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ABREVIATURAS :

Ac . Anticorpo.

Ag : Antigeno.

3%A @ Soro albumina bovina,

CAT ou cat : Catepsina.
CB7-Glu-Phe : Carbobenzoxi-Glutamil-Fenilatanina.

DFP ¢ Diisopropil fluors fosfato.

EDTA © Etileno diamino fetra acetato.

FITC : Isotiocianate de fluoresceina.

HSA © Soro albumina humana,

HGG : Gama globulina humana.

KLH @ Hemocianina “Keyhole Limpet™.

LE = Levan,

BCMB ¢+ Para-cioro metil benrzoato.

PMSF ¢ Fepilpmetanosulifanil flynreto.

Prot @ Proteina.

SBI : Inibidor de feijao de soja.

SDS ¢ Dodecil sulfato de sodio.

SRBC : Hemacias de carneiro.

TCA @ Acido triclorcacetico.

TSF ¢ Toluenosylfonil fluorofosfato.
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(Bowen et al, 1973}, o que explica o3 achados negativos de Prass et al (1960)
4 r

resenca desta enzima no bago &

Como a catepsina A hidrolisa o5 substratos sinteticos especificos
ante a esta enzima, mas estu-
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1}, A presenca desta enzima nos 1150550m0S
ato (

foi evidenc to {Shibco B Tappel, 1865;Ccffey
& DeDuve, 1968 & McOuillan, 19673, embora suas propriedades Tisi olc
gicas nao estejarn e esclarecidas

0 grande aumento da atividade de enzimas Tisossomicas, especiaimen
te das catepsinas A e D, foi evidenciado em casos patolhgicos como encefalite
alergica experimental e escler i linizagac por as-

0s
tas enzimas {steﬁ % Davison, 18
d

imas demonstrou gue a
&

epsina D desta pr

0
mecanismo regulador  de

Ve desm1ﬂ§én‘za¢§0 como na

as ca-
ye a catepsina A tem por fun
sina 0 ou por outras protea-

Hopsu-Havu, 1976).  Esta
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peso molecular 50.00 A
ma com producao de fr&gméﬂ

em pH 6,0 e pH 7,4 &0 jado

gmentos de Fo. S ao prolongada da enzima em pH 4,6 . s
£ah sig hidrolisados em nénetides soluvels em TCA {Menninger et
Bk &

ncontro de fragmentos de Igh

=
<
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al, 1976). Estes dados provaveimente esclarecenm

@

no plasma, na urina € nos fluides sinoviais {Bienenstock, 1968, Fehr, 1972). is
tudos comparativos sobre a especificidade das catepsinas B e D, demonstraram !
hidrolisar o colageno insoluvel em pH 4,0 e o cola

- - G e .
gue o catepsing

1

- 5.0, por um mecanismo diferente da colagenase
neutra e que a catepsina B nao tem acdo scbre este substrato em pH 3,0 & sugeri

ram que a catepsina B tem papel relevante no mecanismo alternative da degrada -~

cio do coligeno, tanto em condicdes fisiolbgicas quanto em condigoes patologi -
cas {Burleigh et al, i

u
s trabalhos de Schwartz e Bird (1977}, demonstraram que as catepsines 5 e D hi

Scam as nroteinas miofibrilares; a micsing om pH 5,7 e 3,0, respecth
3 F ] 2 %

§

Y
Aunc oanTIimA A analis Ans nraduios
duas SnzImaAS,. A analise G05% proguios

mesmos substral

U
“turnover” de proteinas miofibrilares

Trabalhos de Baviiss e Ali (1978}, demonstraram na cartilagem osteo

tica humana, maior atividade enzimdtica da catepsina B em relagac da sua
e em cartilagem normal, entretanto, a taxa dests enzima & maior em Jjo -

T
e tende a declinar em adultos e individuos 1dosos.

A caiepgéﬁ@ C, isolada do baco bovino {DelaHaba et al, 1959; Flanta

1
et al, 1964; Metrions, 1966), do figado de rato (Mchonald et al, 1974, Matsuda
et al, 1974) e do rim humano {5ch et 21, 1973), & uma enzima termo- -estavel]

o

1
a. Purificada cerca de 250 vezes ({DelaHaba

acetato & PLMB.

a presenga de ions
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de formas mutti
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to, de peso molecular 150,000 - 8.000, gue sao antigenicamente muite proximas

entre si.

]
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(1965}

C hidroii

A enzima age preferen-

iduo de fenilalanina ou
ipsina. Ho entanto, a especifici-
ita, nao age schbre a beta-alanil-L-fenilalanina
mida, hidrolisavel pela quimotripsina. A Unica diferenca entre este substrato e

g}écééwfeniéa?a“znaflas, substrato da catepsina C, & a introducao de um grupa
mento metilenico na espinha dorsal do peptide. Admite-se por esta razac que g
espinha dorsal do peptide sensivel forme um hsxégeﬁgﬁ estericamente complemen -

i

tar ao sitio ativo da enzima (Tzumiya et al, 1965 Fruton, 1957

1 (1957 e Nilsson 2 Fruton {1964), demonstra-
z de catalisar reacoes de transamidacao. Por exem ~

iTalaninamida e convertido em hexapep-

ram gue a cate;séna C é cap

plc, em

} e em pH 5,0 o peptideoamida e nidroli-

anina e amonia. Outros substratos (gli -

sao polimerizados a pH 7,5 em

itos amida {L-argininamida), a

polimerizagac e inibida, formando-se apenas o tripeptide [g

tensinall, Contudo, as ¢

dos pela acgao

mogiobina por estas enzimas, mos
s

por catepsina { em peguenos oligopeptides,




ubstrato, evidenciando-se des-
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atividade proteolitica de extrato do baco tambam foi estudada por
son denominou as enzimas responsaveis

vino capaz de hidrolisar a hg

b
mogiobina em pH 3,5. Como esta enzima é incapaz de hidrolisar cs substratos sin

enominada catepsina 0.  Esta

enzima & responsavel por 2/3 de atividade protec]

-m‘%tl}u{“DO

teticos especificos das catepsinas A, B e €, foi
t tica de extratc de bago, -

bre a hemoglobina em pH 3,5 , e se apresenta sob varias formas de diferentes mo

bilidades eletroforeticas

Lapresle e Webb (1960 e 1962) isclaram de bago de coelho uma enzima
S i

A. As propriedade micas dessa enzima

S 0
eram tao proximas da isolada do baco bovino que se justificou a aplicacac da '

moaves: no musculo
t, 1970); em cavalo

no baco {Ducast

sina D do figado de galinha, f
epsina D demonstraram que esta
eptides e uma agac pronuncia-
sira ar, como BSA, HSA e hemoglobi

na {revisao de Barrett, 1972a). A comparacao da catepsina D com a pepsina e uma
5 ;

protease acida de Riizopus chinensis, mostrou que catepsing reguer para sua

agao, substratos de maior peso molecular do que os exigidos pels pepsina (Ferqu
19735 Sampath-fumar & Fruton, 1974).
H

Semelhantemente as endopeptidases {pepsina, quimosina e renina) que dependem do
d

grupamentc ca Doxiiai a catepsina D 2 inibida por uma variedade de compostos

X

diazoacetil-




1,Z2-epoxi-

turais, Foram
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sina de Ascaris ?uubr coides {(Abu-Erveish &

cide isovalerii-l-vaiil-4-aming-3- n14"“wﬁ w%té?%epﬁaﬁeéé«L—aiani?»ﬁ-améﬂe
-3-hidroxi-b-metd
{Umezawa, 1972
10719 M en pH ng d
ciagac em torno ( ;e o, @
inibigao da catepsina U com pepstatina e dependente do pH e a contante de dissc
ciacgac aumenta de 5x?®w§9 H para ledﬂgo M ocom aumento de pH de 5,0 para 6,4

(Knight & Barrett, 1976).

le isoenzimas da catepsi-
(Press et gi} 1960, Earr@tig 1970 Sapolsky &
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na D em varios tecidos

a
Woessner, 1972}, o que dificu compreencac do papel fisiologico desta enzi

Hd .
Curigsamente, Yage e Bowers (1975}, detectaram dois Uipos novos de catepsina D
d

em linfocitos de o toraxico, baco, timo, linfonodos de rato e no bago de ca
o

t
mundongs, que foram denominadas catepsinas H e L, de acordo com seus pesos moieg
4

culares de 95.000 e 45.000 respectivament Fstas duas enzimas nag foram encon-

tradas em outros tecidos tais como figade, rim e adrenal de rato; bago e figado

timo de bezerrc ou nas amidalas do homem. Mao foram encontra-

tre H e 1, seja do ponto de vislta antigenico ou de ponto de

oo H pode ser convertido no tipo L pelo
Peaslec . L
de sua atividade enzimatica, 0 gue

tratament

<
P
et
[V

nto
sugere que a catepsina H ¢ formada por duas unidades L Tigadas entre si por pon
il

tes disulfeto. A comparacac das catepsinas H e L com a catepsina D, mostrou a
[ i

existencia de algumas diferencas. Néo sac inibidas com antisoros anti-catepsina
D, tem uma atividade proteciitica cince vezes major frente a hemoglobina e sao
mais sensiveis a inibicao por pepst

Estudos da distribuicac subcelular das enzimas H e L apds a ultracentrifugagac
realizados antericormente por Bowers (1972} e Bowers et al (1973), demonstraram
que estas enzimas sao diferentes das outras enzimas lisossomicas e nao corres -
pondem as catepsinas A, B e (. Estes autores concluiram que as proteases H e L,

hao correspondem as catepsinas bem conhecidas A, B, C e £,

no de Moryama e Takahashi (1978}, mostrou no pulmac de maca
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proteogiicanio em pH 4,5 como catepsina F. Esta enzima & completamente inibida
por alfa-Z-macroglobina; inibidor especifico das endopeptida
alizados sohre esta enzima ainda sao insuficientes para justificar a su

enomin ag ao

Catepsina G, uma serinaprotease {Barrett, 15975), que fol detectada

em granulos de neutrofilos humanos {Rindler & Braunsteiner, 1973}.
tarkey e Barrett (1976), isolaram a catepsina G do bago humano @ demonstraram
a sua capacidade de hidrolisar alguns substra nteticos hidrolisaveis pela
quimotripsinag, mas com constantes cineticas diferentes. A atividade maxime da
catepsina G sobre benzoil-DL-Phe-2-naftol &ster e azo-caseina esta em torno de
pH 7,5 - 8,0. Imbora esta enzima possua caracteristicas de um serinaproiease
apresenta-se menos sensivel a inibicac por clorometil cetona de tositfenilala-
nina do que a guimotripsina. A catepsina G mostrou-se antigenicamente identica

3s enzimas quimotripticas dos granulos azurofilicos dos neutrofiloes.

Blow & Barrelt {1G77Y, estudaram a acao da catepsina G isolada dos
neutrsfilos humanos sobre a cadeia B da insulina e demonstraram a hidy 5?'se '
das ligacoes Phe.24-Phe.?5, teu.ib-Tyr. 16 e Tyx.?é»Leu,??. Oytras ligagoes hi-
drolisiveis pela enzima sdao: Leu.B6-Cys.{0,H).7 , Leu.li-val.l2Z , A7-Tyr, 18

e mais semelhante a qué-

)

e Phe.25-Tyr.26. Tais dados sugerem que a catepsina

5
motripsina © de porce do que a quimoiripsina A de boi.

0 con dados existentes na literatura, sugere fortemente '
gue essas catepsi > envolvidas no catabolismo das proteinas e muito pro

rem, essa investigagdo SO sera po
Tas e

terizada e as cely




L catepsina U do bago de hoi, fol quifiaada e caracterizada por

press et al (1960). Mas @ enzima homologa do bago de animais de Taboratorio

o ata € camundongo) nao fol caracterizada. i catepsing D de coelho
ificada pov papresie @ yebt {19607}, Gue phtiveram pregar&gSes com ativi
255 im ;urif%cada, testada $0DTE

&
ulina, mostrou uma especﬂf%cédade diferente da de bol {Rangei

In

sugeringo desse modo Qué @5 catepsinas D de diferentes espe

cies POSSUED diferentes @sg@aﬁf%eiéades,

0 presente srabatho, foi realizade COM ahietivo de purificar ca-

racterizar a cat D do bago de caelho, € para determinar as celulas gue 3 sinte
f

tigam no Dago, @ Fim de se poder relatar ums nosterior spvestigacao sobre 0

LA
e
bl
et e
[l
oo
("w

poss?ve? papel desta opzima na respo




2.1 - REAGENTES.
0s reagen
de guimicamente puros.

& acetona foi

vre de peroxido por lavagens

e Jiyre de 2lcoois e de agua

¢ em presenga de suyifato ferr

Usa.

A

2.2 - P

i

utilizados neste trabalho tinham a especificacao
redestilada a 5570, no laboratorio. O eter 11 -

sulfato ferroso
stilado a 35°

ate o momenio de

clucao saturada de
, foi

sucessivas com s

-

(o]

sodio metalico
-2

pela adicas de

oSO S0Co £ conservado a C

CETONICO DE BACU DE COELHO.

sados, distribuidos em
uso. Cada porcgao, foi

de acetona, a “EGGC.

. o
suspensa e lavada, a -207°C,

tes iguais de eter e acetona e dois litros de 2ter. O residuo

tﬁrio onde eram desenm haragados do

oes de 100g e conse

A mistura,

fad
[

P;‘
e

Thos, obtidos em matadouro foram congelados a
tecido adiposo, pg
-207c de

em presenca de um 1itro

rados a ate o momento

eizada em liquidificador

H

filtrada em placa porosa, foi sucessivamente

ks
[ ﬂa a

de mistura em par

apo

o oum 1itro de ac um 11Ero

s eli-

obtido,

minacao do eter foi colocado a temperatura ambiente, sob uma corrente de ar,
triturado em gral, tamisa para eliminar grandes particulas e conservado em '
frascos hermeticamente fechados na geladeira

2.3 - EXTRACAC E PURIFICACAG PARCIAL DA CAT D.

A cat D de bago de coelho foi obtida segundo o metodo origi -
nal de Toledo et al (1972} e Dawood (1973} com astas modificagoes: 96g de po
acetonico foram suspensas am 3200 ml de Mall 0,15 ¥ e mantidos 3 0°C durante 18
horas. Essa suspensao fol centrifugada a 4800 x g , 20 minutos a 5% o filtrada
em papel de filtro {Extrato bruto). 0 filtrado foi ajustade a pH 4,5 , adicio -
nando HCY 0,1 N gola a gota a 4°C, e o material inativo precivitado foi eliming
do por centrifugacao. O sobrenadante obtido, stade a pH 5,0 com NaOH 0,1 N
foi precipitado a 33% de acetona a -20% para E?ﬁ??&f o material inativo sepa-
rado por centrifugacao. 0 sobrenadante tratado novamente com acetona ate 66
foi mantido a -20°C por 18 ke o precipitado separado por centrifugacac. 0 pre-



cipitado contendo o material ativo, suspenso em tampao fosTato 0,1 M pH 8.0,

. . . . O . P N .

fol dialisado durante a noite a 47°C contra o mesmo tampao. 0 material que p
1

neceu inscluvel ise foi eliminado por centrifugagao a 12
u

ninutos, a 4°C e o sobrenandante claro obtido, dialisado contra ag

a
em nitrogenio Tiguido e em sequida 1iofilizado e guarda-

por o n, foi CGHg@EajU
¢ Uso
2.4 - DOSAGEM DA CAT D

i

presle (19607, modifi-
de referencias

comparadas de modo

3

am trabalnos an-
2.5 ~ DETERMINACAD DE PROTETNAS
Py B n | = | }
A concentracao de proteinas fol determinada pelo metodo qe
s T 9 RAe % MFY . g 4y S
Micro Kjeldahl {Kabat & Mayer, 1971), ou a reacac do Biureto, segundo metede de

2.6 - IMUNE-SORD.

ANTI-CAT D: preparacoes da cat D, cuja atividade especifica e

id
3}, sem modifica

de 130 U/mg prot, purificada conforme trabalho de Dewocd (197 -
¢oes, foi utilizada na preparagac deste antisoro. GQuantidades iguais da cat D
e adjuvante completo de Freund seguindo instrugdes de Freund et a2l (1948), fo -

&

ram emulsionadas de mode a2 conter 1 ma/m? de prot. Guantidade de 1 ml fol inocu
Tada subcutaneamente num carneiro adulto de 6§ meses de idade. Trinta dias apos
a primeira dose, o animal f ysculay com 1 oml da cat D

em salina contendo 1 mg netida nos dias: 30, 80, 67

Cu

A Iy L o g - . Yy 2T PR PR PSR S S -
e 74, Como o animal nao mostrava um L1l v aito de anticorpos precimitanies,
5

dose foi aumentada a 2 we
/

/miono dia 116, Um

antigeno/ml. 0 animal foi
S}

conservado a ~20°7




2.7 - RCE
As experiencias ds

descritas

tizadas segundo instrugoss

T

Gerartbau, KG, utilizando tampac vere

£

2 mA/fita durante 45 minutes (algumas
atividade

diafanicads

enzimatica). As proteinas ¢
s pelo tratamento com diox

% £
ietrofo

de construir o perfil da e rese
proteinas

cao de ativid
adificad

rese, foram i

As experiencias de detec
todo de Uriel et al
mesmo modo para eietrofo
pH 3,3,

mesmo tampao,

A0 ; .
a 47C, durante 16 h & em segy

a temperatura ambiente

abo BSA e

madas de placas de subst:

eletroforese em acetato-ceiulose foram rea
por Kabat et al {1971}, em aparelho Boskam
nal sodice 0,05 M pH 3,5 e uma corrente de
fitas foram utilizadas para detecgao da '
oradas pelo amido Schwartz, e as membranas
ana, foram adaptadas ao densitometro a fim
e calcular a concentracac relativa das
ade enzimatica foram realizadas segundo mé

o por nos. Laminas de agar, preparadas do

mersas em tampac formiato de sodio 0,25 M,

ida numa solugao de 0,5% hemogliobina no '

durante 30 minutos. Essas laminas eram cha

HSA tambem foram utilizadas, para preparar

at

das apos elet

cora roforese nas condicoes

acima descritas, colocadas em contato com as placas de substrato [HSA ou BSA)
foram incubadas Jjuntas por tempo variavel a 379C. As membranas de acetato-celu-
Tose eram desprezadas € as placas de substrato, fixadas por 2 h em etanol- ~2gua-
acido acetico (50:45:5 v }, eram coradas pelo amido Schwartz
2.8 ~ EEM GEL DE AGAR.
eriencias de eletroforese em gel de agar foram realiza-
das, conforme indicacoes de Grabar e Burtin (1984), em placas de vidro 12 x 8
cmoou de 6 x 4 om, contendo uma camada de 3 mmn de espes de agar a 1%, tam -
pac veronal pH 8,4 , 4 = 0.0025 com um potencial de 4 volts/cm, durante t h e
20 minutos.
2.9 - ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO
Fssas experiencias foram realizadas conforme descrito por ‘
Poulik (1968) e Press et al (1960). Quantidade de 0,02 ml da cat D, de 315 U/Vg
prot e 13.500 U/ml, embebida em disco de papel Whattman n® 2 (0,5 x 1.0 cmj,
foi colocada numa fenda do mesmo tamanhe do disco proxima ao polo negativo. Um
potencial de 5 volts/cm foi aplicado numa placa de gel 0,6 x 20 x 6 cm, durante
7 h. Tampoes tris em pH 5,5 de 35 e 105 m¥ foram utilizados na eparag%e de
gel e na cuba respectivamente. Sorc normal de coelho cu de carneiro foram utili
zados como controle, nas | e o gel foi corade pelo amido ‘




Schwartz.

‘S
o

2.10 - ISOELETRI OFOCALIZACAD

PREPARATIVA: as experiencias de iscelet rofocalizacao prepara

i

tiva foram realizadas, em coluna de amf0olitos LKB (LKB-Produkter AB 5-16125
sromma 1 Sweden), seguindo instrucces descritas por Vesterberg et al (1971).
(uantidade de 40 mg da cat D (315 U/mg prot.) foil dissolvida em 120 m1 de agua,
contendo 1.5 g (3,7 ml) de amfolitos nos limites de pH 3 3 - 10 e 56 g de sacaro-
se. Uma solugao leve, tamﬁﬁm de 120 ml de agua contendo 0,05 g (1,5 ml) ce amfo
Titgs com o0s mesmos limites de pH, foi preparada. As duas solucoes foram coloca
das separadamente em cilindros de um misturador de gradiente LKB, e o cilindro

contends a  solucac densa foi conectado na coluna atrav yes de um tubo capilar.

Apbs a aplicacao da mistura na coluna a 47°C, uma fonte gietrica que fornece

QJ
v

1200 volts foi ligada a coluna a estabilizacdo da corrente eletrica ( de
10 mA a 2 mA), um potencial de /700 volts foi aplicado na coluna durante 24 h,

O N PR ) Fad e PR, . - ) ~ : -
39C. Com auxilio de coletor de fractes LKB, amostras de & ml foram coletadas e

poliacriiamida, abtida de

onforme descrito por Awdeh et al

3
—

ga
aDH Chemicals Ltd, Poole, Dorset, Enaland,

(1968). Amfolitos LKB, nos limites de pH 5 2 8, foram utilizados na Dreparagac

de gel em placas de vidro 12 x 12 cm siliconizadas e persulfato de amonio em

concentracac final de 0,86 mg/mi para po olimerizar o gel. Amostras da cat D de

0,01 e 0,005 mt, de 315 U/mg prot e 13.500 4Y/ml, foram aplicadas em discos de
% ficie do gel, proximas

papel Wnatiman n@ 3 0,5 cm) e colocadas na supert
M

a0 polo positivo. Dois bastoes de carbono previamente merg ulhados por 2 h em
Geido fosforico a 5% e trietanolamina a 5%, foram celocados na superficie do

gel nas extiremidades da placa e conectadas ao polo positive e negativo respecti

vamente de uma fonte elétrica LKB que fornece 600 volits. Apds a estabilizagaoc
da corrente elétrica {(de 10 mA a 2 wA), um potencial de 200 volts foi aplicado
por 18 h, a 4°C. Amostras do gel { 1 x 1 cm) foram cortadas e eluidas em agua
para medir o pH, e as proteinas precipitadas em TCA 25% durante 18 h, foram co-

radas peio amido Schwartz.

™D

"

J—Y
§

TML}\J‘QE a':tjf:jhﬂ .

DUPLADIFUSAD: foi realizada sequndo metodo de Quchterlony
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(1958}

TMUNOELETROFORESE: foi realizada segundo metodo de Grabar e
Burtin (1964}, nas mesmas condigoes de eletroforese em gel de agar anteriormente
descritas. As experiéncias de detecgdo de atividade enziwatica nos imunocomple -
xos foram realizadas seguindo o meteodo de Uriel (1963), modificado por Heston ;
{1869).

2.12 - CROMATOGRAFIA EM DEAE-CELULOSE.

As cromatografias em DEAE-Celulose {de Bio. Rad. Laboratories

- 320, Griffin, Calif. U.S.A.), foram realizadas conforme descrito por Sober et
T (1956}

2.12 - CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX.

As indicacoes de Flodin {1962) foram seguidas na realizacao
das experisncias em sephadex G-100 ou G-200, obtidos de Pharmacia, Upsala, !
Sweden.

2,14 - HIDROLISE DA CADEIA B DA INSULINA COM A CAT D.

A cadeia B da insulina 2 a revelscao dos produtos da degrada-
cao foram realizadas conforme descrito por Rangel e tapresie (1966). Cinco mili-
gramas da cadeia B da insulina bovina oxidada, obtida de chez Mann Research lLabg
ratories, New York, USA ¢ 0,05 mg da cat D, contendo 10 a 15 U, foram utilizadas
em cada experiencia. Este material foi dissolvido em acido acetico 0,048 M, de

modo a obter um pH final

gis licfilizada

Para identi

drolisado enzimatico da ca

forese,

produtos da degradagac fo

ficar os "Jz”“GL,

gtilizando como solv

, - , o .
de 3,5 e & solucao incubada a 37°C durante 24 h e de
adacao, a cromatoeletroforese de 1 mg de hi-
na foi

dina-acido aceti

insuli efetuada nas seguintes condi -

ico-~ agua (10 : 0,4 : 90 v/v

1m350

i?:%"

eletr

Os

icao perpendicular a da
5ov/v/v).

\

utanokacido acético-agua (4 @1

g% em acetona




rameas e Ternynck (1969). Uma quantidade de 50 m1 de soro de carnel
o a a 50% de sulfato de amonio
u

d
(Kabat & Mayer, 1971}, e a fracao globulina dialisada contra sclugao fisiologi-

ca até o teste de Messler negativo. Quantidade de 15 ml das imunoglobulinas as-

sim prepavadas, contendo 35 mg de prot/ml, foi misturada com © imuncadsorvente

ateriormente preparadc sob agitagac magnética, durante 1 h, a temperatura ambi-

- 1

ente e as imunoglobulinas anti-cat D, foram separadas por centrifugagao. Este

material, testado por eletroforese e imunoeletroforese, foi cromatografado  em
o

a2
5
ja
—
jos)
)
£
<
e}
[

sephadex G-200 de modo a 1is

2.16 ~ REACOES COM ANTICORPOS MARCADOS.

A conjugacac de IgG anti-cat D com fluoresceina e com peroxi
dase foi realizadd conforme descrito por The & Feltkamp (1970]) e Avrameas &
Ternynck {1971) respectivamente. Macrofagos alveolares isclados de coelho nor-
mal, conforme descrite por Dingle et al {1973), e cortes do baco de coelho  de

& - 5 y de espessura preparadﬁs em criostato, foram usados nas experiencias das

(831

reacoes com anticorpos marcados, conforme descrito a seguir:

nrn de wideo, fordm fixadot em forial e incubados

ce
Cunhjdyeay  osuioperoxidase)y dituide 1:20 durante 3 h, a temperatura ambiente,
conforme trabalho de Avrameas e Ternynck (1971). Laminas controle foram incuba-
das do mesmo modo com o conjugado, ap0s a incubacao previa com Igh anti-cat D'

durante 1 h ou apenas uma incubacao com o conjugado absorvido com a cat D.
1

L

Todas as laminas foram lavadas trés vezes em salina fosfatada pH 7,4 durante
minutos. Essas reagoes foram reveladas com diaminobenzidina {coloragac marron )
ou com benzidina {coloragac azul).

A revelagac com diaminobenzidina, foi realizada, recobrindo as laminas durante
10 minutos com mistura contendo 10 ml de tampao tris-HCT C,1 M pH 7,6 , 0.5 mg

2 -

de diaminobenzidina e 10 ul de %28? a 30% e em sequida lavendo-as com agua.
& revelacao com benzidina foi realizada, seguindo instrucoes descritas por Si1-
veira (1978}, recobrindo as laminas durante 10 - 15 seg com sulfato de amonio a

20% e em sequida durante 10 - 15 seg com uma mistura de volumes iquais de 1,4 %

w_:

benzidina {recem dissolvida em etanol absoluto) e H?ﬁz 3,5 x 10 7 M em satina

as laminag forem lavadas com etanol &

misfu

fosfatada. Apos o escoamen ra,
em balsamo de canadi.

95%, e secadas ao ar e my




o de vidro fForan incuba-

dos com © conjugado 1gG-anti-cat b it O¢. durante 11 €W cimara umida.
as laminas, tavadas en catina fosfalad ¢ 7 .4 durante 2 n, trocando esta solU-

cio cada 30 minutos, forad aontadas em glicerina tamponada a PH 5.6 com Lampao
carbcnato~bicarbanat0 de sodio 0,5 M. 05 controles desta reacao foram prepara
1

dos de medo cpmelhante aos controles Ga reacasn 48 imunoperoxidase.
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3.1 - PURIFICACAC DA CAT D.

Oc resultados obiidos durante & extracac da cat D, & partir '
de pd acetdnico de bago de coelho, acham-se exemplificados na tabela 1, onde se
node verificar ydo empregado permite obter 76% da atividade proteoiiti
ca iniciatl com especifica em torne de 34 U/mg prot
As 4 partidas desse material, parcialmente purificado, foram 1iofilizadas e con

.(\‘,\ - 5
servadas a 4°C ate serem cromatografadas.
Tab. 1 - Extracao e purificacdo parcial da cat D, pelo metodo de Dawood (1973).
EXp. Atividade enzimatica Atividade enzimatica
ne do extrato bruto. apos a purificagac-
U.T ALE .7 AL
1 205 i3 150 37
z 200 11 158 34
3 208 14 148 35
4 210 12 167 37
(.7, numero total de unidades x 1000
A.E, atividade especifica {U/mg orot)
Cada partida do material obtido nessas experiencias, dissolvi
. o . s 0.
da em tampao fato de potassio 0,05 M pH 8,0 e dialisada a 4°C contra mesmo °
tampac durante 18 h, foi cromatografada em coluna de DEAE-Celulose (5,5 x 50 cm)
equilibrada com mesmo tampao. Um volume de 50 ml, contendo 250 - 260 mg de prot/
ml, foi cojocado na coluna. A cat D foi eluida com o tampdo de equilibrio e as
proteinas gue permaneceram adsorvidas na coluna foram elyidas utilizando Lina
mistura de NaCl 0,5 M e KH,PD 0,5 M {v/v). Utilizou-se um fiuxo constante de

20 ml/h durante a de 10 ml

Messas condigoes,

foram coletadas.

}. A primeira fracac (F1)
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o media b5% da atividade enzimatica inicial oW atividade especifi-

a
ca de 75,2 U/mg protaina (tabeid 3.

! u-t A-E
% F1 83.0600 75
T sk \ Fz 8000 286
= i
z !
S i
™ !
R
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: | | |
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@ | | . \
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g £1 ! Fz\\M
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G g lealy 1560
b VLU ME (nt}
Fig. + - Cromatografia em nrab-Celulose, © pluicao da cat D com tampac fosfato
5,05 M opH 8.0,
Tab. 2 - Resyitados @ cromatografia da cat 0 enm nEpc-Celulose equ%?ébrada com
Lampao fosfato 0,09 ¥ opH 8,0
WWWWW H_ww_m“"P¢mﬁmmﬂmﬂ_mﬁﬂvwmWwfmmﬁw,wﬁﬁ_ﬂA”V_W,mﬂww,_,mwMﬂ_Mﬁw_m,_wﬂw_ﬁuﬂﬂﬁﬂﬁw__Wmﬂwiﬂ
ntividade enzimatica ariyvidace enzimatica
antes 3 apos @
Exp. cromatogratia. cromatografia
il
£ £2
,,,,,,,, “MMMM_W i e T o T
U, T ALE U.T OALE y. T A.E
i—...,_-_-,u——r)-__/ﬁ’,..,w._.“,).....,,.,,__,7,,_.“..,_.«4._“0\ ,_W,,_,,.._,__--—-_.m. LS e e T T T .__-___.-w-—-"—mw_,,_..—m——-m-'*“‘"'“"_,_,.m,—-m——
1 146 38 a0 75 g 26
2 152 35 gy 78 g5 26
3 139 37 75 73 1123
4 152 35 g5 75 g 28
Iy wM_H,Mﬂw_w_www,wmm,mmmwﬁ_MMWﬂw_ﬂ“ﬂwﬂW,ﬁ
s y.T, numerc total de unidades x 1000.
L. . e P .
A.E, atividade pepecitica {U/mg nrotl.




Ao fracoes F1 assim obtidas foram dialisadas contra agua, durante 5 h, Tiofili-
As fragoes ass g

zadas ¢ conservadas ate serem Tiltradas em sephadex G-100.

- desta fracao (F1), dissolvidas em 5 mi de

Quantidades variaved

em coluna de sephadex { 3 x

tampao fosfato 0,

onstante de 15 ml/h, foram

e - - ) A -
Guatro diferentes periencias {figura 2). A se

o
™
o
=]

£
j
- U.T AL
= 75 Fs8.1 8000 36
= ﬁ% ; FS.2 70000 250
fead
o~ } ; F5.3 800 5
= ] \ F5.4 200 1
< eg Voo g
5 f ;
Z !
4({ H
oo
m .
o - |
< 25 N
VAR
i
|
H '%\\
H
IFSj FS.2 F§.3 . F§.4 N
0 e b
0 T 255 375




Tab. 3 - Cat D purificada por filtragao em sephadex G-100.
Atividade enzi- stividade enzimatica
matica antes da apos a
o cromatografia . cromatografia.
LHD . “‘
n®
FS.1 F5.2 FSL3 F5.4
U.T ALE 0.1 ALE u.T ALE 0.7 ALK g.7 AE
i 37 70 6 38 29 250 0,7 5 0,5 6,0
2 72 85 o 36 7o 250 0,8 6 G,z 1,0
3 184 a5 11 39 152 285 0,8 Z 0,3 0,5
U.T, ntmerc total de unidades 10040,
A.¥, atividade especl: prot)

pH 8,0. A eluicao com mesmo tampao, com um fluxo de 20 ml/h, permitiu a separa-
cio de 3 fracoes {figura 3). A segunda fragde (F5.2.2) contém cérca de 95%  de
atividade enzimatica inicial com atividade especifica de 310 - 315 U/mg prot

{tabela 4).

apts concentracao por liofitizagao, Toi cromatografa
12 de 3 x 60 cm) equilibrada com tampao fosfato 0,03 M

5 A

- uT L AE
: { F5,2 2 poe 40
@ E FS.22 105.000 310
W 50 i FS,23 4.60C 80
~ £5.2-2 |
< !
5 |
z i
& i
o 25 a4
o F5. 2y
Hal g-g
= ! \ F5.2-3
< I ~

I \E '/

I

5 [ R ,
e 250 500 TG
VOLU ME  (mi)
Fig. 3 - Cromatografia da fracao (FS$.2) em DEAE-Celulose, equilibrads com tam-
nao fosfato 0,02 M pH 8.0




Tab. 4 - Cat D purificada em DEAE-Celulose, equilibrada com tampao fosfato
0,03 M pH 8,0
Atividade enzi-~ Atividade enzimatica
matica antes da apos a
cromatografia . cromatografia.
EXp.
n?
F5.2.1 F5.2.2 F§5.2.3
U.T ALE u.T AE Uu.T ALE u.7T A.E
1 116 250 2,0 45 105 310 4,0 30
2 149 285 2,8 38 140 315 2,5 60

U.T, numero total de unidades x 1000.

" . . . .
A.E, atividade especifica (U/mg prot).

3.2 - CARACTERIZACAQ DA CAT D PURIFICADA

H

A cat D purificada (FS.2.2), tendo atividade especifica de
315 U/mg prot, foi submetida a analise eletroforstica em acetato-celulose e de-
tecgao da atividade enzimatica em laminas de substrato (BSA e HSA), conforme
descrito em material e metodos.
A enzima, assim testada, apresentou um perfil de eletroforese (figura 4} que
sugere a presenca de pelo menos 5 componentes. No entanto, as experiencias de
deteccao da atividade enzimatica, apos eletroforese e incubacao por diferentes
periodos de tempo com BSA ou HSA, demonstrou a presenca de uma unica enzima (f
gura 5). A cat D purificada, apresentou apenas um arco de precipitacao, guando
f0i examinada por imunoceletroforese simples ou cruzada, utilizando-se imune -

soros preparados contra fracoes parcialmente purificadas da enzima.
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4 Este mesmo material (FS.2.2) submetido a eletroforese em gel de ami
do, mostrou a presenca de 6 componentes (figura 6). Em experiencias paralelas ,
com gel de amido sem coloragac, esses componentes foram eluidos e sua atividade
enzimatica testada, utilizando hemoglobina de carneiro como substrato. Todos os
seis componentes apresentaram atividade proteolitica da cat D. Estes componen -
tes, testados por imunodifusdo contra anti-cat D, apresentaram identidade anti-

genica.

Fig. 6 - Eletroforese da cat D (315 U/mg prot) em gel de amido
D =cat D, S = soro normal de coelho.

0s resultados de isoeletrofocalizacao analitica, realizada com a

cat D purificada, mostraram 11 componentes (figura 7).

Fig. 7 - Isoeletrofocalizagaoc analitica da cat D (315 U/mg prot) em gel de
poliacrilamida.
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diferentes formas, quantidades de 40 mg de enzima purificada (315 U/mg prot) ,
foi submetida a isoeletrofocalizacao preparativa, a fim de isolar as varias '
formas de enzima.

0s resultados obtidos e apresentados na figura 8, indicam a presenca de 11 com

ponentes. Atividade protei ca foi detectada em todos os componentes, sobre
a hemoglobina de carneiro. Contudo, 77% desta atividade se encontra concentra-

da apenas em 3 componentes: FI.7, F1.8 e F1.9 (tabela 5), com atividade espe-

cifica de: 740, 640 e 300 U/mg prot e pontos isoeletricos de: 5,9 , 5,2 e 4,5
respectivamente
ur AE 0
F1.7 1300 740 N
“\ g
o8 ‘\\\\ Fi.8 2.500 540
- FI.9  5-800 300
: \.
= .
3 ™. '
o8 \"‘\M~~
g ! 11
< \ .
[ 8 % éeﬁsx
z 84 T
g . \\% ] i
o 4 “‘j }Z“g
o 2 3 5 7 \lﬁi\
@ ;Jﬁwd} fEm‘ 5 N T
fg i
< o/ WYV {j — |
Belrtg g
¢ e o 4] i) b
VOLUME .{ml}

Fig. 8 - Isoeletrofocalizacao preparativa em coluna de amfolitos em limites
de pH 3 - 10.
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fab. 5 - Resultados de isceletrofocalizacao preparativa.

Atividade enzimatica

U.T ALE
Cat D purificada (FS.2.2) 12.400 315
Cat D obtida por FI.7 1.300 740
isoeletrofocali- FI1.8 2.500 640
7acao. FI.9 5.800 300

Com objetivo de verificar se as diferentes formas da cat D, obtidas
por isoceletrofocalizacao preparativa, tinham a mesma especificidade bioguimica,
varias experiencias da degradacao da cadeia B da insulina foram realizadas, uti
lizando fracoes FI.7, F1.8 e FI1.9, respectivamente.

Identicos resultados foram obtidos com as 3 fragoes. Os produtos da degradagao,
analisados por cromatoeletroforese (figura 9), foram representados por 22 pepti
deos ou aminoacidos cujas posigoes no eletrocromatograma correspondiam exatamen

te as indicadas por Rangel e Lapresle (1966) indicando assim, gue as 3 diferen-

tes formas da cat D hidrolisam as seguintes ligagoes: Leu.11-vVal.12 , Glu.13 -
Ala.14 , Ala.ld-leu.1b5 , Leu.15-Tyr. 16, Tyr.16-Leu.17 , Leu.17-Val.18 , Phe.24-
Phe.25 , Phe.25-Tyr.26 , Tyr.26-Thr.27 e uma das ligagoes: His.5-lLeu.b ou

Leu.6-Cys.7 ou ambas.
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Fig. 9 - Esquema de cromatoeletroforese dos produtos da degradacao da cadeia B
da insulina com diferentes formas de cat D.

3.3 - LOCALIZACAO DA CAT D NO BACO DE COELHO.

Os metodos histoquimicos da localizacao intracelular dos an -
tTgenos sao muito sensiveis e exigem que os anticorpcs utilizades sejam especi-

ficos contra o antigeno a ser pesquisado.
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CACAC DOS ANTICORPOS ANTI-CAT D

Com objetivo de verificar o grau de especificidade do soro
de carneiro anti-cat D de coelho, foram realizadas estas experiencias:
Uma amostra da cat D parcialmente purificada, contendo 130 U/mg prot, previamen
te dosada, foi diluida em salina 0,15 M de modo a obter 107,0 , 53,5 , 26,7 e
13,3 U/ml. Quantidades de 1 m} de varias concentracoes da enzima foram mistura-
das com 1 ml de soro de carneiro anti-cat D, de soro normal de carneiro ou de
soro normal de coelho. As misturas realizadas em triplicata, foram incubadas a

8]

0 £ ] 4 L g AT
47C durante 48 h. Apos a centrifugagao a 1000 x g,

-
i

5 minutos para separar O
srecipitado, a atividade enzimatica foi determinada nos sobrenadantes e nos pre
;J i .

i

cipitados dissolvidos em tampaoc acetato-HC1 0,05 M pH 3,3 , conforme indicado



[e]

em material e metodos.

Os resultados obtidos e apresentados na tabela 6, demonstram que ©
antisoro anti-cat D & capaz de precipitar uma media de 85% da enzima adicionada,
enquanto nas reacoes controle com soro normal de carneiro ou de coelho, nao hou-

ve alteracao da atividade enzimatica no sobrenadante.

Tab. 6 - Precipitacao quantitativa da atividade enzimatica por antisoro.

Cat D antes da Cat D no sobre- Cat D preci-
precipitacao. nadante. pitada.
u. T u.T u.T %
§§O7,0 11,0 95,0 88,8

H
So | 93,5 10,0 42,0 78,5
-
mfgx 26,7 5,0 21,5 80,5
=W
S }?3,3 1,5 12,0 90,2
o 1107,0 107,0 0,0 0,0
52 o |
SFE 1 53,5 54,0 0,0 0,0

<o
=5 26,7 27,0 0,0 0,0
£
S 13,3 13,2 0.0 0,0

H

0s testes de imunodifusdao mostraram que a preparagao da cat D
(130 U/mg prot), reage com os antisoros anti-cat D e anti-soro normal de coelho,
apresentando varias linhas de precipitagao, das quais apenas uma linha apresen-
tava atividade enzimatica (figura 10.1). 0 antisoro anti-cat D reage com  soro
normal de coelho, formando pelo menos 2 sistemas precipitantes, que no entanto
nao apresentam atividade enzimatica (figura 10.2), mostrando gue esses anticor-

pos sao dirigidos contra antigenos que nao sao cat D. A comparagac da prepara -




v

cao da cat D (a) e soro normal de coelho (b), mostrou a existencia de uma iden-
tidade entre alguns antigenos sericos e os amt?geaos contaminantes dessas prepa

racoes da enzima (figura 10.3).

[
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Fig. 10 - Deteccao da atividade enzimatica da cat D em imunocomplexos:
A, soro de carneiro anti-cat D de coelho.

, soro de carneiro anti-soro de coelho.

, cat D (130 U/mg prot, 7 mg prot/ml).

, soro normal de coelho (7 mg prot/ml).

)

oo

0s resultados anteriormente obtidos, demonstraram que o antiserc

anti-cat D e poliespecifico, precipitando outros componentes presentes no  soro
normal de coelho. Com objetivo de obter anticorpos da classe IgG, especificos !
ontra cat D, experiencias de purificacao foram realizadas, conforme descrito '

em material e metodos. Nessas experiencias a fracao globulinica do soro anti -
cat D, obtida por precipitacao com sulfato de amonio, era absorvida com SOVo
normal de coelho polimerizado com glutaraldeido e em seguida cromatograftada em

sephadex G-200.

Os resultados obtidos mostraram que a fracao imunoglobulina dos so-

-

ros anti-cat D, apSs absorcao com polimero de soro normal de coelho, nac  mais
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precipitava, quando testada com este soro, mas continuava a formar imunocom =
plexos com atividade proteclitica, quando testada com cat D parcialmente purifi

cada (figura 11).

4

_ == ]
Fig. 11 - Imunoeletroforese e deteccao da atividade enzimatica em munocomplexos
1 e 3, imunoglobulina anti-cat D nao absorvida.
2 e 4, imunoglebulina anti-cat D absorvida.
S, soro normal de coelho (7 mg prot/ml}.
D, cat D (130 U/mg prot, 7 mg prot/ml).

A cromatografia em sephadex G-200, da fracao imunoglobulina absorvi
da, permitiu isolar 3 fragoes coletadas conforme indicado na figura 12. A segupn
da fracio (F2), caracterizada por eletroforese e imunoeletroforese como IgG de
carneiro, foi utilizada apos conjugacac com peroxidase ou fluorescina, para

deteccdo das celulas produtoras da cat D.
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12 - Cromatografia de filtragao de IgG anti-cat D em sephadex G-200.

[t

0s macrofagos alveolares, isolados de coelhos normais, fo -

n & Wiener, 1963). A conta
gem das celulas foi realizada com hemocitometro de Neubaur. A viabilidade celu-
lar foi estimada pela tecnica de exclusao das celulas coradas, utilizando diluj
coes em mistura de 1 mil azul-tripan (2 mg/ml) e 0,25 ml de NaCl 4,25%. O nimero
total das celulas obtidas era 5x§®8/cce?h0, apresentando 85% de celulas viaveis.
Destas celulas cerca de 95% eram macrofagos e 5% de morfologia de pequenas cé -

tulas arredondadas.

)
(/)

Reacoes citoguimicas diretas de imunoperoxidase ou de imuno
fluorescencia foram realizadas, utilizando a IgG anti-cat D conjugada com pero-

xidase ou FITC (relacao molar F : P = 3,5). Reacoes positivas foram obtidas

o
Wy
[

§

ulas foram previamente tratadas

.

(figuras 13 e 14). Os controles em que as ¢
com soro anti-cat D nao marcado (figura 15)

, Ou em gue ¢ conjugado (IgG anti -~

cat D) foi previamente misturado com a cat D purificada (3 /mg prot), mostra

-

ram resul tados negativos.,
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Fig. 13 - Reagao positiva da peroxidase em macrofagos alveclares de coelho.

Fig. 14 - Reacao positiva da imunofluorescencia em macrofagos alveolares de
coelho.



Fig. 15 - Resultados controles de uma reacao negativa: macrofagos nos quais a
cat D foil blogueada com anticorpos nao marcados.

Reacoes da imunoperoxidase realizadas em cortes do bago de coeifho,
demonstradas nas figuras 16, 17 e 18, mostraram que a cat D esta presente ape-
nas em celulas que foram caracterizadas como macrofagos. Reacces controles '
realizadas em cortes do bago, de modo identico as reacoes controle realizadas
em macrofagos alveéolares, mostraram resultados negativos.
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Fig. 16

- Reacao positiva de imunoperoxidase no baco de coelho x 120.

17

Fig.

- Reacao positiva de imuncperoxidase no baco de coelho x 480.



Fig. 18 - Reacao positiva de imunoperoxidase no bago de coelho x 1200.




Aocat D do bago de coelno foi dsolade por Lapresle e Webb (1960}

tendo atividade especifica de 5% Umg prot, ulilizando metodes de precipitagas

com sulfate de amonio e cromatogratis es DEAE-Celulose. A existencia, nos extra
A

enzima tambem foi iscolada  por

tos do bago, de o pignento gue se fixa ifrreversivelmente a DEAD-Celulose, apre

senta a principal desvantagem deste metodo.
Dawood {1973}, tendo atividade especifica de 100 U/mg prot, utilizando metodos

de precipitacie com acetons e crometografia em DEAE-Celulese. Nossos dados  de

precipitacio com acetona demonstraram a obiencio de preparactes da cat 0, dez
vezes mais concentrada, cerca de bres vezes mais purificada, com 76% de rendi -
mento e Tivre do pigmento gue se Tixa a DEAE-Celulose.

Contudo, as preparacoes da enzima obtidas por Lapresie 2 Webb (1960) ¢ Dawood
{1573) nao sao puras, porguanto produzivam um fmdne-soro e carneiro gue reage
com a enzima assim purificada e soro normal de coelhs, apresentande varias 19 -
nhas de precipitagao, nao se podendo portanto excludr g possibilidade gue essas

Preparagaes contivessem mats Gl dma Ong A

rados neste trabalno mos

Dados aprosen raram oue a cab 1 fol purifi-

cada, utitizando seguencia de metodos como precinitacac a 66% de acetona, croma

, Foi opossivel obter

togratia em sephadex e em DEAD-Cetuiose. congdi

preparacoes da enzima com atividade especifica de 315 U/mg prot, cerca de Lréy

vezes mats purificada gue a enzima isolada por Dawood e seis vezes mais purifi-

cada gue a mesma enzima obtida por Lapresie,

A analise da cat D purificads (315 U/mg prot), por dupladifusio @

imunaeletrolorese, revelou uma 5o linha de precipitagac, utilizando antisoro

poliespecifico, sugerindo fortemente que essas preparagoes sao apenas cat D

De fato, guando a oletroforese em acetato-celulose fot reslizada

L

embora o perfil densitométerico de proteinas fivesse indicando a presenca de pe-

To menos oinco componentes, que nao poderiam ser individualizedos masmo apos

gletroforesse prolongada, s foi possivel detectar uma Gnice atividade proteina-

sica sobre BSA e MHSA.

L concordancia dados, a eletroforesg amgel de amido per-

ntaram atividads

mitiu demonstrar sets compon:

guals no entanto, apres
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Mo presento trabalio, os dados atuaimenta o spresentados, mastram QuE
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por
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antisoro anti-cat b do figado de galinha preparado 8m raplho, fot capaz de pre-

cipitar 88% da atividade enzimatica e por Dingle al (1571}, nos quais a imu-

no-inibicao da enzima era 907, A precipitacan ou inibican incompletas da cat D,
mesma GO EHCes5s0 de anticorpns, relatada neste ppabaling € nosd trabalhos de
Weston e de Dingle, provaveimente pLovre pely presencd de anticorpos nao preci-
pitantes Gue interferem na combinagas 0% anbicorpss prﬁﬁipitﬁﬂﬁesn

i\ pr@ciwitarﬁm de 85% da enzima COM apti-cat U, ndo significd que ne antiseros

contem samente anticorpos anti-vel . aoanalise Dy noau i oa mostrou

snticorpos contra antigenns sericos. Conti-

que o3 antisoros anti-oa

do, a purifﬁcaqét dessos antisoros ﬁmwmﬂtiu abter uma Tragan de Lol eapecifics

apenss para cat D,

com eate material, conjugade @ peroxidase OU Fuorescein

cTyel demonstrar gue 09 cacrATagos contem cal f, confivmando 09 achades de
Dingle al

monstray que a cat D oesta

(1973). A qtitizacio deste conjugado em COTTes do haco permitiu 4B

presente apenas en cElulas hem isoladas, cuis morfolo

gia @ distribuigan Lorre sonden a5 descritas parad ar manrfagoes (Hadler, 1462 .

0 fato ds cat D de diferenies aspecies DoS 5 e especificidades
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seogque o inoculagaon com pepstatineg ou anti-cat D oem camundongos provoca alters -
ches da respesta hmune, tanto aos gicbulos de carneiro quanto aos antigenes pro-
teicos {(BSA, HSA e HGG). Mo caso do antigeno particulado houve uma ligeira, embo

ra significativa, diminuican da resposta fmune, medida atraves de determinagao '

das celulas formadoras de palcas de Tise ou de rosetas. No segundo caso, houve

unt Tigeiro sumento dos niveis zericos de anticorpos, medido pela hemdlise passi-
v

Omm base nesias Exber jencias ;ﬁ')(;‘}f,‘i{‘;‘, S8 SUpOT QUEe 4 maior ou menor per-

manencia do Ag sob a forme imunogenica no macrofage, influencie os niveis da res
posta. Em oapoio a essa supssicao podemos citar o fato de que os macrofagos dos
camundongos Biozzi: Ax/L, maus produtores de anticorpos, possuem uma alta ativi-
dade da cat D enguanto gque s macrofagos de camundongos Ab/H, bons produtores de
anticorpos possuem baixa atividade da cat I (Wiensr & Bandieri, 1974). Embora

osta hipotese seda estismulante o existam 3 seu favor muitos argumentos, deve-se

ter caoutela na interpretagao dos dedos existentes, porguanto numerosos fatores

aue podem gstar interferindo na vesposta fmune nao estao sendo avaliados. Demons

trou-se por exsmplo, oue da Tinhagem Ab/L consumen, d&graﬁam g o8l
Ab/e, tanto o Ag proted-

C-LE, embora gste ﬁ?ﬁimm Ag drduza o mesmo

minam mats rapidanente

14
o) C-KLH gquanto um

nivel da resposta nas duas Tinhegens {Wiener & Bandieri, 1974).  Por outro lado,

a eliminagac de SREC pelos macrofacos das duss Tinhagens @ realizada com a mesma

velocidade, embora essas duas Uinhagens apresentem niveis da resposta totaimente

s { Blozzi el al, 19745,
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ponteos pontos fenplBtricos, que mostram o mesnd stividade proteinasica da
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auimica desta enzims © mais ampla do gue a indicada para cat D de boi e hi-

drolisa as seguintes [ig:

teu Ti-vYat 1z, Slu 13-81a. 14, Ala. V4-ley 15, Leu 15-Tyr 06, Tyr.16-Leu.17 ,

Lew, 17-Yal. 18, Phedd-Phe. 25, Phe ?0-Tyr 76 & uma das Tigacoes: Hig. 5 -

Lew. b, Leu.6-Cys.7 oy ambas, indicando gque as catepsinas D de diferentes
imais podem ter especificidades diferentes,
]

Os anticorpos anti-cal O, da classe IgG, purificados a partir de soro de
carneiro anti-cat D de coelho, conjugados com peroxidase reagem apenas com

as celulas do bago cujs morfologia e distribuicio correspondem s descritas

para os macrofagos.
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