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1. ‘INTRODUCHKO



As proteinas de Bence Jenes sao proteinas urinarias
descritas pela primeira vez em 184? {(JONES, 1847) (JONES,1848)
e que se caracterizam pela sua peculiar termo-solubilidade:
guando aquecidas em solugac ligeiramente acida precipitam a
uma temperatura que varia de 45° 3 60°C; sao redissolvidas
quando submetidas a ebuli¢3o, e, reprecipitam com subsequente
resfriamento.

A excrecao de proteinas de Bence Jones na urina & ge-
ralmente associada com neoplasias de ceélulas pnlasmaticas do ti
po mieloma mGltib1o (KYLE & BAYRD, 1976)(WALDENSTROM,1973):esta cor
relagao quimico-clinica patologica conduziu 3 pesquisa rotinei
ra de proteTnas de Bence Jones para fins diagnosticos
(WALDENSTROM, 1973).

A analise da estrutura antigenica das proteinas de Bence
Jones estabeleceu dois tipos mecleculares distintos: 0 tipo
kappa (k) e o tipo lambda {)») (XORNGOLD & LIPARI, 1955) (MANNIK
& KUNKEL, 1962).

A factibilidade de separagao das subunidades de gama-r
globulinas em cadeias pesadas (H) e leves (L) (EDELMAN, 1959)
(FLEISHMAN et al., 1962) permitiu demonstrar gque as proteinas

de Bence Jones s3o idénticas em estrutura e tipo antigénico as



cadeias leves do componente monoclonal do soro patologico dé

pacientes paraproteinemicos é,_ sao similares 3as cadeias leves
de imunoglobulinas normais (EDELMAN & GALLY, 1962) {(PUTNAM, -
1962).

0 isolamento e caracterizagao de cadeias leves de anti
corpo na forma de proteinas de Bence Jones mostraram o alto
grau de homogeneidade destas proteinas e, conduziram a determi
nacao de sequéncias completas (PUTNAM et al., 1967) (MILSTEIN
et al., 19638) (TITANI et al., 1969).

Decorrente de estudos de sequéncia de aminoacidos foi
constatada a presenga de 213 a 215 residuos de aminoécidos nas
proteinas BJ k e BJ A , cujo alinhamento para obtencao de maxi
ma homologia, revelou a presenca de insergoes e delecgoes ao
longo da cadeia; este fato teria implicacdes de natureza gene-
tica, como o fencmeno da expansao e contragdao do genoma na es-
cala evoluytiva (QOOD et al., 1967) (MILSTEIN & PINK, 1970).

Estes estudos de homologia tamberm puseraﬁ em evidencia
varias caracteristicas a nivel de estrutura primaria. A pre-
senca de serina como residuo C-terminal, bem como a presenca
de geraimente cinco cisteinas na molecula, sao caracteristi-
cas estruturais importantes de cadeias leves do isotipc 2. Uma
destas cisteTnas ocupa posicdo vizinha a serina C-terminal e
bode funcionar como um ponto de estabilizacao covalente do di-
mero Bence Jones (as proteinas de Bence Jones podem ocorrer
como monomercs, dimeros e tetrameros (BERNIER & PUTNAM, 1963)
(MILSTEIN, 1966) (CAGGIANO et al., 1969) ou, no caso de molécu

las completas de anticorpo, esta cisteina participa da ponte



dissulfeto que faz a juncao H-L. As quatro meias cistinas res
 tantes, a saber: os residuos 23 e 88, e aquelas das posigoes
134 e 194, estabilizam regices moleculares muito compactas de-
nominadas “"dominios". Assim sendo, os dados experimentais pu-
seram em evidencia o arranjo das cadeias leves, ou seja, um ar
cabougo polipeptidico constituTdo de duas regioes distintas:
um segmento N-terminal de sequéncia variavel (regiao VL) e ou-
tro carboxi-terminal de sequéncia relativamente constante (re-
gido CL). As duas regides {ou dominios), estabilizadas por
pontes dissulfeto e constituidas de aproximadamente 100 res¥-
duos de aminoacidos, est3do ligadas por um polipeptideo de 10
a 12 residuos, denominado "switeh region" (PUTNAM et al.,1967).

Como decorréncia deste arranjo foi estabelecida a hipd
tese de que a cadeia leve seria codificada por dois segmentos
descontTnuos de DNA, um para a regido variavel e outro para a
regido constante (DREYER & BENNETT, 1965)(HOOD & EIN, 1968)(H00D, 1972).

Longos e numerosos estudos derivados da aplicagao da
metodolegia de DNA recombinante associada 3 analise de sequen-
cias polinucleotidicas produziram um acordo a favor da hipote
se "dois genes— uma cadeia polipeptidica", e, contribuiram
para a discussao de problemas “unicos" da Imunologia, tais co-
mo o fenomeno da exclusao alelica, o arranjo dos gens que codi
ficam as cadeias polipeptidicas de imunoglobulinas e o proble-
ma crucial da origem da diversidade das moleculas de anticorpo’

(WEILER, 1965) (HOOD & TALMAGE, 1970) (WEIGERT et al., 1978).



Seqﬂéncias desoxinucleotidicas determinadas em DNA clo
~nado de celulas engajadas na produgio de anticorpos revelaram
que os fragmentos de DNA responsaveis pela expressao de uma ca
deia, seja cadeia leve ou cadeia pesada, ac serem "transeri-

tos"

em RNA para posterior "$ragdugaoc" em seqliencias de aminoa-
cidos, n3o s3o continuos, mas interrompidos por segmentos de
DNA "silenciosos". Foi sugerido que as regioes intragénicas
que s3o expressas sejam denominadas "oxons" e a "matriz" onde
elas estao inseridas seja interpretada como um conjunto de seg
mentos "intervenientes" denominados "introns" (GILBERT,1978).

A "montagem" de um gem de cadeia leve segue o padrao
estabelecido para as cadeias kappa (SEIDMAN & LEDER, 1978)
(LENHARD-SCHULLER et al., 1978) (SEIDMAN et al., 1979) (HIETER
et al.,. 1980). Através de um processo de recombinacd3o somati-
ca a nivel do DNA,os genes ¥V e C sao aproximados (sem contudo
apresentarem contigUidade) para a criacio de um gem VC funcio
nal na célula produtora de cadeia k. Este processo envolve
ainda o segmento J, responsavel pela cedificacao da porgao C-
terminal da regiéo VL (residuos 96 — 107) e, cuja ligacao ao
gem V (recombinacao V/J) pode funcionar como fonte adicional
de diversidade (SAKANO et al., 1979) (MAX et al., 1979).

No caso de cadeias lambda humanas foram descritos pelo
menos seis genes codificadores de regiao constante arranjados
em “"tagndem" e que estdo contidos em um segmento de 50 kb (HIETER
et al., 1981). Alem disso, cada um dos seis genes descritos
estaria aparentemente associado ao seu proprio segmento J

(HIETER et al., 1981), <como & o caso no sistema lambda do ca-



mundongo, onde sao descritos quatro segmentos J, cada um asso-
ciado a uma regiao C, de modo a se poder imaginar regioes J-C
multiplas (BLOMBERG et al., 1981). A aparente limitagdo de di
versidade no sistema X humano, consequencia da auséncia de re
combinagao V-J (em oposicao ao sistema k, onde ocorrem cinco
regioes J no camundengo, das quais quatro codificanm seqﬁéncias
de aminoacidos descritas (MAX et al., 1979) (SAKARO et al, 1979),
e quatrono homem (HIETER et al., 1980) potencialmente dispend
veis para a recombinacgac V-J e associadas a um Unico gem Ck) ,
seria compensada pelo numero de genes e arranjo complexo do
locus € X (HIETER et al., 1981). Um mecanismo de amplificagao
-relativo ao locus C-X humano que poderia alterar o nﬁmero de
gens C X de seis para nove foi recentemente descrito {TAUB et
al., 1983).

A figura 1 mostra esquematicamente a montagem de um
gem ativo de cadeia leve.

0s estudos que demonstraram que as regioes V e C S20
codificadas por gens diferentes e aqueles que mostraram a pre
servagao de regioes C na escala evolutiva, cada uma ligada a
diferentes regides V, destacaram a importancia da investigagdo
destas regioes, seu papel biologico e a organizagao dos gens
envoelvidos na sua codificagao para o arranjo de um gem ativo
(CUNNINGHAM et al., 1971) (MILSTEIN & SVASTI, 1971) (CAPRA &
KEHOE, 1975) (BEALE & FEINSTEIN, 1976) (GOTTLIEB, 1980}.

A analise de colegdes de sequencias interpretadas atra
vés de sistema de computagao (WU & KABAT, 1970) (KABAT et al.,

1979) mostrou a presenga de trés regiGes de hipervariabilidade no do-



FIGURA 1 - Montagem de um gem ativo kappa humano segundo esque
ma modificado (WEIGERT et al., 1978) (LEDER, 1982) (TONEGAWA,
1983). Este processo ocorre durante a maturag¢aoc do linfocito
B comprometido com a sintase de um determingdo isotipa (BRACK
et al., 1978) (BERNARD et al,, 1978) (SEIDMAN & LEDER, 1978)
(LENHARD-SCHULLER et al.,r 1978) (HIETER et al,, 1980), Estao
representadas as etapas de recombinagao somatica a nivel do
DNA': a configuragiao embrionaria em (1) e a gecombinagio v/J
em (2), A transcrigao e o processamento pos~transcricional que
ocorrem a nivel do RNA estao representaaos nas etapas transcri
¢ao (3) e "gplicing" (4). A etapa tradugao est3a representada
em (5) e a remogao do lider na cadeia completa esta representa
da em (6). Na regido V estiao representadas as regioes que de-
terminam complementariedade em relagao ao antigeno (CDR) e as
regioes correspondentes ao arcabougo polipeptidico denominado
"framework" (FR) (KABAT et al., 1979). No caso dos genes com-
prometidos com a biossintese de uma cadeia ) humana existem
evidencias de pelo menos seis genes (podendo atingir um total
de 9) arranjados em "tandem™ e, responsaveis pela codificagao
da regiao C A . Estes genes estao agrupados em um segnento
de 50 kb, cada um deles aparentemente ligado ao seu respectivo

segmento J (HIETER et al., 1981) (TAUB et al., 1983).
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-minio VL correspondentes aos residuos 24 — 34, 50 — 56, e
.89 — 97, denominadas CDRy, CDR, e CDR3, respectivamente. Foi
previsﬁo que estas regioes conteriam os residucs envolvidos na
determinacao de complementariedade ao antigeno e seriam respon
saveis pela configuragdo funcional do " pocket " da molecula de
anticorpo (CAPRA & KEHOE, 1975) (KABAT et al., 1977). Estudos
de "marcagdo por afinidade" propiciaram evidencias experimen-
tais consistentes com esta predigao (GIVOL, 1874).

Foi verificado que estas regides estariam sustentadas
por um conjunto de resTduos que mostrou baixa variabilidade de
nominados FRI (residuos 1 a 23), FR, (residuos 35 a 49), FR4
{residuos 57 a 88) e FR4 (residuos 98 a 107) que aparentemente
nao participam da interacdo CDR-antigeno (XABAT et al., 1977)
(KABAT &t al., 1979).

Em fungdao da sequéncia dos 22 aminoacidos N-terminais
expressos em cadeias polipeptidicas se mostrou a presencga
de seis protBtipos: YAl, VA2, VA3, VA4, VA5 e VA6. Trés sub-
-tipos soroldgicos (ST*, 1117), (ST7, 111%) e (ST7, 1117} fo-
ram reconhecidos. 0 grupe (ST, 1117} foi descrito em proted
nas VAI, e, o marcador {(ST™, 1117) estd presente em protei-
nas VAIII (TISCHENDORF et al., 1970; 1971; 1976). A especifi-
cidade designada VOR & compartilhada entre os subgrupos VAI e
VAIV, mas estd ausente nos sub-tipos VAII, VAIII e VAIV (RIVAT-
-PERAN et al., 1980).

Através de tecnicas de inibigao de hemaglutinagao e
precipitacao foram obtidos resultados que levam a indicar a na

‘tureza nao alélica das sequincias portadoras destes marcadores



soroldgicos (TISCHENDORF et al., 1971) (RIVAT et al. ,
- 1974).

As analises de sequéncias de aminoacidos mostraram que
as especificidades sorologicas de sub-grupos estio relaciona-
das com segmentos de aminoacidos relativamente nio variantes,
e, que, a especificidade idiotipica deve estar correlacionada
com Ereas hipervariaveis, o que poderia indicar a2 proximidade
destas porgdes da molécula de anticorpo do seu "binding site "

- (CAPRA & KEHOE, 19758).

A distribuigcao independente dos diferentes segmentos

FR

FR,, FRy e FR, e, CDR,, CDR, e CDR, de regido variavel

1° 2 3

(KABAT et al., 1978) forneceu subsidios para a hipdtese dos
"mini-genes" (KABAT, 1980) que seriam segmentos de DNA respon
saveis pela codificacao independente dessas regides.

Desta maneira, pode-se postular que sete mini-genes se
riam os responsaveis pela codificacio das quatro regioes FR],
FR,, FRy, FR, e das tres regioes CDRy» CDR,, CDR, (KABAT, 1980).
0 segmento J corresponderia a regido FR, e engloba, sequndo a
numeracao NEW {LANGER et al., 1968), os residuos 100 a 111
(FRANGIONE et al., 1983). 0 segmento cont&m uma sequencia pe-
culiar Gly-Gly-Gly correspondente aos residuos 102 a 104 sequn
do a numeragdo Mcg (FETT & DEUTSCH, 1974) ou, §egundo a nume-
racio NEW os resTduos de nimero 100 a 102 (RfVAT-PERAN, 1980).
As similariedades e diferengas nos "mini-genes"  responsaveis
pela codificagao dos sub-segmentos da regiao variavel de ca-
deias L, poderia ser responsavel pelas diferengas e semelhangas

de comportamento antigenico -dos marcadores genéticos detecta-
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dos nessa regiao (RIVAT-PERAN, 1980).

A regidao C terminal dos dominios C, e Cy e muito im-
portante por conter sequéqcias de aminoacidos que tipificam qui
micamente estes dois isotipos (FRANGIONE et al., 1969). Estes
peptideos, obtidos de digest3o péptico-triptica (FRANGIONE et
al., 1969) ou exclusivamente triptica (PUTNAM & EASLEY, 1965)
(MILSTEIN, 1967) contém a cistina que estabiliza as proteinas
urinarias de Bence Jones na forma de dimero (BERNIER & PUTNAM,
1963) (MILSTEIN, 1966).

Poucas diferencas nucleotidicas que codificam a regiao
C-terminal do dominio CL sao observadas, o que poderia ser in
terpretado como uma regido preservada na evolucao dos genes que
codificam cadeias leves (HIETER et al., 1981).

_Foi constatado através de analise de sequencias de ami
noacidos que a regiao constante ou dominio C X de cadeias 1le-
ves humanas apresentamnm consideravel heterogeneidade {PUTNAM &
EASLEY, 1965) (MILSTEIN, 1967) (GIBSON et al., 1971}. Foram
detectadas substituicoes (de aminoadcidos) caracteristicas em
posigoes bem definidas do dominio C X . Estas substituigdes,
envolvendo uma ou mais posicbes nas cadeias leves de imunoglo-
bulinas e das proteinas de Bence Jones lambda, foram denomina-
das variantes genéticas. 0 carater n3ao alelico destas varian
tes foi demonstrado (EIN, 1968) (FETT & DEUTSCH, 1976).

‘EIN & FAHEY (1967) demonstraram a existéncia de dois
sub-tipos antigenicos de cadeia lambda humana, reconhecidos por
soro de coelho anti-proteina de Bence Jones A .  Posteriormen

te este fato foi relacionado com a - substituigdo de arginina



n

por Tisina na posigdo 190 (0z) (APPELA & EIN, 1967) e seu com
portamento nao alelico demonstrado (EIN, 1968).

Estudos desenvolvidos por MILSTEIN revelaram a substi-
tuic3ao de alanina por valina na posicao 143 e lisina por aspa-
ragina na posigdo 171 do dominio C A da proteina Mz (MILSTEIN,
1967).

HESS & HILSCHMAN (1970) demonstraram a substituigdo de
serina por glicina na posigdo 152 na proteina Kern.

FETT & DEUTSCH (1974, 1975 e 1976) ampliaram de modo
significativo o conhecimento deste polimorfismo presente na re
gido C X a partir de analises de diferentes proteinas de Bence
Jones e cadeias leves de paraproteinas séricas. Deste modo,
descreverém as variantes: Mcg (substituigao de alanina por as
paragina na posigao 112, serina por treonina na posicac 114 e
treonina por lisina na posigao 163); Ev {substituigaoc de aspa
ragina por glutimico na posig3ao 151); Weir (substituicao de
lisina por ¢glutamico na posigao 156) e Way {substituigao de
alanina por valina na posigao 157).

_ 0 comportamento da variante Mcg como fator soroldgico
foi posteriormente descritc por SOLOMON (1977).

FETT & DEUTSCH (1976) sugeriram que estes dez Tocais
de substituigdo de aminoacidos seriam responsdveis pelo polimor
fismo observados nesta regfio da cadeia leve do isotipo Tlambda,
caracterizado pela ocorrencia de pelo menos oito tipos de ar-
ranjos distintos.

A figura 2 mostra em detalhes a organizacao estrutural

de uma cadeia leve lambda.



L ICl ICl 1GAL ICl Icl___Ic
23 a8 107108 134 194 Izm
SH
F F F F
R R R R
1 2 3 *a
C Cc C
D D D
R R R
1 2 3
w
K5
e
3 m oenls ¥ o)
F £ 3 F g9 7 v"ly g ¥ 4
R R R Y S I }
NH. L 1 . | ] L 1 111 S S | 3 R . 1 JCOOH
I [ - | gy ] -8 T 11 ] T ] 1 1
1 23 C 34 49C 56 g8 C 97 W07n214 13 151| 157 163 171 190 215
2% :
1 2 3 156
| VL -S4 clL |

FIGURA 2 - Representagao esquematica de uma proteina de Bence Jones na con-

figuracao de monomero., FEm (&) estao indicadas as posicoes das cisteinas in

tracadeia (23-88 e 134~ 194), comprometidas com a establllzagao dos domi—
nios VL e CL e mais a meia cistina C-terminal (214) responsavel pela ponte
disulfeto intercadeia que estabiliza covalentemente a forma dimerica. As ca
deias pOllpeptldlcaS terminam por um residuc de serina C-terminal (p051—
gao 215). Estao representados os residuos glicina e glutamlna nas p031goes

107 e 108 que estao frequentemente envolvidos na reglao denominada "switel"
(KABAT et al., 1979). Em (b) sao salientadas as regloes CDR., CDR, e CDR3

que determinam complementarledade emn relagao ao antlgeno no éomlﬂlo VL; as

- regices que correspondem ao f?angmork" de regiao variavel estao a351nala—-

das como ¥Ry, FRyz, FR, e TR,. As posigoes que delimitam estes diferentes-
segmentos estao assindladas em (c). Na regiao CL estac representadas as va
riantes nao alelicas de cadeia lambda descritas até a presente data (FETT &
DEUTSCH, 1976).
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No presente trabalho, a partir de uma proteina de Ben-
ce Jones tipica, obtida de paciente paraproteinemico (J.J.0.)
e tipificada como pertencente ao tipo sorologico 2 , foi isolg-
do o peptideo que corresponde a regiao C-terminal do dominio
Cx, cuja eﬁtrutura primaria caracteriza quimicamente a protei
na JJO como pertencente ao isotipo lambda.

S3o apresentadas evidencias de que a proteina JJO esta
presente na urina na configuragao de duas unidades moncmericas
estabilizadas entre si por uma ligacao covalente do tipo disul
feto.

0 dominio correspondente a regiao VL foi tipado como
pertencente ao sub-grupo VAIII.

Féram isolados os peptideos de regido CLA  portadores
das variantes n3o alelicas 0z, Mz, Mcg e Way.

0s resultados obtidos permitem a caracterizacao desta
proteina urinaria como uma proteina de Bence Jones (JJ0O) , 190
Arg 0z2(-), 171 Lys Mz(-), 112 Ala, 114 Ser, 163 Thr Mcg (=)
157 Ala Way (-), VAIII. |



2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Tratamento preliminar da urina com proteiniria de Bence-

-Jones

Urina de paciente (J.3.0.) com gamopatia monoclonal ti
po mieloma miltiplo* foi submetida ao teste clinico de Bence-
-Jones, segundo a técnica descrita (CANNON et al., 1974). Foi
observado comportamento caracteristico de urina patologica com
proteinﬁria de Bence-Jones positiva. Esta urina foi dialisada
repetidas vezes contra dgua desionizada e entiao, liofilizada
(Virtis Freeze-Dryer, The Virtis Co., Gardiner, N.Y.). 0 matge
rial 1iofilizado foi acondicionado em frascos, rotulado e arma
zenado em Deep Freezer Revco (Revco Scientific and Industrial

Products, West Columbia, S.C.) a “60°¢.

2.2,- Dupla difusio em duas dimensdes em gel de agar

A dupla difus3dao em duas dimensdes em gel de agar
(Quchterlony, 1958) foi realizada em agar {Ion-Agar Oxoid n9 2,
Oxoid Ltd, London) a 1% em tamp3o veronal 0.05M pH 8.6(CHASE,1968)
sobre 13amina de microscopio de 25x75 mm.

0 gel foi perfurado de acordo com o esquema desejado

* Agradecemos aos Drs. Luis S. Prigenzi e Celso P. da_Costa
do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciencias
Meédicas da UNICAMP, que gentilmente gederam o material.
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0 gel foi perfurade de acordo com Q esquéma desejado
(Grafar Gel Punch Assembly, Grafar Corp., Detroit, MIch.) e o
material aplicado. Apos reacao por 24 horas em camara umida,
as laminas foram lavadas em solugao salina 0.15 M, secas a tem
peratura ambiente e coradas com "amido black" D.1% (OLIVEIRA
LIMA e DIAS da SILVA, 1970). O excesso de corante foi retira-

do em metanol-acido-agua (2:1:2 V/V).

2.3. Tipificacdo Sorologica

A tipificacdo sorologica da proteina -de Bence Jones JJ0
foi realizada segundo a tecnica descrita em 2.2.

Alem da proteina BJP (JJO0) foram utilizadas duas ou-
tras proteinas, gmbas ja tipificadas: a) proteina BJP (Mau),
tipificada como ) (MARANGONI et al., 1979, 1980); b) protei-
na BJP (Sim), tipificada como K (RODRIGUES PINTO et al.).>*

Como revelador, utilizou-se soro de coelho anti-protei
na . humana'(Mau) obtido segundo modificacao do método descri

to (OLIVEIRA et al., 1970).

2.4. Imunoeletroforese em ge! de 3gar

As imunoeletroforeses (GRABAR & WILLIAMS, 1955) foram
realizadas em gel de agar a 1% (preparado como descrito no item

2.2.). 0 3gar fundido (15 m1) foi colocado sobre duas laminas

* R.M. RODRIGUES PINTO, S. MARANGONI & B. OLIVEIRA. Comunicagdo Pes
soal.
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de vidro de 25x75 mm dispostas em um suporfe dupio de plastico
(modificado de Gelman Immunofk;mes, Gelman instrument Co.; Ann
Harbor, Mich.). Os pogos e as canaletas foram impressos no
agar gelificado utilizando-se um impressor metalico montado de
acordo com o esquema imunoeletroforetico desejado (Gelman
Electrophoresis Punch Set, Gelman Instrument Co., Ann Harbor,
Mich.).

A eletroforese foi realizaaa em tampdao veronal (item
2.2), utilizando-se fonte estabilizadora Beckman Duostat
(Beckman Instruments Inc., Spinco Division, Palo Alto, Cal.) e
corrente de 15 mA/13amina durante 90 minutos. |

0 agar das canaletas foi entdo retirado e os anti-so
ros aplicados.

Para revelagdao foram utilizados os seguintes anti-so
ros: a) soro de coelho anti-SHN (soro humano normal); b) so-
ro de coelho anfi-prote?na de Bence Jones humana do dsotipo A
Mau (MARANGONI et al., 1979, 1980). Ambos os anti-soros foram
obtidos como descrito em 2.3.

Apos aplicagdo dos anti-soros, as laminas foram coloca
das em camara umida por 24 horas. A lavagem foi feita em so-
Tu¢ao salina fisiologica. As laminas foram secas & temperatu-
ra ambiente e coradas com "amide black” 0.1%. A solugdo de 1a

Nvagem foi aquela descrita em 2.2.

2.5. Eletroforese e Imunoceletroforese em gel de agarose

Para as analises eletroforéticas e imunoeletroforeti-

cas em camada delgada de agarose, utilizou-se agarose em supor
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te flexivel Pol E Film Diagnostics Division, Pfizer Inc.N.Y.C.,
N.Y. Foi aplicada voltagem de 11 V/cm durante 60 minutos, uti
Tizando-se fonte e tampdo descritos (2.4).

- Eletroforese - Apds coloragio em "amido black” 0.1%,

a placa foi mantida por 20 minutos em estufa requlada para 37%,
sendo em sequida descorada em acido acetico 7%.

- Imunoeletroforese ~ Os anti-soros especificos aplica

dos nas canaletas foram: soro de coelho anti-SHN (soro humano
normal) e sord de coetho anti-proteina X humana (vide 2.3). A
placa foi mantida em camara umida por 24 horas e lavada exaus-
tivamente em solugao sa]jna 0.15M. 0 tratamento posferior foi

identico ao descrito acima.

2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

0 metodo empregado na analise eletroforética em poli-
acrilamida foi modificado de SHAPIRO et al. (1967) e WEBER &
OSBORN (1969). O apare1ho.utilizado foi montado apos modifica
coes do desenho de REID & BIELESKI (1968).

0 gel de concentragao, bem como o de separagao foram
obtidos a partir de uma solugao 30% de acrilamida (Bio Rad.
Labs., Richmond, Cal.) e 0.8% de N, N'-metileno-bis-acrilamida
(Bio Rad. Labs., Richmond, Cal.). Esta solugao foi preparada
em 3gua desionizada a 37%C sob agitac3o, filtrada em papel de
filtro Whatman n? 1 e mantida a 4°C em frasco ambar.

0 gel de concentragao contendo 5% de acrilamida em tam

pdo tris-HC1 0.125 M pH 6.8, acrescido de dodecil sulfato de
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sodio (SDS) (Bio Rad. Labs., Richmond, Cal.) a 0.1%, foi poli-
merizado pela adigao de N, N, N', N'-tetrametiletilenediamina
(TEMED) e persulfato de amanio a 0.05%.

0 gel de separacdo contendo 10% de acrilamida foi pre-
parado em tampao tris-HC1 pH 8.8 na concentracao final de 0.375
M com SDS a 1% e persulfato de amonio e TEMED a 0.025%.

0 gel de separacao foi colocado ate a altura aproxima-
da de 100 mm entre duas placas de vidro refratario de 160 x 145
mm, separadas.por espacadores de acrilico de 2 mm de espessura
colocados entre as bordas laterais e inferiores das mesmas. As
placas foram mergulhadas em agua a 35%¢ por 1 hora. Apds a po
limerizagao, o gel de concentragdao foi colocado ate a altura
aproximada de 45 mm. Em seguida, a pega acrilica utilizada pa
ra a2 impress3o dos pogos foi inserida entre as placas.

As amostras (aproximadamente 20-50 pug de protefna) fo
ram dissolvidas em 100,11 de tampao tris-HCL pH 6.8 na concen-
tragﬁo final de 0.0625 M, contendo SDS a 2%, 10% de glicerol e
0.001% de bromofenol.

K duplicata de cada uma das amostras foi adicionado di
tiotreitol (DTT) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) na con-
centracao final de 0.1 M. Como marcadores foram utilizados:ci
tocromo ¢ (PM 11700) {(Sigma Co., St. Louis, Mo.; tipo VI}, mig
globina (PM 17200) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.; tipo
II}) e ovoalbumina (PM 43000) (Mann Research Lab., N.Y.C.,
NY.) T

* 0s valores de beso molecular foram tomados de WEBER &
OSBORN (1969).



19

Antes da aplicagao as amostras e os marcadores foram
mergulhados em agua em ebuligdao durante 2 minutos. |

A eletroforese foi realizada em tampao tris HC1 0.025M,
glicina 0.192 M e SDS 0.1% & 100 V durante aproximadamente 4
horas, até que o corante atingisse a extremidade inferior do
gel de separacgao.

0 gel foi retirado do suporte de vidro com o auxilio
de uma espatula e corado em "Comassie Blue” 0.1% em acido ace-
tico-metanol (1:8 V/V) a 37°C. 0 tempe médio de coloragdo foi

de 10 horas. A lavagem foi realizada em acido acetico 7%.

2.7. Fracionamento da urina JJo

A urina J40 foi purificada em DEAE-celulose (DE-52
Whatman), a partir de um gradiente de tampao fosfato 0.01-0.1M
pH 8.2, em uma coluna de vidro de 330x22 mm.

Em uma separacgdo caracteristica, 500 mg de proteina
Tiofilizada foram dissolyidos em 20 m1 do tampdc de equilibrio
da resina (tampaoc fosfato 0.01 M pH 8.2). 0 material foi cla-
rificado por centrifugagao a 5000 rpm durante 15 minutos em uma
centrifuga refrigerada Sorval RC2-B (Sorval Co., Newtown,Conn.),
e o sobrenadante aplicado a coluna. Em condigbes de fluxo de
20 m1/h foram coletados Qolumes de 3ml/tubo, utilizando-se um
coletor de fragbes Gilson modelo VL (GME, Middleton, Wis.).

0 eluato foi monitorado em um espectrofotametrq Beckman
modelo 25 (Beckman Instruments Inc., Fullerton, Cal.), sendo os

valores de absorbancia determinados no comprimento de onda de
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280 nm. Os "pools” , delimitados com base no controle imuno-
—— I - - - . - ) -— - ”
eletroforetico, foram dialisados contra bicarbonato de amonia

0.01 M durante 24 horas em camara fria a 49C e Tiofilizados.

2.8. Oxidagao performica

0 procedimento para a rea]%zagib da oxidacao performi-
ca foi baseado nas especificagoOes de HIRS et al. (1956). Como
solugao oxidante foi utilizada uma solugdo de acido formico

999% e H202 30%; 19:1 V/V contendo fenol 0.02%.

2.8.1. Oxidac3ao da proteina nativa para determinacio da com-

posigdao global de aminoacidos

Dez gotas da solucaoc oxidante foram adicionadas a cada
aliquota de 1.0 mg da proteina JJ0 liofilizada. A reagdo ocor
reu a temperatura ambiente por 1 hora. Acrescentou-se 1 ml de

agua desionizada ao material que foi em seguida, liofilizado.

2.8.2. Oxidac3do da proteina para mapeamento peptidico

Ao material dissolvido em 1 ml de acido formico 5% fo-
ram adicionados 3 ml da solugdao oxidante. Apo0s 30 minutos a
temperatura ambiente e adigao de 0.1 m]1 de metanol, deixamos a

reacao prosseguir durante 4 horas a -6°C.. Decorrido este pe-
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rTodo o material foi dissolvido em 3 m] de agua desionizada e

Tiofilizado.

2.8.3. Oxidacao performica em papel da proteina BJP (JJO) e

de peptideos purificados

A proteina BJP (JJO) contida em tira de papel Whatman
3 MM recortada apdos eletroforese de alta voltagem em pH 6.5
(12 dimens3o de mapeamento diagonal) foi montada em suporte de
vidro e colocada em um dessecador saturado com vapor de acido
perfatmico. Ao fim de 4 horas, o papel foi retirado e coloca-
do a 80°C em forno (Precision Scientific, GCA Corp., Chicago,
I11.) ate a secagem total.

0s peptideos contidos em papel Whatman 3 MM foram re-
cortados e oxidados da mesma maneira antes de nova etapa de pu

rificagao.

2.9. Hidrolise acida da proteina JJO e de peptideos obtidos

de mapeamento e/ou purificacao

Aliquotas da proteina JJO foram hidrolisadas em HC1 6N
contendo fenol (Img/ml) em tubos fechados 3 vacuo a 106°C (+
1.0) em forno com convecgao forgada (Forma Scientific Inc. ,
MTTA, 0. ). Os tempos de hidrolise foram de 24 horas para
a proteina oxidada e de 24, 48 e 72 horas para a proteina nati

va. As hidrolises foram feitas em duplicata.
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0s peptideos foram inicialmente eluidos de papelWhatman
3 MM ou com agua desionizada'(peptfdeos radioativos) ou com aci
do formico 5% (peptideos ninhidrina positivos) e secos & vacuo.
Ao material seco foi acrescentado HC1 6N com fenol (1 mg/ml) -
(100%) e a hidrolise foi realizada por 24 horas nas mesmas con
dig0es descritas.

0 material hidrolisado foi seco a vacuo na presenga de

H,S0

2.10. An2lise de aminoacidos

2.10.1., Analisador de Aminoacidos

As diferentes amostras foram analisadas num auto-anali
sador de aminoacidos construido apos modificagoes deo desenho
original de ALONZO & HIRS (1968). 0 metodo de aﬁElise foi o
de SPACKMAN et al. (1958). 0 sistema utilizado foi o de duas
colunas: uma para a resolucao dos aminoacidos acidos e neu-
tros (coluna AN) de 530x10 mm e outra para a resolucao dos amj
noacidos basicos (coluna B) de 130x10 mm. A resina na coluna
AN foi do tipo Am‘inex‘A6 e na coluna B, utilizou-se resina do
tipo Aminex A5 (Bio Rad. Labs., Richmond, Cal.).

A operacdao na coluna AN envolveu dois tampoes: citrato
de sodio 0.2 N pH 3.25 e citrato de sodio 0.2 N pH 4.25. Na co
luna B foi utilizado tampdo citrato de sSdio 0.5 N pH 5.25.

A temperatura foi controliada por termoreguladores ajus

tados para 52.5°¢C (coluna B) e 52.5 e 60.0°C (coluna AN), aco-
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mplados a um circulador Haake tipo F (Brinkmann Instruments,
Mestbury, N.Y.}.

U registro grafico correspondente ds leituras das trés
ceélulas do fotdometro (M.E.R. 1020 Mountain View, Cal.) & simul
taneo: (1) 570 nm e caminho Optico de 12 mm; (2) 570 nm e ca
minho Optico de 6.6 mm e {3) 440 nm e caminho optico de 12mm;
e feito por pontos, por um registrador do tipo Eletronik 15
Strip Chart Multipoint Recorder (Noneywell Ltd , Ontario) em
escala de 0 a 0.1 unidades de absorbancia.

A reacdao com ninhidrina (Pierce Chemical Co., Rockford,
I11) ocorreu a 97 + 1.0%C em um banho (5.6.A. Scientifié Inc.,
Bloomfield, N.J.) com temperatura regulada por reostato tipo

116 B (The Superior Electric Co., Conn.).

2.10.2. Solucdo Padr3o e Constante de Intearacido

Aliquotas contendo va10res médios de 20 nmoles para ca
da amino3cido, obtidas a partir de uma solug3o padrio de amino
acidos (Amino Acid Standard H, Pierce Chemical Co., Rockford ,
111.), acrescida de acido cisteico, foram utilizadas como refe-
rEncia para tempo de eluigzo e leitura, produzindo um cromato-
grama cujos picos sao prontamente calculados. Uma vez estabe-
lecido o padr3o de eluicao dos diferentes amino3acidos, as lei-~
turas obtidas para cada um deles foram integradas em 570 nm
(12 mm de caminho optico), exceto para o aminoacido prolina,
cuja leitura & integrada no canal de 440 nm (12 mm de caminho

optico). As intégragﬁes foram realizadas pelo metodo manual
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{altura x valor da base a nivel de altura media) e as constan-
tes de integrag3o obtidas da seguinte relagao: K = A/M, onde:
K= constante de integrang do aminoacido; A= area determinada
por integragio manual; M= guantidade absoluta do aminoacido
na solugao padrdo (nmoles). A fiqura 3 mostra uma analise au

tomatica de aminoacidos desta solugao.

2.10.3. Preparacao das amostras

As amostras hidrolisadas e secas foram dissolvidas em
volumes iguais de tamp3o citrato de sodio 0.2 N pH 2.2 e polig
tileno glicol (PEG) 30%. O material foi homogeneizado em mi-
xer (S 8220, Scientific Products, Evanston, I11.) e centrifuga
do por cinco minutos (centrifuga modelo 204, FANEM Ltda, S.P.).

Antes da aplicagao, norleucina (50ul de uma solucao
0.4 mol/ml em HCT 0.1 N} foi acrescentada a todas as amostras

para controle de eluigao e calculos de recuperagao.

2.10.4. Calculos

No caso de proteinas, os valores obtidos sao expressos
em nimero de moles de resYTduo por mol de proteina, tomando-se
como referencia o peso molecular de 22600 (valor estimado para
a proteina X descrita por MILSTEIN et al., 1968). 0 valor cal
culado para cada resTduo representa a média dos valores obti-

dos nos diferentes tempos de hidrolise, exceto para os aminoa-
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<idos cujos valores nao sEq constantes com o tempo de hidroli-
se acida. |

Os valores de treonina e serina foram extrapolados pa-
ra o tempo zero, uma vez que tendem a diminuir com o tempo de
hidrolise. Os valores de valina, isoleucina e leucina  foram
aqueles de 72 horas, pois esses aminoacidos tem seus valores
aumentados com o tempo de hidrolise (BAILEY, 1962).

No caso de peptideos, os valores obtidos sao expressos
em nimero de moles de resTduo por mol de peptideo, tomando-se
como referencia um numero inteiro de um ou mais residuos esta-
veis (recuperados quantitativamente nos diferentes tempos de
hidrolise) e/ou a somatdoria dos residuos teoricamente espera-

dos para o peptideo em questao.

2.11. Determinacao de residuos de meia cistina e metionina

0s residuos de meia cistina foram determinados ou como
acido cisteico a partir das amostras da proteina nativa oxida-
da (MILSTEIN et al., 1968) ou como carboximetilcisteina sulfo-
na (CMCysSO,) a partir da oxidagio dos digestos triptico ou pép
tico-triptico da proteina reduzida e alquilada (OLIVEIRA & LAMM,
1971).

0s resTduos de metionina foram determinados como metig
nina sulfona (MILSTEIN et al., 1968) nas amostras da proteina

JJO oxidada.
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2.12. Reducao e Alquilagao

K aliquotas de proteina BJP (JJ0) (10 mg) 1liofilizadas e
dissolvidas em 1 ml de tampao 0.5 M tris, 6 M guanidina, 1mM EDTA
pH 8.6 se adicionou 50 ul de-solugao recém-preparada de ditio-
treitol (DTT) 65 mM. A reacgao se processou a 37°C durante 1 hora.

Em seguida, a amostra reduzida foi adicionado um volu-
me de 100u1 de uma solugdo de acido iodoacetico (2 - 14(:) 0.16 M
0.75 mCi/nmol {(New England Nuclear, Boston, Mass.). O material foi
mantido a 37°C e ao fim de 90 minutos, dialisado contra o 3ci-

do formico 5% por 24 horas a temperatura ambiente (duas trocas).

2.13. Digestao Triptica

A proteina JJO oxidada e liofilizada foi digerida com
tripsina tratada com TPCK: L(1-tosylamido-2-fenil) etilcloremetilceto
na {Worthington Biochemical Corp., Freehold, N.J.) relagao E/S 1:50) em -
bicarbonato de amonia 1% pH 8.0 a 37°%C durante 4 horas, sendo em
seqguida liofilizada.

Aslcondigaes de digestdo foram identicas no caso de

teina reduzida e alquilada.

2.14, Digestdo Péptico-triptica

A proteTna reduzida e alquilada foi digerida com pepsi
na (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.} {relagdo E/S 1:20) em
acido formico 5% a 37°C durante 16 horas. 0 digesto peptico

liofilizado foi dissolvido em bicarbonato de amonio 1% pH 8.0



28

e digerido com tripsina TPCK nas condig¢bes descritas no item

2.13. 0 material foi entao, liofilizado.

2.15. Eletroforese de alta voltagem

As eletroforeses foram realizadas em papel Whatman 3MM
(600x420 mm) a 60 V/cm, em tanques Savant LT-48 A (Savant
Instruments Inc., Hicksville, N.Y.) refrigerados por circula-
¢ao de metanol 5%. Foram empregados os seguintes tampoOes: a)
tamp3o piridina pH 6.5 (piridina-acido acético-agua, 10:1:200
V/V), b) tampao piridina pH 3.5 (piridina-acido acetico-3aqua,
1:10:440 V/V) e tampao formico-acetico pH 2.1 (3acido formico -
acido acético - agua, 1:4:45 V/V).

Para a caracterizacao dos peptideos, foram aplicados
0os seguintes marcadores de referéncia: &cido aspartico, acido
glutimico, lisina, e-dinitrofenil-lisina (e-DNP-L-Lys) e tin-
ta vermelha para caligrafia (Pilot), de mobilidade semelhante
a do acido aspartico em pH 6.5. As mobilidades (m) dos pepti-
deos a pH 6.5 foram expressas como relativas a distancia entre
e-DNP-L-Lys e acido aspartico (m= 1.0), e a carga liquida (&)
foi determinada utiliiando-se 0 "plot” de OFFORD (OFFORD,1966)
como indicado na figura 4.

Em eletroforese a pH 3.5, as mobilidades dos peptideos
foram expressas em relagio ao dipeptideo Gly-Ala (FRANGIONE et
al., 1969a). |
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FIGURA 4 - Grafico de OFFORD em escala ampliada: mobilidade

eletroforetica em pH 6.5 (m) (medida em centimetros, tornan-

do-se £ -DNP-Lys como ponto de mobilidade zero) em funczo do

peso molecular do peptIideo (PM) (ecalculado a partir da anali-

se de aminoacidos).

Valores de carga liquida (&) validos pa-

ra peptideocs sem histidina ou acido cistéico (OFFORD, 1966).
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2.16. Tipificagdo quimica

0 digesto peptico-triptico da proteina reduzida e al-
quilada foi submefido a eietroforese em pH 6.5 como descrito
anteriormente (2.15). 0Os peptideos com carboximeti]cistéTnafg
ram detectados por autoradiogqrafia: o mapa eletroforetico foi
colocado em contato com uma chapa de raio X Sakura de 356x432
mm em camara escura durante 16 horas. Apﬁs revelacao da chapa,
as areas do mapa correspondentes Sduelas radioativas da chapa
foram localizadas por sobreposigao, recortadas e oxidadas em
fase vapor (2.7). Essa banda foi em seguida costurada sobre
outra folha de papel Whatman 3 MM e submetida a eletroforese a
pH 3.5 a 60 V/cm durante 50 minutos. Glicina/Alanina foi in-
cluido aos demais marcadores. A localizacdo dos peptideos mar
cados foi feita por nova autoradiografia. Os peptideos conten
do carboximetilcisteTna sulfona foram eluidos com agua desioni

zada, hidrolisados (2.8) e analisados (2.9).

2.17, Mapa peptidico

0 digesto triptico liofilizado foi aplicado em  banda
(10x70 mm) sobre papel Whatman 3 MM (600x420 mm) e submetido a
e1etroforese de alta voltagem em tanque Savant em tampao piri-
dina pH 6.5 a 60 V/cm por 60 minutos (12 dimensdo). Os marca-
dores uti]izadps foram aqueles especificados (2.15).

0 mapa foi seco a.80°C em forno (2.8.3.), e os marcado

res localizados com ninhidrira 0.2% em acetona para controle.



31

Ao mapa foi costurada uma banda de papel Whatman 3 MM de 600x150
mm para a realizagao de cromatografia descendente em diregao
perpendicular a 12 dimens3o em cimara cromatogrifica Precision
Scientific (GCA Corp., Chicago, I11.), utilizando-se ~ BAWP
(n-butanol-3acido acetico-agua-piridina; 13:3:12:10 V/V)comasql
vente. Aos demais marcadores foi adicionado valina. /0 tempo
médio da 22 dimensdo foi de 10 horas, sendo a migragdo acompa-
nhada pela posigao de €-DNP-L-Lys; ate que este marcador atin
gisse a extremidade inferior do papel.

Depbis de seco o mapa, a faixa central, correspondente
a regiEo-dos neutros, foi recortada. O restante do mapa foi
corada com solugao de ninhidrina 0.02% em acetona, para reve-
lar os peptideos. Estes foram recortadas e imediatamente lava
dos em acetona pura.

A faixa central recortada (regiio dos peptideos neu-
tros) foi costurada sobre nova folha de papel e submetida a
uma nova eletroforese a pH 3.5 (3E dimensao) a 60 V/cm durante
50 minutos, ortogonal 3 cromatografia. Os peptideos foram lo-
calizados por coléragéo com ninhidrina, nas condig¢des descri-

tas acima.

2.18. Mapa Diagonal

Foi realizado apds modificagoes do metodo descrite por
BROWN & HARTLEY, - 1966, 0 digesto triptico liofilizado
da proteina reduzida e alquilada foi dissolvido em 0.1 ml de

dgua desionizada e aplicado em uma banda de 70x10 mm sobre pa-
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:pel Whatman 3 MM e submetido a eletroforese de alta voltagem
-em tampao piridina pH 6.5 (13 dimensao). Em seguida, uma fai-
xa de 60 mm de largura foi coftada ao longo de uma margem e
apos oxidag3ao, costurada em outra folha de papel e submetida a
uma segunda eletroforese em pH 3.5 (22 dimensdo), em direcdo
‘perpendicular a primeira dimens3o. O0s peptideos contendo car-
boximetilcisteina sulfona (CMCysSOz) foram detectados por auto
radiografia (2.16). - |

Em sequida o mapa foi corado a 37°C ou com uma solugdo
de ninhidrina 1% em acetona ou com uma solugao de ninhidrina-
cadmio, contendo acetato de cadmio 14% (6 g de acetato de cdmio em acido
acetico 30%) em ninhidrina 1% em acetona (MICHAELSEM et al., 1977).

A.faixa ninhidrina positfva da regiao de e-DNP-L-Lys
foi recortada (210x35mm), costurada sobre uma banda de papel
Whatman 3 MM (600x210 mm) e submetida a cromatografia descen-

dente ortogonal 3 eletroforese, nas condigdes descritas em 2.17.

2.19. Metanolise

As condigOes de metandlise foram aquelas modificadas
de KAWASAKI & ITANO, 1972.
‘ A 10 mg da proteina JJO liofilizada foram acrescenta-
dos 4 m1 de HC1 1M em metanol. O tubo de ensaio foi mantido por 60
minutos a 40°C, sendo agitado a pequenos intervalos. Findo es
te periodo, a reagao teve continuidade a temperatura ambiente

por 18 horas. O material foi em seguida, 1iofilizado.
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2.20. Analise do residuo N-terminal

2.20.1. Dinitrofenilacgdo

A analise N-terminal da proteina JJ0 purificada foi
realizada atraves da reacao com 1-fluor-2,4 dinitrobenzeno
(FDNB) (Pierce Chemical Co., Rockford, 111.), segundo o método
original de SANGER (1945) revisto por BISERTE et al. (1959).

Aligquotas de 10 mg de proteina liofilizada foram dis-
solvidas em 1 ml de tampao bicarbonato de sodio 0.5 M pH 9.0 e,
tratadas com solugdo alcoolica .a 5% de FDNB num volume de duas
vezes 3que1e da solucdo da proteina BJP (JJ0) tamponada. A rea
$ao se processou sob agitac3ao, no escuro e a temperatura ambien
te por 2 horas.

0 meio foi acidulado (pH 2.0) com HCT1 4.0 N e a DNP -
prote?na precipitada foi coletada por centrifugacao. |

0 excesso de reagente foi removido por lavagem do mate
rial com agua destilada, sequida de etanol e eter.

0 material foi seco na presenca de P205 e em seguida,
hidroTisado em 1 ml de HC1 5.3 N a 110°C por 16 horas em ampo-
1a selada a vacuo.

Apos a hidrolise, a extragdao do DNP-aminoacido foi rea
1izada com eéter, utilizando-se um funil de seﬁaragéo, e o dini
trofenol (DNP-OH), contido na fase de Eter, foi sublimado a
70°C em um frasco de sublimacao acoplado 2 uma bomba de vacuo,
segundo modificagao do esquema de MILLS (1952) e BISERTE et al.
(1959) . |
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A fase aquosa, resultante do processo de extragao do
DNP-aminoacido com eter, foi recolhida em um ”beaker". e seca
a vacuo na presenca de P,0;.

A identificagdo do residuo N-terminal na forma de DNP-
aminoacido, contido na fase de eter, foi feita por cromatogra-
fia bidimensional em papel Whatman n¢ 1 (460x570 mm), empregan
do-se o seguinte esquema: 19 dimensao: c¢romatografia descen-
dente em n-butano]-NH40H por 17 horas; e 20 dimensao: cromato-

grafia descendente em fosfato de sodio 1.5M pH 6.0 por 10 ho
ras. As manchas obtidas foram comparadas a um cromatograma pa
dr3o contendo os varios DNP-aminoacidos resclvidos no mesmo sis
tema (KOCH & WEIDEL, 1956). Este dado foi complementado pelo
sexame do espectro de absorgd3o da solugac obtida apos eluigdo
‘da mancha suspeita em bicarbonato de scdio 1% pH 8.0 a 55°¢ du
vante 10 minutos, bem como pela analise do espectro de abosor-
¢ao de DNP-aminoacidos padr3ao (Mann Research Labs. Inc., N.Y.C,
N.Y.), obtidos nas mesmas condigﬁes, utilizando-se um espec
ttofotametro Beckman modelo Acta III (Beckman Instruments Inc.,
Spincoe Division, Palo Alto, Cal.).

A analise da fase aquosa foi realizada através de ele-
troforese de alta voltagem em pH 3.5 a 3000 V em papel Whatman
3 MM (500x350 mm). Para efeito de comparacgio e identificagdo
«das manchas obtidas foram incluidos os seguintes DNP-aminoaci-
dos padr3o soluveis em agua (BAILEY, 1962): DNP-arginina e e -

DNP-1isina.
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2.20.2. Dansilacao

A determinac3o do residuo N-terminal dos peptideos foi
realizada utilizando-se cloreto de dansil (cloro 1 dimetilami-
noftaleno-5-sulfonil} (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.)}, nas
condigoes descritas por GRAY (1967, 1972).

Al7quotas dos peptideos (5 nmoles aproximadamente), ob
tidas a partir do material eluido de papel Whatman 3MM (2.9),
foram transferidas para um tubo conico de 75x7 mm e secas a va
cuo sobre NaOH.

Ao material dissolvido em 10 ul de bicarbonato de s0-
dio 0.2M foram acrescentados 10 ul de 3gua de uma solucdo 2.5
mg/ml de cloreto de dansil em acetona. A reacao de acoplamen-
to ocorreu a 379C durante 60 minutos. O material foi seco a
vacugo na presenga de Py0g.

A hidrolise do material dansilado foi realizada em HC1
6N a 105°C (2.9) durante 16 horas. O tempo de hidrolise foi
reduzido para 7 horas no caso de serina ou prolina serem 0s
aminoicidos teoricamente esperados na posicao N-terminal.

0 material hidrolisado foi seco, dissolvido em aproxi-
madamente 5 ul de piridina-aqua {(1:1 V/V), aplicado sobre pla-
ca de camada delgada de gel de poliamida de 75x75 mm (Cheng,
Chin Trading Co. Ltd., Taiwan) e submetido a cromatografia
bidimensional segundo W0OODS & WANG, 1967.

Foram empregados os seguintes solventes: 2 dimensio:
1-icido formico 1.5% (solvente 1); 22 dimens3o: 2-benzeno-aci-
do acetico (9:1 V/V) (solvente II) e 3-acetato de etila-acido

acético—metan01'(20:1:1 V/V) (Solvente 11I).
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A primeira dimensao foi uma cromatografia ascendenté
no solvente I por 15 minutos aproximadamente. Depois de seca,
a placa foi mergulhada no solvente Il e a segunda dimensao rea
lizada a 90° da primeira durante 15 minutos.

0 produto dansilado foi identificado por observacgao da
placa a luz ultravioleta, comparando-se sua posigdo 3s dos di
versos DNS-aminoacidos padrdo (Pierce Chemical Co., Rockford,
I11.) wutilizados como referencia no verso da placa.

Apds a analise, quando necessario, foi realizada nova

cromatografia no solvente III {aproximadamente 20 minutos).

2.21., Degradacao de Edman

A degradagio de Edman foi realizada apos adaptaciao da
metodologia descrita (EDMAN, 1970). A identificacao do resi-
duo N-terminal removido foi realizada pela deterﬁinagio da com
posicao de aminoacidos do peptideo éntes e apos cada degrada-
¢ao (Edman subtrativo) ou por analise de aminoacidos do produ-
to resultante da hidrolise da feniltioidantoina corresponden-
te. Alternativamente foi realizada a degradacao sequencial ba
seada no meétodo de Dansil-Edman, como descrito por GRAY (1972).
‘ 0 peptideo (40-80 nmoles), em um tubo de ensaio de
130x9mm, foi dissolvido em 100 ul de agua. Nesta etapa, quan-
do feita a opcao pelo metodo de Dansil-Edman, foi retirada uma
aliquota do material (10 1) para dansilagae. Ao material res
tante foram acrescentados 100 ul de uma solugao de fenilisotio

cianato (PITC) (Pierce Chemical Co., Rockford, I11.) 5% em pi-
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ridina. 0 tubo foi agitado e iacubado a 45°C dufante 60 minu-
tos, sob atmosfera de nitrogénio. Ao termino da reacao de aco
plamento, o conteudo do tubo foi seco a vacuo em dessecador na
presenga de P205. Foram adicionados 150 yl de acido trifluora
cetico (TFA) (Pierce Chemical Co., I11.). O material foi man-
tido a 45° por 30 minutos, sendo posteriormente seco nas mes-
mas condigoes descritas acima. Ap0s dissolucdao do material em
200 41 de HC1 1M, foram realizadas tres extragoes  sucessivas
com 200 1 de acetato de butila; o -material foi agitado, cen-
trifugado por 5 minutos e a fase n-~-butil-acetato transferida
para.um tubo limpo com o auxi1io de -uma pipeta Pasfeur.

A fase agquosa e a fase do acetato de butila foram trans
feridas para um dessecador e secas em presenca de NaOH.

0-material contido na fase do acetato de butila foi con
vertido na feniltiodantoina correspondente ao ser dissolvido
em 100 ul de HC1 1M e mantido a 80°C por 10 minutos. A hidro-
lise foi realizada em 100 p1 de HC1 6M com mercaptoetanol (1:
2000 Vv/V). a 130°C durante 24 horas, e o produto identificado
por analise de aminoacidos.

0 restante do peptideo contido na fase aquosa foi sub-
metido 3 analise de aminoacidos ou utilizado para ciclos poste
riores, sendo previaménte retirada uma aliquota para dansila-
\gEo. Esta foi transferiaa para um tubo de dansilagd3o e, apos
acerto do pH com NaOH para valores entre 8.0 e 9.0, o material
foi seco em presenca de NaOH em um dessecador. A dansilagao foi

realizada segundo procedimento descrito (2.20.2).
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2.22. Obtencdo de soro de coelho anti-proteina do isotipo 2

0s coelhos foram inoculados com a proteina de Bence Jo
nes JJO purificada, emulsificada em adjuvante de Freund comple
to (FREUND, -1965), na concentragao de 10 mg de proteina/ml. Nas
doses de reforgo foi inoculado antigeno em saiina fisioingica
na concentragao de 1 my de proteTnglml.

0 esquema de imunizagao utilizado foi modificado daque
le descrito (OLIVEIRA et al., 1970). A primeira inoculagao foi
realizada com antigeno emulsificado em adjuvante de Freund com-
pleto (10 mg de proteina/animal), injetado via subcutdnea nas
quatro patas (coxins plantares, 2.5 mg/tocal).

Na segunda inoculacdo, realizada tres semanas apos a
primeira, foi injetado antigeno em adjuvante de Freund comple-
to via intramuscular em cada uma das quatre patas do animai
(2.5 mg/local). Na terceira inoculagao {(quatro semanas apos a
primeira) foi administrado antTgeno em salina fisiologica
("booster™) (400 ug proteina/animal). 0 material foi injetado
via intradermica em quatro pontos previamente depilados com o
auxilio de uma gilete, localizados no dorso do animal. As in-
jegdes intradérmicas foram repetidas de 7/7 dias até a obten-
¢ao de reagao local do tipo Arthus.
| Foram executadas sangrias a partir de cortes do bordo
externo de uma das orelhas. O sangue coletado foi mantido a
37%C em banho-maria por aproximadamente 30 minuteos, sendo em
seguida centrifugado em uma centrifuga réfrigerada Sorval RC2-
B (2.7) a 6000 rpm durante 20 minutos. Os soros foram coleta-

dos com o auxTlio ae uma pipeta Pasteur, distribuidos em ali--
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quotas de 5 ml, adicionados de antisseptico. (Mertiolato a 1:
10.000), rotulados e mantidos a -20°C, sob o abrigo da luz. Es
tes anti-soros foram inicialmente testados por "ring test”
(teste interfacial para detecg¢io de anticorpo ou antigeno). O
controle por dupla difusao em duas dimensoes e imunoeletrofore
se foi realizado como descrito anteriormente (2.2) {2.4). Nes-
tes controles, alem de proteina de mesmo isotipo (2.3) foram u
tilizadas proteinas de Bence Jones do tipo antigenico k:BJP

(sim)(2.3) e BJP (GOB) (OBATA et al. 1982)*.

* S, OBATA, S. MARANGONI & DLIVEIRA, B. Comunicagao Pes-
soal. ‘



3. RESULTADOS
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3.1. Analise imunoeletroforetica da urina do paciente JJO

A urina do paciente paraproteinemico JJO, apds dié1ise
e liofilizacdo, quando submetida a imunceletroforese em gel
de agar, mostrou alem da banda caracteristica de proteina de
Bence Jones, a presenca de arcos de precipitagao corresponden-
tes 3s proteinas caracteristicas das regides ays @y, B e alby
mina, detectadas por soro de coelho imunizado com soro humano

mormal (Fig. 5).

3.2, Tipificacgdo sorologica da proteina BJP (JJO)

0 exame da urina do paciente JJO pela tecnica de imung
difusdao dupla em duas dimensoes em gel de 2gar mostrou um arco
de precipitagao com a proteina BJP X (Mau), revelado pelc an-
ti-soro de coelho anti-proteina Mau; da mesma forma foi detec-
tado um arco de precipitagiao com a proteina BJP (JJO). Este an
ti-sbro foi incapaz de reagir com a proteina BJP (Sim) de iso-

tipo kappa (Fig. 6).

3.3. Purificagdo da proteina BJP (JJ0)

A figura 7 mostra os resu1tado; de purificacao da pro-
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, Ra—a~-SHN

FIGURA 5 - Imunoeletroforese em gel de dgar a 17 da urina do
paciente JJO apds dialise e liofilizag3o. Os contaminantes s@

ricos presentes na urina do paciente JJO sao revelados pelo so
ro de coelho anti-soro humano normal (Ra-a-SHN). Somente o ar
co de precipitagio que corresponde a proteina de Bence Jones

JJO & revelado pelo soro de coelho anti-BJP (Mau) X (Ra-a-Mau).
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MAU SIM
\
JJ0 AS 490
SIM Mak
FLIGURA 6 - Imunodifusao dupla em duas dimensces em gel de agar

segundo a técnica de Ouchterlony das proteinas BJP (JJO) A ,
BJP (Mau) A e BJP (Sim) k , reveladas por soro de coelho (AS)
anti-proteina Mau. Nao foi observado arco de precipitagao en-
tre o anti-soro e a proteina Sim do isbtipo kappa. As protei-
nas BJP (JJO) e BJP (Mau) mostram entre si relaggo de identidi
de antigenica, A presenga de um "egporao™ entre as proteinas

JJO e Mau & indicada pela seta.
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teina BJP (JJO) em DEAE-celulose. Foram identificados dois pi
cos de densidade otica denominados arbitrariamente BJ1 e BdJ2Z

A fracao correspondente 3. proteina urinaria JJO purificada(BJl)
aparece como uma unica banda em eletroforese em camada fina de
agarose como indicado na figura 8. O controle imunoeletrofore
tico da fragao BJ1 pode ser observado na fiqura 9; esta fragao,
denominada JJO2 nesta figura, nao mostrou os arcos de precipi-
tagao correspondentes as proteinas contaminantes presentes nas
amostras de proteina uriniaria dialisada e liofilizada (JJ01)

Como mostra a tecnica de PAGE/SDS (Fig. 10) a proteina de Bence
Jones JJO purificada se apresenta como uma unica -banda de peso
molecular aparente de 50 K; apds redugao com ditiotreitol, es-
ta proteina aparece como uma banda homoganea que migra ao lado
de cadeias leves (25 K) da imunogiubulina IgG 1 JJO e de outras

paraproteinas reduzidas.

3.4. Composicdo global de aminoacidos da proteina BJP (JJO)

O0s registros graficos das an¥lises de aminoacidos da
proteTna JJ0 purificada oxidada e nao oxidada no tempo de hi-
drolise de 24 horas sao mostrados nas figuras 11 e 12.

A tabela I apresenta os valores em moles de residuo/mo
les de proteina, encontrades para cada residuo de aminoé;ido
presente na proteina BJP (JJO).

0 nimero de meias cistinas determinado como acido cis-

teico {Cya) foi igual a cinco. 0 residuo metionina foi detec-
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FIGURA & — Eletroforese em camada delgada de agarose da pro-
teIna urinaria JJO (U.JJO) purificada. Como controles parale-
los foram utilizados soro humano normal (SHN), prote{na de
Bence Jones Mau (U.Mau) e soro mielomatoso JJO (S.JJ0). No sgo
ro mielomatoso JJO esta presente a banda M de mobilidade eletro
foretica restrita localizada na regiao de_gamaglobulina lenta.
Pode ser observado o grau de homogeneidade das bandas monoclo-
nais caracteristicas das proteInas de Bence Jones JJO e Mau.
No soro humano normal nota-se a reg;Eo polidispersa de gamaglo

bulina, o que indica heterogeneidade molecular.
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Ra-a-SHN

JJO
i i Ra-a-Mau
- -—
Ra-a-SHN
¢
FIGURA 9 — Controle imunoeletroforetico do fracionamento em

DEAE-celulose da proteina BJP (JJO). O soro de coelho anti-so
ro humano normal (Ra-a-SHN) revela contaminantes scricos pre-
sentes na urina JJO dialisada e liofilizada (JJOL). Apos cro-
matografia, esta proteina (JJO02) se apresenta livre de contami
nagao "vie-a-vis" o soro Ra-a-SHN. 0 soro de coelho anti-pro
teina lambda Mau (Ra-a-Mau) revela a proteina de Bence Jones
apos purificagdo (JJ02). Como controle se utilizou soro huma-

no normal (SHN).
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TIGURA 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 107% com SDS
da proteina de Bence Jones (JJO) antes e depois de redugao com
DTT 0.1 M. As proteinas nao reduzidas foram aplicadas: em (1)
a paraproteina M do soro do paciente JJ0, em (2) uma proteina
M (FKW) do isotipo IgG3, com cadeias leves K, em (3) a pro-
telna de Bence Jones JJO apos purificagdo, em (4) a paraprotel
na COB do isotipo IgGl portadora de cadeias leves kappa. Os
marcadores estao indicados como MK. Estas mesmas proteinas
apos reducao com DTT foram aplicadas em (5), (6), (7) e (8) na
mesma ordem. As cadeias pesadas (H) que correspondem a 50 K e
as cadeias leves (L) que correspondem a 25 K sao evidenciadas
apos redugdo com DTT. A cadeia pesada da proteina FKW do tipo
antigénico TgG3 tem peso molecular maior que 50 K e se destaca
das outras bandas H. Apos redugao a proteina de Bence Jones
JJO, agora na forma de monGmero, migra comec uma inica  banda

correspondente aquelas das cadeias leves.
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tado na forma reduzida e na forma de metionina oxidada; os cSl'
culos realizados foram compativeis com a presenca de um Unico
residuo de metionina por mole de proteina BJP (JJ0).

A composigao global de aminocacidos determinada para a
proteina JJO e comparada com a de outras cadeias leves de mes-
mo isotipo (MILSTEIN et al., 1968; MARANGONI, et al., 1979) e
outra de isotipo kappa (TITANI et al., 1969).

0 numero total de resTduocs estimado para a proteTna JJ0

foi 206 (n3o incluindo triptofano).

3.5. Tipificacao quimica da proteina BJP {JJO)

A figura 13 indica a banda radiocativa A de mobilida-
de 0.81 em relagao a acido aspartico, obtida de autoradiogra-
fia de eletroforese em alta voltagem do digesto péptico-tripti
co da proteina BJP (JJO) apodos redugao e alquilacao radioativa,
Na tabela Il pode-se observar a composicao de aminoacidos do
peptideo JJO Pl contido na banda radicativa A, apos oxidacgao,
nova eletroforese em pH 3.5 (Fig. 14) e an3alise de aminoacidos
(Fig. 15).

No mapa peptfdico da proteina de Bence Jones JJ0 oxi-
dada e submetida a digestdo triptica(Fig. 16) esta representa-
da a mancha ninhidrina positiva (JJ0 T1) de mobilidade eletro-
foretica 0.63 em pH 6.5 (la. dimensao) que na segunda dimensac
em BAWP apresenta coeficiente de partigab (Rf) de 0.42.

0 registro grafico da analise de aminoacidos desta man
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TABELA I - COMPOSIGAO GLOBAL DE AMINOACIDOS DA PﬁOTEfNA BJP

(JJ0) COMPARADA COM OUTRAS PROTEINAS DE BENCE JONES.

ResTduo Media (b) V;1§;i$gis lNhu(h) Ax(i) K Ag(j)
(moles residuo/mol de proteina)(a)
Lys 11.3 11 11 10 13
His 2.1 2 3 2 3
Arg 6.3 6 ' 4 5
Cya (c) 4.6 5 5 6 5
Asx 13.5 14 13 16 2
Met(so,) (d) 1.4 1 - 2 -
Thr (e) 21.9 22 19 20 20
Ser (e) 25.7 26 35 31 27
Glx 22.2 22 20 23 26
Pro : 17.1 17 15 15 n
Gly 16.1 16 17 14 13
Ala 14.6 15 17 16 12
Val (f) 16.4 16 16 17 13
e (f) 4.6 5 7 5 9
Lteu (f) 12.8 13 12 12 15
Tyr 1.1 3 , 10 9 9
Phe : 4.4 4 4 4 9
Met - - - - 1
Trp - - - 4 2
X 206(9) 209(9) 211 215

‘Composigao Global de aminoacidos da proteina de Bemce Jomes JJO: (a) Cal-
culos realizados em relagao ao PM de 22600, estimado do nimero total de re
sIduos da proteina Ax (MILSTEIN et al., 1968); (b) Valores de hidrolises
em duplicata nos tempos de 24, 48 e 72 horas para a proteina nativa e de
24 horas para a proteina oxidada; (c¢) Meia-cistina determinada como acido
cistéico (Cya) (MILSTEIN et al., 1968); (d) Metionina determinada como me
tionina sulfona (Met SOZ) (MILSTEIN et al., 1968); (e) Valores extrapola-
dos para tempo zero de hidrolise (BAILEY, 1962); (£f) Valores de 72 horas
de hidrolise (BAILEY, 1962); (g) Valor total normalizado (nao  incluindo
Trp); (h) MARARGONI et al., 1979; (i) MILSTEIN et al., 1968; (j) TITANI
et al., 1969, ‘
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FIGURA 13 - Autoradiograflia de eletroforese em pH 6.5 do diges
to peptico-triptico da proteina de Bence Jones JJO submetida a
reducac parcial com DTT e alquilada com acido iodoacetico 14C.
Nas margens desta figura estao indicadas as mobilidades eletro
foreticas das diferentes bandas radioativas e a posigao dos mar
cadores de referéncia em relagao a origem: Asp, MR (marcador
vermelho de tinta Pilot com mobilidade semelhante a acido as-
partico) e €-DNP-Lys (mobilidade zero). A banda A, na margenm
superior da figura tem mobilidade eletroforetica de 0.81 em re

lagao a acido aspartico, tomado como valor 1.0.
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TABELA II - COMPOSIGAO DE AMINOACIDOS E MOBILIDADES ELETROFO-

RETICAS DO PEPTIDEO JJO Pl.

Residuo moles de residuo/mol de peptideo
CMCysSD2 +
Asp *
Thr 0.99 (1)
Ser | 0.95 (1)
6lu 1.27 (1)
Pro 1.39 (1)
Gly =
Ala
Leu *
Mobilidade (m) pH 6.5 0.81
Mobilidade (m) pH 3.5 0.84

Resultado da anzlise de aminoacidos da banda radicativa A obti
da a partir da proteina BJIP (JJO) reduzida e alqhilad;, subme-
tida a eletroforese em pH 6.5, seguida de eletroforese em pi

3.5 na segunda dimensdo. Entre parenteses o valor .integral
mais proximo. (.‘.I«lSysSOl2 e detectada qualit#tivamente (+). © SImb.?.

lo * indica detecgao em nivel de contaminagao.
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FIGURA 14 - Autoradiografia de eletroforese de alta voltagem

em pH 3.5 da banda radioariva A oxidada com Acido perfarmico.
Nesta figura e mostrada a regiao dos peptideos radioativos ané
dicos e o campo catodico. Como marcadores de mobilidade ele-
troforetica foram utilizados: Asp, Glu, e-DNP-Lys (mobilidade
zero) e Gly-Ala, alem do marcador vermelho (MR). Na margem su
perior esta indicada a banda A de mobilidade 0.84 em relacao

ao dipeptideo Gly-Ala tomado como valor 1.0.
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FIGURA 16 - Posigao relativa dos peptideos obtidos da protei-

na de Bence Jones JJO apos oxidagao, digestdo triptica e mapea
mento peptidico (eletroforese em pH 6.5 na primeira dimensdo
e posterior cromatografia em BAWP em direcdo perpendicular a
primeira), revelados com ninhidrina. Sao indicados os valores
de Rf e a posicao dos marcadores eleéroforéticos. A faixa cen

tral delimitada nzo foi revelada.
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cha, apos eluicao e hidrolise acida, & indicado na figura 17;
os resultados desta analise est3ao apresentados na tabela III.
Treonina e valina foram detectados como residuos na posigao N-

terminal apos analise do pentideo pela técnica de Dansil-Edman.

3.6. Isolamento dos peptideos biasicos a partir de digesto trip-

‘tico da proteina BJP {JJO) oxidada

Do mapeamento triptico representado na figura 16 as man
chas JJOT3 e JJOT5 apos eluicdao, hidrolise acida, e analise de
aminoé;idos produziram os registros graficos apresentados nas
figuras 18 e 19, respectivamente. Os valores deduzidos destes
cromatogramas estao localizados na tabela III.

Utilizando-se a tecnica de dansilagao como descrito em
metodologia (2.20.2.) foi determinado serina como residuo N-ter
minal do peptideo JJOT3. A aplicacdo do método de OFFORD(1966)
permitiu a determinacao do estado de amidacao de GIlx e Asx pre
sentes no peptideo JJOT5, a partir do valor de mobilidade a
pH 6.5 e do peso molecular (calculado a partir da andlise de

aminoacidos}).

3.7. Isolamento dos peptideos neutros da proteina BJP (JJO)

apos oxidac3o e digestao triptica

Apos uma terceira dimensdo representada por eletrofore

se de alta voltagem em pH 3.5 da banda dos neutros obtida como
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TABELA III - COMPOSICAO DE AMINOACIDOS, MOBILIDADE ELETROFORE-

TICA, VALOR DE Rf E RESIDUO N-TERMINAL DOS PEPTIDEOS JJOT1,

JJOT3 e JJOTS.

Residuo JJoT1 JJoT3 JJOT5
moles de resTduo/mol de peptideo
Lys 1.40 (1)
His 0.90 (1)
Arg 1.0
Cya 0.86 (1)
Asx 1.80 (2)
Thr? 1.68 (2)°
Ser? 1.15 (1) 0.56 (1)° 0.90 (1)
G1x 1.14 (1) 0.80 (1)°
Pro 1.06 (1)
Ala 0.99 (1)
va1® 0.96 (1)
Mobilidade (m) pH 6.5 0.63 '-0.54 -0.33
Valor de Rf 0.42 0.35 0.26
Residuo N-terminal Thr Ser -

Resultados obtidos das andlises de aminocacidos dos peptideocs -

JJOT1, JJOT3 e JJIOT5, obtidos apos mapeamento peptidico do di-

gesto triptico da proteina BJP (JJO) oxidada: (a) valores mnao

corrigidos para tempo zero de hidrolise; (b) valores nao cor-

rigidos para tempo de 72 horas de hidrolise; (c) na

posigao N-terminal, o residuo tem seu valor diminuido devido a

reagao parcial com o revelador diluido, utilizado na detecgao

dos peptideos.

- . 3 - .
Entre parenteses, o valor integral mais proximo.
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descrito anteriormente, foram detectadas duas manchas ninhidri
na positivas que se convencionou denominar JJ0T9 e JJOTvl, co-
mo esquematizado na figura 20. O0s registros graficos das ana-
lises de aminoacidos do material contido nessas bandas est3o
indicados nas figuras 21 e 22, respectivamente. Alanina foi
detectado como o resTduc N-terminal do peptideo JJOT9 por dan-
silacao. A composic3o de aminoacidos, mobilidade eletroforeti
ca e valor de Rf dos peptideos JJOT9 e JJOTvl sao apresentados

na tabela IV.

3.8. Peptideos obtidos de mapa diagonal do digesto triptico

da proteina BJP (JJ0) reduzida e alaquilada

Apos padronizagdo dos parametros experimentais foi ob-
tido o "pattern" caracteristico representado na figura 23. Qua
tro peptideos se destacam: JJoOT1, JJ0T2, JJOT3 e JJOTS. As
manchas JJOT1 e JJOT2 mostraram intensa radicatividade e as
demais foram revefadas com ninhidrina-cadmio.

JJOT1 & um peptideo anodico que migra em pH 6.5 com mo
bilidade de 0.71 em relagac a acido aspartico; J3JOT3 e JJOT5
sao peptideos catodicos com mobilidade de -0,56 e -0,31 res-
pectivamente, em relacdo ao mesmo marcador. Os peptideos T1 e
T3 apresentaram os seguintes resJduos na posicaoc N-termi-
nal: treonina e serina, respectivamente.

JJOT2 se comporta como um peptideo anodico, com mobili

dade 0.27 em relacao a acido aspartico e & radioativo. Este
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FIGURA 20 - Peptideos obtidos a partir da regido de peptideos
neutros de mapeamento peptidico (eletroferese de alta voltagem
em pH 6.5 e cromatografia descendente em BAWP), submetida a
eletroforese de alta voltagem em pH 3.5 (3a. dimensao) como in
dicado. Os peptideos assinalados foram observados apos embebi

cao do mapa com ninhidrina 0.02%7 em acetona 17%.
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TABELA IV - COMPOSIGAQ DE AMINOACIDOS, MOBILIDADE ELETROFORETI

CA, VALOR DE Rf E RESTDUO N-TERMINAL DOS PEPTIDEOS JJOT9 e
JJOTvl.
ResTduo JJoTe JJ0Tv]

moles de residuo/mol de peptideo

Lys 0.96 (1) 0.85 (1)
Asx 1.09 (1)
Thr? 1.08 (1) 0.91 (1)
ser? 2.71 (3)
G1x 3.08 (3) 1.02 (1)
Pro 3.07 (3) 0.97 (1)
Gly 1.0
Ala 2.60 (3)°
Leu 2.19 (2) 1.63 (2)
vaP 1.07 (1) 0.96 (1)
Phe 1.18 (1)
Mobilidade (m) pH 3.5 -1.07 -1.78
Valor de Rf 0.74 0.71
ResTduo N~-terminal Ala -
Resultados das anilises de aminoacidos dos peptideos JJOT9Y e
JJOTvl apos terceira dimensao (eletroforese de alta  voltagem

em pH 3.5) da banda dos peptideos neutros obtida de mapeamento

peptidico da proteina BJP (JJO) oxidada e digerida com tripsi-

na: (a) valores nao corrigidos para tempo zero de hidrolise;
(b) ~wvalores nao corrigidos para tempo de 72 horas de hi-
drolise; (c) na posicao N-terminal, o residuo tem seu

valor diminuido devido a reagio parcial com revelador diluido,
utilizado na detecgao dos peptideos.

Entre parenteses, o valor integral mais proximo.
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FIGURA 23 - Mapa diagonal do digesto triptico da proteinma BJP

(JJO) reduzida e alquilada, obtido apds eletroforese em pH 6.5

(la. dimensao), seguida de oxidagao e eletroforese em pH 3.5

(2a. dimensao). Os peptideos que mostraram radioatividade mais

intensa (M ) e aqueles ninhidrina positives ({J) estao indica

dos. Os marcadores eletroforeticos estao assinaladoes atraves

_de setas.
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peptideo foi purificado através de nova corrida é!etroforética
em pH 2.1 e submetido a anélise de aminoacidos (fig. 24); sua
composi¢do em aminodcidos & apresentada na tabela V. Serina e
tirgsina foram detectados como residuos na posicao N-terminal
apos analise. do peptideo JJoT, pela tecnica de Dansil-Edman.

De cromatografia da regido dos peptideos neutros deste
mapa diagonal foram obtidos os peptideos JJOT6 e JJOTv2. Os re
gistros graficos das analises de aminodcidos do material conti
do nas manchas ninhidrina positivas JJ0T6 e JJ0TvZ estao mos-
tradas nas figuras 25 e 26, respectivamente. 0Os resultados da
composicdo de aminoacidos e valores de Rf correspondéntes a es
tes peptideos est3ao contides na tabela VI. JJOTE apresentou
alanina como residuo N-terminal, detectado pela técnica de dan
silagdo. Leucina foi detectada na posigdo N-terminal no pepti-

deo JJO TvZ.

3.9. Analise N-terminal da proteina BJP (JJ0)

No eéquema correspondente a cromatografia bidimensio-
nal da fase de eter, obtida da dinitrofenilagac da proteina
JJO submetida inicialmente & metanolise (Figura 27), as diver-
sas manchas detectadas estao assinaladas. Foram identificados
0s sequintes residuos dinitrofenilados: Di-DNP-tirosina (ou
Di-DNP-1isina que migra em posigdo muito proxima), DNP-glicina,
ONP-alanina, DNP-serina, DNP-treonina, DNP-glutamico, DNP aspar-
tico, e os dois produtos secundarios da reacdo de dinitrofe

nilagdo: dinitrofenol (DNP-OH) e dinitroanilina (DNP-NH,).
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_TABELA V - COMPOSIGAO DE AMINOACIDOS, MOBILIDADE ELETROFORETI-

CA E RESTDUO N~-TERMINAL DOS PEPTIDEOS JJOT2, JJOT1l, JJOT3 e
JJOTS. '
ResTduo JJoT2 JJOT1 JJOT3 JJOTS

moles de residuo/mol de peptideo

Lys 1.06 (1) 1.15 (1)

Hys 0.89 (1) 0.87 (1)

Arg 0.90

CMCy5502 + +

Asx 1.54 1.81 (2)

Thr ? 1.99 (2) 1.54 (2)

Ser 2 2.75 (3) 1.07 (1) 0.60 (1) 0.90 (1)

G1x 3.60 (3) 1.02 (1) ©0.76 (1)

Pro 1.16 (1)

Gly 1.20 (1)

Ala 0.98 (1)

val® 1.83 (2)  0.81 (1)

Tyr 0.94 (1)
Mobilidade pH 6.5 0.27 0.71 -0.56 -0.31
Mobilidade pH 3.5 0.65 0.68 -1.62 -1.06
ResTduo N-terminal Ser Thr Ser '

Resultados das andlises de aminoacidos dos peptideos radioati-
vos JJOT2 e JJOT1 e ninhidrina positivos JJOT3 e JJOT5, obti-
dos de mapeamento diagonal da proteina JJO reduzida e alquila-
da: (a) valores nao corrigidos para tempo zero de hidrolise;
(b) valores nao corrigidos para tempo de 72 horas de hidrolise;
(c) na posigao N-terminal, o residuo tem seu valor dimi
nuido devido a reagao parcial com o revelador diluido, utiliza

do na detecg2o dos peptideos. (MCysSO, detectada qualitativa-

2
mente (+). Entre parénteses, o valor integral mais proximo.
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TABELA VI - COMPOSICAO DE AMINCACIDOS, VALOR DE Rf E RESIDUO

N-TERMINAL DOS PEPTIDEQS JJOT6 E JJOTv2.

ResTduo JJoTe Jd0Tv2
moles de residuo/mol peptideo
Lys 1.2 (1) 0.85
Asp 1.0
Thr @ 2.5 (3)
Ser @ 1.4 (1)
Glu 0.77 (1)
Pro 1.14 (1)
Gly 0.95 (1) 1.0
Ala 0.65 (1)° '
va1 b 0.92 (1)
LeuP 0.64 (1)¢
Valor de Rf 0.40 0.54
ResTduo N-terminal Ala Leu
Resultados da analise de aminoacidos dos peptideos JJOT6 e

JJOTv2 obtidos apodos terceira dimensao (cromatografia em BAWP)
da faixa dos peptideos neutros obtida de mapeamento diagonal
da proteina BJP JJO reduzida e alquilada: (a) valores nao cer=-
rigidos para tempo zero de hidrolise; (b) valores nao corrigi-—
dos para tempo de 72 horas de hidrolise; (c) na posicgao
N-terminal, o residuo tem seu valor diminuido devido a reagao
parcial com o revelador diluido, empregado para a detecgao dos

peptideos. Em pareénteses, o valor integral mais proximo.
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" A figura 28 apresenta as manchas detectadas apos croma
tografia bidimensional da fase de eter, obtida a partir da di-
nitrofenilacao da proteTna BJP (JJO) nativa (n3dao submetida a2
metanglise). Uma unica mancha, cuja posigcao & compativel com
Di-DNP-tirosina, esta presente. Em posigoes caracteristicas
do solvente utiiizado, aparecem os dois produtos secundarios
tipicos da reacao: DNP-OH e DNP-NHZ; 0 primeiro teve sua ca-
racterizagdo confirmada pelo seu desaparecimento quando em pfg
senca de vapores de acido formico.

A figura 29 mostra o espectro de absorgdo do eluato da
mancha suspeita (obtida de cromatografia bidimensional da pro-
teTna JJO nativa dinitrofenilada), comparado aqueles dos DNP-
derivados padrao: Di-DNP-Tyr e DI-DNP-Lys.

.0 resultado obtido de eletroforese de alta voltagem em
pH 3.5 das fases aquosas correspondentes as diferentes extra-
cO0es com eter do material dinitrofenilado, previamente submeti
do ou nao submetido a metanolise (denominadas A1 e Az), esta

esquematizado na figura 30.

3.10. Controle do soro de coelho anti-cadeia leve humana do

jsotipo A , obtido a partir da proteina BJP (JJO)

A imunodifusao dupla em duas dimensoes (figura 31) uti’
lizando como revelador o anti-soro cbtido a partir da imuniza
¢3o de coelhos com a proteina de Bence Jones JJ0, mostra além

do afco de precipitagio com a proteina BJP (JJO) , um arco de
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FIGURA 27 - Desenho esquematico de cromatograma bidimensional

da proteina de Bence Jones JJO (10 mg), submetida a metandlise
durante 18 horas e posteriormente dinitrofenilada. Estao indi
cadas as duas dimensces de cromatografia nos solventes emprega
dos: n—butanol—NH3 (la. dimensdao) e tampao fosfato 1.5M pH6.0
(2a, dimensao), bem como as manchas correspondentes acs aminoé

cidos dinitrofenilados e os produtos secundarios da reagao

-(DNP-0OH e DNP-—NHZ).
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FIGURA 28 - Cromatograma bidimensional da fase de &ter, obtido
a partir de 10 mg de proteina BJP (JJO) dinitrcfenilada. Nas
‘margens estao indicados os solventes utilizados em cada dimen-
sao, bem como a frente e o tempo de cromatografia. Pode ver-se
a mancha catacteristica de di-DNP-Tyr bastante intensa. Os pro
dutos secundarios da reagao,2,4-dinitrofenol (DNP-OH} e 2,4-

dinitroanilina (DNP—NHZ), estao assinalados.
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FIGURA 29 - Espectro de absorgao obtido a partir da eluicao da
mancha de di-DNP-Tyr (figura 28) com bicarbonato de sodio 17
pH 8.0 a 55°% (A) (
(Tyr) {e--e-#) padrao e de di-DNP~Lysilys}{- - - ) padrao. Os bran

), comparado ao espectro de di-DNP-Tyr

cos utilizados nas leituras foram obtidos da eluigao de Aareas

vizinhas iguais 2s de cada mancha, respectivamente.
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FIGURA 30 - Eletroforese de alta voltagem das amostras Al e A2

dinitrofeniladas que correspondem respectivamente a fase aquosa

da proteina JJO nativa e i fase aquosa da proteina JJO submeti-

da a metandlise. Como marcadores foram utilizados c-DNP-Lys

e -DNP-Arg. A mancha mais clara observada nas amostras corres-—

ponde provavelmente a DNP-Im-His.



79

precipitacao com a proteina de Bence Jones Mau de mesmo tipo
antigenico. Foi detectado um "esporao" entre as duas prote7-
nas. Nao foi observada reacao deste anti-soro com a proteina

BJP (GOB) do isotipo kappa.

LD BA 24
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JJO
JJO
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FIGURA 31 - Imunodifus3o dupla das proteinas BJP A (JJO),BJP K
(GOB), BJP A (Mau) reveladas por soro de coelho imunizado com
proteina BJP A (JJO) (Ra-a-BJP X (3JJO0). A proteina de isotipo K

n3ao @ revelada pelo anti-soro anti-cadeia leve do tipo antige-

nico A.
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0s resultados obtidos pela tecnica de eletroforese em
-camada delgada de agarose (Fig. 8) identificam no plasma mielo
matoso JJO a presenca do componente M caracteristico de patclo
gias moleculares linfoproliferativas tipo mieloma maltiplo
(KYLE et al., 1970); e, na urina, a proteina de Bence Jones cor
-srespondente. Nem sempre a presenga de paraproteina M e protei
na de Bence Jones sao concomitantes (PUTNAM, 1962) { KUNKEL,
1968). A presenca de banda monoclonal no plasma JJO (que apre
senta mobilidade eletroforética identica aquela de proteina de
Bence Jones na urina) poderia levar a especulagao de que ca-
deias leves do componente M (JJO)} estariam circulando no plas-
ma sob a forma de proteTna de Bence Jones. Esta especulagao
se justifica pelo fato de terem Sido descritas proteinas de
-Bence Jones séricas (WILLIAMS, et al., 1966) (SOLOMON & Mc
LAUGHLIN, 19692) (CAGGIANO et al., 1969).

As diferentes mobilidades eletroforéticas das protei-
nas BJP (JJ0) e BJP (Mau) indicam que este criterio nao distin
gue proteinas do mesmo isotipo.

Os resultados soroldogicos obtidos pela teécnica de
Ouchterlony (Fig. 6) tipificam a proteina JJO como pertencente
ao tipo sorologico A, o0 que € demonstfado pelo arco de pre-

cipitagdo caracteristico revelado pelo anti-soro especifico
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(Ra-a-Mau), alem de reacao de identidade com a proteina BJP
(Mau) do mesmo ‘isotipo. O ésporéo observado entre a proteina
Mau e JJ0 (analisadas pele soro de coelho anti-BJP Mau) pode-
ria indicar que a proteina JJO & deficiente, em termos de de-
terminantes antigenicos, em relacao a proteina Mau; se estes
determinantes estao localizados na regido VL ou CL desta pro-
teTna, os dados disponiveis ndao nos permitem uma interpreta-
gao satisfatoria.

A fracdo cromatografica BJ1, obtida de fracionamento
em DEAE-celulose da urina JJ0 (Fig. 7), posteriormente recicla
da em idénticas condigbes experimentais e, submetida ao contro
le imunoeletroforético em gel de agarose (Fig. 9) mostrou au-
sencia dos contaminantes presentes na amostra recebida {vide
Figura %) e indica grau de pureza.

A obtencdo de uma unica banda pela tecnica de PAGE/SDS
(Fig. 10) serviu como criteric para Justificar a determinacao
da composicZo glcbal de aminodcidos da proteina BJP (JJ0). Es
te critério e Targamente utilizado como indicativo de grau de
pureza compativel com estudos de determinacido de estrutura pri
maria de proteinas homogéneas monoclonais e/ou seus fragmentos
(GARCIA-PARDO et al., 1981).

A composicdo global de aminoacidos determinada para a
proteina JJ0O foi similar a de outras proteinas deste tipo. Os
resultados obtides para a proteina JJO, bem como para qual —
quer cadeia polipeptidica L de gamaglobulina, nao devem ser to
mados como tipicos, uma vez que somente 50% da cadeia homdloga
(CL).contribui para dados semelhantes. Os 50% restantes (VL)
podem produzir uma dispersao dos resultados, j5~que nesta re-

giao molecular & observada variabilidade na composicdo e se-
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quencia de aminoacidos, provavelmente devida ac intricado pa-
pel biologico de reconhecimentc antigenico efetuado por  essa
regido, juntamente com a regiac VH de cadeia pesada (KABAT et
al., 1977). '

A metodologia utilizada n3o permitiu a determinagdo de
triptofano devido sua destruigao durante a hidrolise acida
(BAILEY, 1962).

0 contelido observado para meia cistina (5 moles de re-
sTduo/mole de proteina tomada como 22600) sugere que a protedl
na JJO est3d arranjada como dimero. Esta observaciao corrobora
os resultados obtidos em eletroforese em gel de poliacrilamida
(Fig. 10), uma vez gque a mobilidade eletroforetica da proteina
JJO sofreu alteracio apos redugao com DTT, mostrando mobitida
de eletroforatica idéntica aquela da banda que corresponde a
cadeia leve da paraproteina M JJ0O reduzida. Este arranjo e -
compativel éom uma ponte dissulfeto intercadeia, atraves dos
resTduos de cisteina vizinhos a serina C-terminal caracteristi
ca de cadeia leve do isotipo lambda {MILSTEIN, 1967) (TITANI,
et al., 1967).

As proteinas de Bence Jones podem ocorrer como monome ~
ros {contendo uma cisteina extra ligada aquela situada na re-
giao C-terminal da cadeia L) (MILSTEIN, 1966), dimeros esta-
bilizados por uma ponte disulfeto intercadeia na regiao C-termi
nal da molecula (MILSTEIN, 1966}, tetrﬁméros {presentes no so
ro) (CAGGIANO et al., 1969) e mesmo como dominios independen
tes CL e yL. presentes na urina ou no plasma (SOLOMON - & Mc

LAUGHLIN, 1969).
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A metodologia empregada para a purificagido de segmen-
tos de cadeias .polipeptidicas de proteinas que apresentam en
sua estrutura pontes de disulfeto (como @ o caso de proteinas
de Bence Jones) se baseia no principio de que peptideos con-
tendo cisteTna apds carboximetilacio s3o oxidados para a forma

de sulfona segundo a reagao:

szcoo' £H2coo“

T HCO ,0H . 0 q_ls -0
£ ik
e A\N/i:\l“i/s
| w ] I ]

H 0

gue altera o valor de pK do grupo S-carboximetil (pK = 4.0) e que
o aproxima do comportamento de um grupamento carboxila
(pK = 2,0)., Desta maneira ac se efetuar uma eletroforese em
pH 3.5, este grupo ainda esta ionizado e sobra uma fracgao de
carga que altera a mobilidade eletroforética do peptideo oxida
do (BAILEY, 1962).

0s resultados obtidos do isolamento do pentapeptidec
peptico-triptico C-terminal de cadeia leve Pro-Thr-Glu-Cys-Ser
permitem caracterizar a proteina BJP (JJO) como pertencente
ao tipo quimico que corresponde ao tipo antigenico lambda
(FRANGICNE et al., 1969).

A analise de mapeamento peptTdico e mapeamento diago-

nal da proteTna BJP (JJO) mostram a presenca do peptideo  T1
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(MILSTEIN et al., 1968) de sequéncja Thr-val-Ala-Pro-Thr-Glu-
-Cys-Ser que corresponde ao octapeptideo triptico C-terminal
caracteristico de cadeias-leves do isotipo A. Esses dados
corroboram aqueles da tipifica¢do quimica desta proteina.

O0s dados de mapeamento peptidico e mapeamento diagonal
caracterizam T3 como o tripeptideo Ser-His-Arg (correspondente
ao segmento 183— 190 da regidao Cr), e levam a interpretacao
da proteTna JJO como uma proteina de Bence Jones 0z (-) (EIN &
FAHEY, 1967) (APPELA & EIN, 1967), devido 3 presenca do res7y-
duo arginina na posicao 190.

"0 pentapeptideo T5 obtido de mapeamento peptidico e ma
peamento diagonal, cuja sequencia & GIn-Ser-Asn-Asn-lLys (cor-
respondente ao segmento 167— 171 do dominio C ) ), identifica a
proteina JJO como Mz (-) (MILSTEIN, 1967) em relac3o a posi-
¢ao 171. Como este peptideo & portador de um Gnico residuo de
Tisina e &€ oriundo de quebra trinptica, isso nos permite infe -
rir a presen¢a de lisina na posicao C-terminal,

A cémposig&o de aminoacidas (Alag, Pro,, Ser,, Val,
Thr, Leu,, Phe, G1u?, Asn, Lys } deter-
minada para o peptideo T9 obtido de terceira dimensdo a partir
do mapeamento peptidico triptico da protefha BJP {JJ0O) & com-
pativel com o setor polipeptidico de regiao C A compreendido
entre a posigao 111 e 129 e que esta relacionado com a expres-
s3o da variante ndo alelica Mcg, no que se refere as posicoes
112 e 114. A presenca de alanina na posicac 112 e serina na
posicao 114 caracterizam JJO come uma proteina dé Bence Jones

Mcg (-) (FETT & DEUTSCH, 1974; 1975).
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A composigdo de aminoacidos, mobilidade eletroforeti-
.c2 e estudos de homologia permitem caracterizar o peptideo T2
obtido de mapa diagonal da proteina BJP (JJO) reduzida e alqui
Tlada, como o peptideo.de regidao C A que compreende os residuos
191 a 200. Este peptideo, em cuja composicao foi detectado um

~residuo de meia cistina, pode, através de estudos de homologia,
ser identificado como o resTduo Cys 134 que esta envolvido na
ponte dissulfeto intracadeia que estabiliza a regiao C A, A ob
tengao de serina como unico residuo dansilado apds cromatogra-
fia em placa de poliamida corrobora o grau de vureza do pepti-
~deo obtido,

‘0s resultados obtidos da analise do peptideo T6 oriun
do de mapéamento diagonal da proteina de Bence Jones JJO redu-
zida e alquilada, de seqléncia Ala-Gly-Val-Glu-Thr-Thr-Thr-Pro-
—-Ser-Lys permitem sua interpretacac como o segmento 157— 166 do
-dominio constante de cadeia leve lambda. Esta regido engloba
a variante Way (FETT & DEUTSCH, 1976} e uma das posigoes com-
prometidas com a expressdo da variante Mcg (FETT &  DEUTSCH,
1974; 1975), A presenca de alanina na posigao 157 (posigao N-
terminal do peptideo) permite a caracterizacdo de JJO como uma

-proteina de Bence Jones Way (-) e, treonina na posigdo 163 con

4

firma a identificacdo desta proteina como uma proteina (Mcg({-).

As informagdes conseguidas atraves da identificagaoe
das variantes n3o alelicas de regiao C A da proteina JJO pode-
riam sugerir que esta proteina pudesse pertencer ao arranjo
0z(-) Kern{-) Mcg(-) Weir(-) Ev{-) Way(-) Mz(-) ou ao arranjo
0z(-) Kern(+) Mcg(-) Weir(-) Ev{(-) Way(-) Mz(-), dentre os oito ti
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pos descritos (FETT & DEUTSCH, 1976). A identificacd@o indireta, através de
sequencia de aminoacidos dos peptidecs de reaiZc C A da proteina JJ0, de um
dos seis a nove gens que codificam 2 regiao C \ (RIETER et al., 1981) (TAUB
et al., 1982) fica consequentemente em pendencia.

A deteccao de_variantes nao alzlicas de regizao C X ni3o
deve ser colocada como uma questao hermetica, nois € de se es-
perar. a descrigao de novas substituic¢oes, como aquela descrita
mais recentemente para a proteina Hil no que se refere 3@ subs-
tituicdo de valina por isoleucina na posicao 155 (LOPEZ DE CAS
TRO et al., 1978).

Seria de se prever acido pirrolidona-carbox¥lico (PCA)
como residuo N-terminal da proteina BJP (JJ08) X , uma vez que
de sessenta proteinas X investigadas somente vinte e cinco
nao exibem o residuo piroglutamico H-terminal (KABAT et al.,
1979). Dentre as proteinas deste isotipo, aquelas pertencen-
tes aos subgrupos de regiao variavel VXIII, VYAIV e VAVI nao
apresentam PCA na posicdao N-terminal (KABAT et al., 1979).

0 conhecimento destes dades nos conduziram a submeter
¥} proteTna JJO a um tratamento in{cial com a mistura metanol/
HC]1 que tem a propriedade de romper o anel nirrolidona do aci-
do piroglutamico, permitindo assim a identificacao do residuc
‘N-terminal nesta circunstancia (KAWASAKI & ITANO, 1972).

0s resultados obtidos de metantolise, sequida de dini-
trofenilacao da proteTna BJP (JJO) mostram sete resTduos dini
trofenilados. A mancha mais intensa foi aquela correspondente
32 di-DNP-tirosina que se posiciona em local proximo aquele es-
‘perado para resTduos do tipo di-DNP-Tisina. Este resultado po

deria ser interpretado como uma indicacao possivel de que a pro
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teina nao tivesse residuo N-termiral blogueado e/ou o tempo de
reacao prolongado, com a conseqﬁente guebra de ligacgao peptTdi
ca pela mistura metanol/HC1. A presenca de um derivado tipo
di-DMP de colorac3ao intensa em relacaoc aos demais residuos mo-
no substituides detectados sugeriria a presenca de tirosina ou
lisina como residuo MN-terminal.

Paralelamente procedemos a_ uma dinitrofenilagao direta
da proteTna_JJO nativa, que apresenta peso molecular elevado
(50.000 no estado dimérico), no sentido de tirar proveito da
propriedade que esta metodologia oferece, ou seja, discriminar
" residuos dinitrofenilados em funcao de sua solubilidade nas fa
ses aquosa e de eter (BAILEY, 19262).

A'dinftrofeni1agﬁo da proteina nativa deixou evidente
que © rgs?duo N-terminal poderia ser interpretado como tirosina.

Tirosina quando residuc H-terminal & de dificil identi
ficacdo, uma vez que sua presenca sob a2 forma de di-DNP-deriva
do tem Rf proximo do de di-DNP-Lys nas condi¢oes de cromatogra
fia descritas (2.20.1.) (KOCH & WEIDEL, 1956). A confirmagao
de sua identificacao foi feita pela analise do espectro de ab-
sorgao do eluato da mancha suspeita, obtido como descrito
(2.20.1.), comparado ao espectro obtido a partir de di-DNP-t1i
rosina e di-DNP-11isina padrao. A semelhanca entre o espectro
de absorc3o da amostra e do padrao di-DNP-tirosina X (posigEo
dos picos e relagdo entre eles) confirma a identificagao sugeQ
rida pela cromatografia.

0 controle, atraves de eletroforése da fase aquosa,

corrobora os resultados obtides.
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Estes resultados caracterizam comovkaII a regiao Qa—
riavel da proteina BJP (JJO) (KABAT et al., 1979).

"A inspecao do "patiern" obtido de mapeamento peptidico
triptico da proteina de Bence Jones JJO oxidada mostrou a ore-
senga do peptideo de composigao(Thr,thProJﬂy,LysJﬁuz,van denomi
nado arbitrariamente Tvl. Por homologia nao foi possivel iden
tificar Tvl como peptideo de regido constante de cadeia A ; os
dados disponiveis nao permitem identifica-lo como pertencente
‘aos segmentos FR1, FR2, FR3 e FR4 que constituem o "framework"
da regiaoc variavel. E possivel que este peptideo possa ser
parte constituinte das regives CDR1, CDR2 ou CDR3 que determi-
nam complementariedade em relagdao ao antigeno.

Estudos de homologia do peptideo TVZ (Leu-Gly-Asp-Lys) pro
veniente de mapeamento diagonal da proteina JJ0 reduzida e al-
quilada indicam que se deve tratar de peptideo oriundo de que-
bra tr?ptica na regiao V . 0s resultados nao permitem loca
1izar este peptideo como pertencente as regioes envolvidas no
"framework" da regiao V; entretanto a regidao VAIII apresen
ta um segmento (compreendendo as posig¢oes 28—31) de mesma com
posicdo localizado na regizao CDR1. Considerando que a protei-
na BJP (JJO)} apresenta tirosina N-terminal, e portanto deve
pertencer ao subgrupo de regiao variavel VAIII, & tentador se
especular que este peptideo pudesse se tratar de peptideo homd
logo, com a ressalva da dificuldade de interpretaciao de possi-
veis relagoes de homologia em regides de hipervariabilidade.

Na figura 32 estao representados esquematicamente deta

lhes estruturais relativos aos dominios Vi e C2x , deriva-
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dos dos resultados obtidos com a proteina BJP (JJ0). Na figu-
ra 33 estes resultados sao cﬁmparados com aqueles da re9156 ¥
IIT da proteina Hil (LOPEZ DE CASTRO et al., 1978) e com aque
les provenientes de diferentes proteinas que indicam as posi-
goes caracteristicas das variantes nao alélicas da regiao CX.

O0s resultados do controle do soro de coelho anti-ca
deia A humana, obtido a partir da proteina de Bence Jones
JJo (Figura 31) mostram relagio antigenica de identidade par-
cial entre as proteinas BJP (JJO) e BJP (Mau), revelada pe-
1o "espordo” resultante da confluencia dos arcos de precipita
cao correspondentes; este "esporao" (conforme observado ante-
riormente na figura 6, referente a tipificagao sorologica da
proteina BJP (JJ0) poderia indicar a presenca de determinan
tes antigenicos peculiares 3 proteina JJO, n3ao compartilhados
por proteina de mesmo isotipo BJP (Mau) ; provavelmente 0
soro de coelho anti-BJP (JJO) estaria revelando determinantes
antigénicos ndo alélicos do tipo St, VOR e 111 tipicos da re-
gido varidvel de proteinas de Bence Jones do isotipo lambda.
No entanto, n3io dispondo de anti-soros capazes de discriminar
os determinantes antigénicos especificos do dominio VL e CL,
mais uma vez torna-se dificil a especulagao a respeito de wuma
eventual possibilidade de reacdo de identidade parcial
entre BJP (JJ0) e BJP (Mau) ou outras proteinas de mesmo iso
tipo.

Estes resultados, mais a evidencia de que o soro de
coelho anti-X hﬁo reagiu com proteinas ao isotipo Kappa, de-
monstram a especificidade do soro de coelho obtido e permitem
sua utilizagdo na tipificagdo sorologica de outras proteinas

de Bence Jones e/ou cadeias leves de imunoglobulinas.
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5. RESUMO E CONCLUSDES
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Urina de paciente da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, com quadro clinico de gamopatia moncclonal tipo mielo
-ma multiplo e apresentando proteinuria de Bence Jones caracte-
ristica, foi purificada atraves de dialise exaustiva, seguida
de cromatografia de troca ionica. Seu grau de pureza foi ava-
liado atraves de imunodifusao em gel de agar, imunoeletrofore-
se em agarose e eletroforese em gel de poliacrilamida na pre
sencga de SDS.

Atraves de anti-scro especifico a proteina de Bence Jones
JJ0 foi tipada sorologicamente como pertencente ao tipo antigé
nico X.

A .composicao global de aminoacidos da proteina de Bence
Jones JJ0O mostrou: a) a presenca de cinco meias cistinas, b)
presenca de um residuo de metionina, <¢) numero total de resi-
duos (excluindo triptofano) digual a 206, d) um padr3o de re-
sTduos compativel coﬁ as proteinas de Bence Jones descritas.

u 0 pentapeptideo radioativo P1 de seqﬂéncia de amino-
acidos Pro-Thr-Glu-Cys-Ser, isolado de autoradiografia do di-
gesto peptico-triptico da proteina BJP (JJ0) reduzida e alqui-
Tada, tipifica quimicamente JJ0 como uma-proteTna do isotipo

lambda.



94

0 isolamento e caracterizagao do peptideo T1 de seqﬂéﬂ
cia Thr-val-Ala-Pro-Thr-Glu-Cys-Ser e que compreende a re-
gido C-terminal da cadeia,confirma a tipificacdo quimica de
BJP (JJO) como uma proteina X .

A evidencia obtida de PAGE/SDS de que apos reducdo, a
proteina de Bence Jones JJO migra como uma unica banda de mes-
ma mobilidade de cadeias leves de imunoglobulinas monoclonais
reduzidas, permite caracterizar seu arranjo como dimerico.

0 isolamento e caracterizagdo do tripeptidec Ser-His-
-Arg, permite classificar a proteina JJO como 0z(-) em retagao
a express3o desta variante sorologica (Arg 190). .

0 pentapeptideo denominado T5 {GIn-Ser-Asn-Asn-Lys}, on
de esta inserida a posigdo 171 correlacionada com a expressao
da variante Mz, permite caracterizar parcialmente JJO como uma
proteTna Mz(-).

0 peptideo Ala-Ala-Pro-Ser-Val-Thr-Leu-Phe-Pro-Pro-Ser-
~-Ser-Glu-Glu-Leu-Glu-Ala-Ser-Lys, obtido de mapeamento diago —
nal, compreende a regiao delimitada pelos residuos 111 a 129
do dominio € A, onde estdaoc localizadas duas das trés posigoes
caracteristicas da variante Mcg. (A presenca de alanina na po-
sigao 112 e serina na posicdo 114 caracterizam parcialmente a
ptote¥na JJ0 como Mcg(-).

0 peptideo Ala-Gly-Val-Glu-Thr-Thr-Thr-Pro-Ser-Lys per
mite cafacterizar a proteTna de Bence Jones JJO como uma protel
na Way(-), uma vez que alanina foi o residuo presente na posi-
gao 157. Treonina na posicao 163 caracteriza a terceira posi-

¢3o envolvida na expressao da variante Mcg e conseqllentemente
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permite classificar JJO como uma cadeia leve Meg(-).

A seqliencia de aminb&cidos determinada para o pepti-
deo Ser-Tyr-Ser-Cys-GIn-Val-Thr-His-Glu-Gly-Ser-Thr-Val-Gly-Lys,
permite caracteriza-lo como o peptideo de regido constante de
cadeia leve do isotipo lambda que compreende os residuos 191 a
205 e que contem um dos residuos de cisteTna da ponte disulfe-
to intradominio CX,

As informagoes conseguidas atraves da identificacao
das variantes ndo alélicas de regido C A da protefna JJO pode
riam sugerir dois arranjos possiveis dentro dos oito descritos
(FETT & DEUTSCH, 1976): 0z{-) Kern(+) (Mcg(-) Weir(-) Ev(-)
Way(-) Mz(-) ou 0z(-) Kern(-) Mcg(-) Weir{-) Ev(-) Way(-) (Mz{-).
Estes dois arranjos poderiam corresponder a codificacgao das
duas seqﬁéncias 0z Kern~ e 0z  Kern® dentre as quatro formas
ndoc alelicas da regiao C ) descritas (HIETER et al., 1981).

A presenga de tirosina determinada como residuo-N-ter
minal atraves da técnica de dinitrofenilacdo, permite classifi
car a proteina BJP (JJO) como pertencente ao subgrupo VAIII.

A composicaoc de aminoacidos (Leu, Gly, Asp, Lys} obti
da a partir de eluigao do material contido na mancha Tv2 bem
como a determinac3do de leucina na posic3ao N-terminal, npoderia
sugerir relagao de homologia com o segmento 28 — 31 da regiao
&e hipervariabilidade CDR1 da proteina X (MILSTEIN, 1968) per-
tencente ao subgrupo de regizo variavel VAIII (KABAT, 1979).

0 peptideo Tvl de composigao Thr, Glx, Pro, Gly, Leu?
Val, Lys nao foi localizado por homo]ogié nas regioes CDR e FR

de nenhum dos seis subgrupos de regiao variavel descritos(KABAT,
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1979), o que indicaria a possibilidade de se tratar de um pep-
tideo de regido determinante de complementariedade da protena
Jdo.

De imunizacgao de coelhos com a proteina de Bence Jones
JJ0 purificada, foi obtido anti-soro anti-cadeia A humana.
Este anti-soro nao revelou proteinas do isotipo kappa, o que

atesta sua especificidade.



6. SUMMARY
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Urine of a patient (J.J.0.) with osteolytic neoplasia
cnaracteristic of multiple myeloma was obtained from the School
of Medicine, Universidade Estadual de Campinas.

Through the qualitative heat test it was detected a
Bence Jones proteinuria. 7

Urine JJ0 was exhaustively dialyzed against deionized
water and purified by anion exchange on DEAE - cellulose
chromatography.

Bence Jones protein JJO was serologically typed as 3
and its dimeric configuration shown by SDS polyacrylamide gel
electrophoresis.

The amino acid composition of protein JJ0 showed: a)
5 moles of half-cystine/mole of protein (which is in agreement
with the evidence of dimeric form); b) 1 mole of methionine/
mole of protein; c) total numbgr of residues estimated in 206
(not including tryptOphane) and d) results similar to the
data avaiable for other proteins of this type.

Chemical typing was achieved by the isolation of the
radioactive C-terminal Pro-Thr-Glu-*CMCys=-Ser pentapeptide
characteristic of A type L chains; these data are in agreement
with the serological typing.

The tryptic T1 octapeptide (Thr-Val-Ala-Pro-Thr-Glu-Cys-
Ser) corroborates the chemical typing of JJO as a A Bence

Jones protein.
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The tryptic T3 peptide (Ser-His-Arg), obtained from
peptide mapping, supports the characterization of JJO as a 190
Arg 0z(-) lambda chain.

The isolation of the GIn-Ser-Asn-Asn-Lys pentapeptide
from peptide mapping allows the partial characterization of
JJ0 as far as position 171 is concerned.

The assignement to the Mcg_variant was accomplished by
the isolation of the peptide Ala-Ala-Pro-Ser-Val-Thr-Leu-Phe-
=Pro-Pro-Ser-Ser-Glu-Glu-Leu-Glu-Ala-Ser-Lys, which 1includes
two of the three positions involved in the expression of this
variant., The detectionof Ala 112 and Ser 114 provides evidence of
the partial characterization of JJ0 as an Mcg (-) L chain,

The peptide Ala-Gly-Val-Glu-Thr-Thr-Thr-Pro-Ser-Lys .,
obtained from the neutral region of diagonal mapping showed
the presence of alanine in position 157, allowing the <classi-
fication of JJ0 as a Way(-) variant. The parcial characteri-
zation of BJP (JJO) as Mcg(-) was confirmed by the presence
of threonine in position 163 in this peptide.

One of the half-cystines involved in the C X intradomain
disulphide bridge was detected through the isolation of the
tryptic T2 peptide (Ser-Tyr-Ser-Cys-GIn-Val-Thr-His-Glu-Gly-Ser-
Thr-Val-Gly-Lys).
| Based on the information concerning the study of the C
domain of the X protein JJO and the eight types of CA domains
proposed by FETT & DEUTSCH (1976), one of the following ar-
rangements is suggested: 0z(-) Kern{+) Mcg(-) Weir(-) Ev(-)
Way(-) Mz(-) or 0z(-) Kern(-) Mcg(-) Weir(-) Ev{-) Way({-} Mz(-).
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These could be interpreted as two (0z Kern and 0z
Kern+) of the four non-allelic forms of the human X constant
region, coded by the clustered arrangement of the six to ﬁfne
genes responsible for the expression of the C A region (HIETER
et al., 1981) (TAUB et al., 1983).

The analysis of the VA domain of protein JJO using
the Sanger dinitrophenyl method revealed an unblocked residue,
identified as tyrosine. This result indicates that JJ0 may
belong to VAIII subgroup. Furthermore, it was possible to
obtain two peptides derived from the JJO VX domain: a) one of
them (Leu-Gly-Asp-Lys) was shown to share homology relationship
with a CDR1 segment (positions 28— 31) of protein X described
by MILSTEIN et al., 1968; b) the peptide Thr, Gix, Pro, Gly,
Leuz, Val, Lys was found to share no homology with neither one
of the FR regions nor the CDR regions of any of the six Visub-
groups described. Therefore, it is suggested that it could be
derived from one of the CDR regiohs present in protein JJO0.

The antiﬁerum obtained from immunication of rabbits
with BJP {(JJO) shéwed no cross-reactivity with k proteins,
suggesting it's suitable for serological typing of Bence Jones

proteins and/or light chains of immunoglobulins.
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