Essa inoculacads
fol repetida cada semana até obter nitido fendmeno de Arthus
no lecal da injegao. 0Os animais que mostraram esse fendmeno
foram sangrados por pungao cardfaca, 10 ml de cada animal, e
o soro fol separado & conservado a -2908, até o momento do

uso.,

2.2 ESPECIFICIDADE DO ANTI-SORO:

I - IMUND-ELETROFORESE:

A fim de verificar a especificidade imunold
gica do soro anti-catepsina D, foram realizadas experigncias
de imuno-difusdo {Ouchterlony e imuno-eletroforese}, testan-
do-se o anti-soro obtido contra as diferentes preparacgfes da

enzima em diferentes estagios da purificacaso.

Gz resultados obtidos e apressntados nas fi
guras 22, 23, 24 e 25 mestram que apenas uma linha da preci-
pitageo foi observada nas reagdes sntre o anti-soro e as va-
rias preparagées da enzima em diferentes estagios da purifi-

cagan.
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Fig. 22 - Imuno-sletroforess
a.c) Soro de cobeia anti-cat O de coelho,
b} Extrato bruto do baco, estagic I da purifica-
gao, 5,2 U/mg prot.
c) Cat D pgrificada pela preciplitagao com aceto-
na, estagio III, 10,7 U/mg prot.
o+ -

Fig., 23 - Imuno-slstroforess
4.0} Soro de cobaie anti-cat 0 de coelho.
F1) Cat D, fragao I, sstdgio IV de purificagio 30

U/mg prot.
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Flg., 24 - Imunc-eletroforese
a.c) Soro de cobaia anti-cat D de coslho,
F2)} Cat D, fragao 2, estdgic V da purificagdo, 52
U/mg prot.

Fig. 25 - Imuno-sletroforess
a.c)] Soro de cobaia anti-cat D de coelho.
F3) Cat D, ¥fragac 3, estdgio VI da purificacgao.
100 U/mg prot.
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II -~ DEMONSTRACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA NOS IMUNG~COMPLE-
xX45:

Com a8 finalidade de verificar se os imuno-
-complexos nas experiencias de imuno-difusao possuiam uma ati
vidade enzimatica, as técnicas de Uriel (1983) e de Weston

{1969) foram utilizadas.

Os resultados obtidos e apresentados nas fi-
guras 26 e 27, mostram que os imunc-complexos desenvolvidos ma

experiéncia anterior (ftem T} apresentam atividade enzimatica.

Fig. 2B - Atividade proteciitica nos imuno-complexos das expe
rienciaes de imunoc-difusao.
S.Nn.C.)] Sorc normal de coelha, 3 mg prot/ml.

1) Cet 0O, 1,5 mg prot/ml
2) Cat 0O, 1,0 mg prot/mi
3) Cat D, 500 ug prot/ml
4) Cat D, 250 ug prot/mil
5} Cat 0O, 150 ug prot/ml

a.¢} Soro de cobaila anti-cat D de coelho.
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Fig. 27 - Atividade proteclfitica nos imunc-complexos das ex-
periéncias de imunc eletroforese.
c.d) Cat D, 52/U mg prot.
a.c) Sore de cobaia anti-cat D de coelho.

11T - PRECIPITAGAOD DA ATIVIDADE ENZIMATICA PELG ANTI-SORO:

Com o objetivo de comprovar a especificida-
de do sore anti-cat D, foram rsealizasdas as experiéncias indi

cadas a seguir:

Uma amostra da cat D nao purificada (5,2 U/
mg prot.) previamente dosada, foti dilufda em tampéo fosfato
to,02 M pH 7,1) de modo a obter 40 U/ml. Porgbes de 0,5 ml
desta cat, foram misturadas a diferentes soros conforme abal
%z indicados:
la. reagao: soro de cobaia anti-cat D (0,5 ml)
2a. reacdo: soroc de cobaia normal (0,5 ml)
3a. reagao: soro de cobala anti-gama-globulina de coelho

(0,4 ml).

ARos tubos correspondentes a terceira reagao,
apds a adigao da cat [, fol adicicnado 0,1 ml de uma solugac
de gama-globulina de coelho (4 mg prot/ml)} de mode a precipl

tar na equivalencia, todos os anticorpos anti-gama~-globulina
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presentes. As misturas realizadas 2m tripliecatas,; foram incu-
badas =& 3706, por ume nora, & segulr incubadas a DGC, durante
16 horas. ApoOs & centrifugecédn a 1000 g, por 15 min,, para
eliminar o precipitado, a2 atividade enzimaiica dos sohrenadan

tes foil determinada conforme indicade em material e métodos .

Os resultados obtidos sao apresentados na tabela 7. Pode -se
verificar gue o antl-soroc na primeira reacéo, fol capaz de
precipitar a totalidade da enzima adicionada, enquanto gue

nas reagoes de controle ndo houve alteragdo de atividade enzi

matica.
Tab. 7 - Precipitagao da cat D pelc anti-soro.
12 Reagao 22 Reagdo 32 Reagdo
{coanrrole) Cconrrote )
Dosagem da ¢\ 20 U/ml 20 U/ml
Lcafepyna D




DISCUSSAC

A atividade protesolitica do extrato do bago
de coelho foi investigada por Lapresle, & partir de 1855 ,
{16,17) utlilizando albumina humana comoc substrate. A demong
tragao de que ests enzima era diferente das catepsinas A, B
e C (18) levou Lapresle & Webb a designarem essa enzima de
cat 0, em concordancia com idéntica dencminagao utilizada
por Press gt al. (14) para designar uma enzima com caracte -

risticas semelhantes, isclada do hago bovino.,

UOs dados apresentados no presante trabalho
mostram gue a cat D de coelho & capaz de degradar hemoglobi-
na de coelho, de carneiro e de boi (ftem 1.1)}. 0O pH ctime
de ativlidade para as hemoglobinas de coelho & de carnegiro se
situa em torno de 3,3 , enquanto gue o pH ¢timo para degrada
¢d0 de albumina humana estd em torno de 3,5 (16,17 e 18). Es
te fato estd de acordo com observagtes anteriores de Press
et al. ., segundo os gquals o pH Stimo para atividade enzimdti

ca pode varilar de acordo com o substrato utilizado,

A determinacao das condigbes de agao da cat
D sobre hemoglobina de goelho e de carneiro ({tens 1.2, 1.3
€ 1.4) permitiram gstabelscer curvas padraoc compardveis com
8 curva sstabelecida por lLapresle. A possibilidade de utili
zar o concelto original da unidade empregando um sybstrato
mencs ocustoso e de facill cbtengéo, represgnta uma gvidente

vantagem.

Os métocdos de purificagdo da cat 0 descri -
tos por Lapresle e por Press, utilizam cromatografia em DEAE
-celulose nos estagios inicieis de purificecio. A existén -
cia, nos extratos de bacgo, de um pigmento que se fixa irre -
versivelmente a DEAE-gcelulose, apresenta a principal dasvan-
tagem desses meétodos. As experiéncias relatadas no presente

trabalbo mostrem gue este incoveniente pode ser contornado.

A partir de preparagoes de pd acetdnico g
possivel extreir a2 cat utilizando &gua destilada, salina fi-

siologica ou tampédo fosfato 0,05 M pH 8,0 ({tem 5.1). As
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extracOes feitas com salina fisioldgica. gquando comparadas
com as realizadas com tampao fosfato e agua destilada, a-
presentam maior guantidads da snzima com malor atividads es
pecifica. Esses extratos contem o material inativo gque po
de ser eliminado a pH 4,5 (ftem 5.2) sem perda apreciavel
do ndmero total de unidades conduzindo uma purificagdo cer
ca de 1,6 vezes. Esses resultados estao em concordancia

com ohservagoes anteriores {17 e 18).

As experiéncias de precipitagac com sulfa
to de amdénie, utilizando diferentes concentragoes desse rea
gente, mostraram que o grau de purificacaoc obtido e relati
vamente desprezivel. Ademais, o emprego desse meétodo nac
permitiu afastar incoveniente da presenga dos pigmentos gue

sg fixam de modo irreversivel ao DEAE-celulose.

A técnica de isclamento de proteinas a
partir de misturas complexas atraves do uso de solventes a
polares (32) tem side utilizada em numerQgsos Cas0s. Utili
zando-se condicdes controladas (concentragado da proteina ,
pH, forca ionica, temperatura e concentragac ds solventel,
¢ possivel isolar-se protefnas com alto grau de pureza, op
tendo-se,algumas vezes, a cristalizagao do produto com al-
to grau de recuperagao (32 e 33). Embora, ssse método do
ponte de vista teorico possa ser aplicadoc a gualquer caso,
do ponto de vista pratico apresenta limitagﬁes sgrias, co-
mo por exemplo, o controle estrito de temperatura gue deve
ser mantida, em todas as stapas da experiencia, semprs pré
xima so ponto de congelamento da mistura. Temperaturas lg
vemente superiores a ssteg ponto, levam , freguentemente, a
desnaturacgdo irreversivel da proteina. 0O estudo da sclubi
lidade da cat D em misturas agua-acetona (ftem 1.5.3),con-
firmando dados anteriores dests labocratdric (34}, permi -
tiu determinar as condicdes apropriadaes para purificagao
dessa enzima. As expsriéencias feitas com extratos prepara
dos a partir de po acetdnico do bago mostraram que, a seme
lhanga do que ocorre com outros sistemas, existe uma corrg
lagado estreita snire a solubilidade da cat O e uma determi
nada concantracgéc de acetona & o pH dessas sclugdes. utdi-

iizando-se uma concentragac de acetona igual a 33% a pH
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5,0, forga idnica 0,15 a -20°C & possivel eliminar o materi-
al inativo com pequena perda de enzima f{cerca de 5%}. Aumen
tando-se a concentracao de acetona a 86%, nas mesmas condi -
coes de pH, temperatura e forga idnica, pode-ze recuperar cer
ca de BO% de enzima originalmente presente, com atlividade 8s
pecifica cerca de duas vezas maior. As experigéncias de cro-
matografia em DEAE-celulosse mostraram gue & enzima purifica-
da por esse meétodo, nac mais contém o pigmenic gque se fixa
irreversivelmente ac DEAE. Nas condigOes das experisncias ,
a cat D foi menos soluvel entre os pH 4,5 e 5,0 do que em
outros pH. O ponto iscelsetrico da cet 0 de coelho ainda nao
fol determinado. Entretanta, experiéncias de eletroforsse
em gel de &gar, onde a cat D bovina & a cat D de coelho fo-
ram comparadas utilizando-se o metodo de Uriel (29) para de-
tecgao enzimatica, evidenciaram que as duas enzimas tdm mobi
lidade eletroforetica muito prdxima, o gue sugere uma proxi-
midade muito grande deos pontos isoeletrices das duas protef-
nas. Admitindo-se, com base nessas chbservacgoes, que o ponto
iscelétrice da cat 0 de cosliho esteja situado em torne de pH
6,0 & tende em vista o fatoc de gue a menor solubilidade de
uma proteina ocorre guando a proxima ao seu ponto isoelétri-
co, observa-se uma discrepancia esntre o provavel ponto isos-
létrico da cat D e o seu ponto de menor sclubiliidade nas mis
turas ague e acetona. Esta aparente discrepancia pode ser
explicada pela complexidade da mistura inicial, onde diferen
tes componentes podem estar em interagac. Explicacano seme -
lhante {0l aventada paras fato semelhants observado com a to-

xina tetanica (33}.

As experignoias utilizando alcool metilico
como solvente apclar nao permitiram a rescuperacac aprecidvel
da enzima, provavelmente devido a desnaturacéo da enzima em

presenca desse solvente.

As experiencias de cromatografia em DEAE-ce
lulose mostraraem gue se pode obter uma preparacao da cat O
com atividade especifica de 100 U/mg prot., utilizando-se con
digoes descritas no ftem 1.7. Em concordadncia com dados an-
teriores deste laboratoric {35), essas experiéncias mostra -

ram que a cat D € eluida em difersntss fracbes cromatografi-
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cas sugerindo que este enzima €& composta por componentes com
diferentes cargas eletricas. 0 material purificado nas expg
riencias de eletroforese (ftem 1.8) mostrou-se constituidc
por componentes com mohilidade eletroforetica correspondente
a Alfa ¢ Beta globulinas. O estudo de atividade enzimatica
de material submetido a eletroferese {item 1.9) moastrou gue
esta atividade estd em concordancia com mobilidade eletrofo-
rética dos componentes do material purificade e os padroies
de atividade obtidas {(Figs. 19, 28 e 21) sugerem fortemente,
que a cat D de coelho & constitufda por diferentes componen-

tes de mobilidade eletroforética prdximas entre si.

Press gt al. (14} mostraram através de estu-
dos de cromatografia e eletroforese da cat D bovina, gue es-
ta enzima se apresenta sob varias formas de diferentes mobi-
lidades eletroforéticas. 0s dados atualmente o%tidus sobre
a cat D de wvoelho sugere gque multe provavelmente, esta enzi-

ma tambeém ss apresenta formas moleculares diferentes.

s soros de cobaeias 1lmunizadas com prepara-
goes da cat D purificada (100 U/mg prot.}, gquando examinados
por diferentes métodos {{tem 2.2), mostraram que este soro &
especifico para a enzima. A especificidade do anti-soro foi
demonstrada pela analise da difusao em gel de dgar contra ex
trato bruto do bago & outras preparagdes da cat 0. Nesse
tipo de analise, observou-se apenas uma linha da precipita -
¢ao, ne qual foi demonstrade a existéncia da atividade noro-
teolitica. Algumas vezes foram demonstradas linhas duplas
de precipitacac, mas essas linhas foram observadas apenas na
presenga de altas concentragées de antigenao. fsse fenomeno,
provavelments, € o mesmo observado poer Weston (30) e descri-
to por Burtin (195%4) gue demonstrou a existéncia de 1linhas
duplas & ateé quatro linhas guando um excesso de antigeno era
utilizedo. Em nossas observagoes, guando as duas linhas da
pracipitagac eram aparentes, ambas exibiam atividade protec-

1itica.

As experiancias em meio 1fquido mostraram
que © so0ro anti-cat D precipita quando misturado nas prsparsa
coes de enzima eliminando totalmente a atividade proteoliti-

ca. O controle da reagao utilizando um complexo Ag-Ac nan
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relacionado (gama gleobulirna, anti-gama globulina) formadc na
presenga de cat. D mostra gus esta enzima nao & adsorvida pe-

lo complexo Ag-Ac nas condigdes da experiéncia.

Us dados obtidos com o soro anti-cat D, Ffa-
lam em faver de que as preparagioes de cat 0, utilizadas na
imunizagao contém um baixp teor de contaminantes eventualmen
te presantes.

0 conjunto de dados apresentados no presente
trabalho indica que se pode obter preparacodes da cat D puri-
ficada gus permitam a obtenqéc de soros monc-especfficos,tna
nando possivel, desta manesira, o desenvolvimento de estudos

subre a presenga dests enzima em diferentes células.



RESUMO

Os estudos apresentadcs nesse trabalho mostraram

gue:

1. A cat D, extraefda a partir de baco de coelho,
pode ser obtida em alto grau de pureza, utili
zando-se as teécnicas de precipitacao ao ponto
isveletrico e cromatografia em celulose modi-

ficada.

2. A imunizacao de cobaias com a cat D purifica-
da permitiu a obtengdo de um soro monoespeci-
fico anti-cat D de coelho.
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