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INTRODUGAO

0 sistema imune de vertebrados partilha de certas pro
priedades gerais com outros sistemas complexos em organismos superio
res e pode servir como um modelo ideal para estudos dos aspectos de
diferenciacgado e evolugao (HOOD e PRAHL, 1971).

O sistema imune de vertebrados pode responder a um ni
mero imenso de estimulos antig@nicos através da elaboragao de molécu
las especificas de anticorpo (LANDSTEINER, 1947). Esta diversidade -
funcional da molécula de anticorpo & determinada pela correspondente
diversidade na sequencia de aminoacidos (HABER, 1968).

A estrutura basica da molécuia de imunoglobulina como
ilustrado na figura 1 & composta de duas cadeias leves (L)} (P.M. -
25.000 daltons) e duas cadeias pesadas (H) (P.M. 53.000 - 70.000 dal
tons) ligadas por pontes dissulfeto e interagOes nao covalentes. A
molécula se dobra em trés dominios compactos gue sao conectados pela
regiac da dobradi¢a na cadeia pesada (EDELMAN e GALL, 1969). Estes -
trdg dominios podem ser claramente delineados por microscopia eletrd
nica (VALENTINE e GREEN, 1967) e por cristalografia de raio-X (POLJAK

e colabs., 1976). Uma variedade de enzimas proteoliticas guebra a mo
lécula nativa na regido da dobradic¢a ou prdoximo desta dando um frag
mento Fc e dois fragmentos Fab (COHEN e PORTER, 1964, GIVOL e DELOREN
70, 1968). Alguns destes dominios estdo ligados a fungoes da molécula
de anticorpo, como o fragmento Fc, que & efetor de uma série de fun
cSes como a fixagdo do complemento, transferéncia placentaria e sensi
bilizagdo da pele (COHEN e PORTER, 1264). A estrutura de guatro ca
deias mostrada da figura 1, & a IgG que & a estrutura basica para to

das as classes de imunoglobulinas sendo o tipo mais comum encontrado
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em animais superiores. As maiores classes de imunoglobulinas humanas
sdo IgG, IgA e IgM. Duas classes adicionais menores IgE e Igb foram
identificadas no soro humano. Estas classes (IgG, IgA, IgM, IgD e
IgE) sdo definidas pela presenga especifica de cadeias pesadas (Y, o
L, 5, e €). Duas cadeias leves K (kappa) e A (lambda) foram defini
das. Todos os animais possuem cadeias leves an&dlogas ou K ou A. Ne
nhuma outra classe de cédeia leve foi descrita. O sistema imune esta
presente desde os ancestrais dos vertebrados de hoje, acerca de trés
milhdes de anos. O risco de infeccgao tem sido um fator importante na
evolugdo de imunoglobulinas.

0 estudo de imunoglobulinas em um grande nimero de
espécies tem fornecido muitas perspectivas no mecanismo de evolugao
de sistemas genéticos complexos em organismos superiores.

Todos o0s vertebrados tem resposta imune. A habilida-
de de desenvolver uma resposta imune foi investigada em varias espg
cies de mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes ({FUNDENBERG e
colab.) .

Desde seu aparecimento o sistema de imunoglobulinas
estd envolvido em fabricar uma complexa familia de cadeias de protei
nas. Trés estdgios nesta evolugaoc podem ser sumarizados: Primeiro ,
formagao de regibes variadveis e constantes, cadeias leves e pesadas
gue produzem a molécula de anticorpo funcional. Segundo, formacao -
das classes de cadeias pesadas e cadeias leves. Terceiro, a recente
evolugdo de subclasses de varias destas classes. Mutacao e duplica
cao génicas sao processos fundamentais neste estdgio. Um esguema pa
ra estudo da evolugd3o de cadeias de imunoglobulinas pode ser feito
usando os resultados de filogenia e sequéncia de aminecacidos. O grau
de similaridade entre suas proteinas homdlogas e a medida de como
elas evoluiram a partir de um ancestral comum.

A evolucdo das cadeias leves tem sido estudada por

dois caminhos. No primeiro, sao feitos estudos imunologicos de mapea
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mento peptidico e estudos de seguéncia em "pools"™ de cadeias leves -
de varias espécies de vertebrados. No segundo, a evolugao das clas
ses K e L s3o investigadas pelos estudos de sequéncia de aminoacidos
de proteinas mielomatosas (HOOD e colab., 1967).

Um dos principais problemas da imunoguimica & a rela
cao entre estrutura e fungao especifica dos anticorpos. As mais  im
portantes limitagdes nessa &rea sao devidas a dois fatores. Um fator
& a heterogeneidade dos anticorpos. O segundo fator limitante & a
quantidade de proteina disponivel (FRANEK, 1967).

O presente trabalho teve por objetivo isolar atraveés
de mapeamento péptico diagonal o extremo C terminal de cadeia leve
de IgG de T.tajacu. Através de estudos de sequéncia de  aminoacidos
idéntifica-lo quanto a classe e fazer estudos de homologia com se
guéncias de outras cadeias leves. |

Utilizamos como modelo o Tayassu tajacu, animal da

fauna sul americana da familia tayassuidae gue tem origem no oligoce
no, portanto interessante do ponto de vista do estudo da evolugao mo

lecular guando comparado com outros vertebrados.
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Figura 1. De uma molécula do Isotipo IgG (No caso uma proteina
IgGl humana - Proteina Eu descrita por Edelman e colab.
1969) . Sao representadas duas hemimoléculas destacando
a simetria deste tipo molecular. A esquerda sao repre
sentadas as cadeias polipetidicas. pesada. (H) e leve (L),
o numero de aminodcidos das regiotes de homologia que -
constituem os "dominios" onde se localizam as pontes
dissulfeto intra cadeia, e os aminoacidos que consti -
tuem a regido da dobradica onde estao localizadas  as
pontes dissulfeto inter cadeia H e inter H-L. A direita
nas Areas sombreadas estdo assinaladas as regioces de
hipervariabilidade, CDR1l, CDRZ2, CDR3, presentes nas
cadeias H e L. Nos dominios de cadeia pesada (VH, CHI,
CH2, CH3) e de cadeia leve (VL e CL) sao indicados os
niimeros totais de residuos de aminoidcidos.O residuo 297
da cadeia pesada estd comprometido com a ligagaoc gluco-
‘proteica (No caso da proteina-Eu). 0Os locais de agk>da

papaina e pepsina estao indicados.
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TABELA 1

AS CLASSES E SUBCLASSES DE IMUNOGLOBULINAS EM VARIOS MAMIFERUS

(GOODMAN e colab. 19280).

Ordem Espécie 1gG
Logomor £o Coelho 1gG
Roedor Camundongo IgGl, IgG2a, YgG2b
i Rato IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG2c
Cobaia IgGl, IgG2
Hamster IgGl, IgG2
Carnivoro Cachorro IgGl, IgG2a, IgG2b, IgGZlc
Artiodactilo Porco IgGl, IgG2
vaca TgGl, IgG2
Carneiro igGl, IgG2
.ferissodactilo Cavalo TgG2a, IgGZb;-i§G2c, IgG(’I‘}”.=
Primatas Macaco IgGl, IgG2, IgG3
Homem IgGl, IgG2, IgG3, IgG4
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2. MATERIAL E METODOS



07

2.1. REAGENTES

Acrilamida e Bis-—acrilamida - Pierce Chemical Company,

Rockford, Illinoilis, USA.

Dithiothreitol (DTT)- Sigma Chemical Company, St.Louis

Mo., USA.

Pepsina - Sigma Chemical Company, St.Louis, Mo., USA.

(2x cristalizada).

Tripsina - Worthington Biochemical Corp.,Freehold,
N.J., USA. (Tratada com TPCK:L (l—Tosylamiddv2 fenil) etilcliorome

tilcetona.

Ninhidrina - Pierce Chemical Company, Rockford,

ITllineois, USA.

DEAE - Celulose (dithylaminoethyl cellulose)-Whatman,

W.K., Boston. Ltda., England.
Padrac de Aminoacidos - Pierce Chemical Company,

Rockford, Illinois, USA.

Todos os outros reagentes usados foram de grau anali

tico.
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MATERIAL E METODOS

2.2. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Exemplares de T.tajacu, foram mantidos em cativeiro

no Departamento de Cirurgia Experimental da FCMB de Botucatu,UNESP.

2.3. PREPARO DE ANTI SOROS

2.3.1. Obtencao de Soro de Coelho Anti Soro total de T.tajacu

Os coelhos (n3c foram utilizados racas definidos)fo
ram inoculados com soro total de T.tajacu emulsificado em adjuvante
completo de Freund na concentragac final de 10 mg de proteina/ml e
diluido em solucdo de NaCl 0,15 M na concentragac final de 10 mg de
proteina/ml utilizando-se o seguinte esquema: l. Os coelhos foram -
imunizados com 1.0 ml dé antigeno em adjuvante distribuido pelos
guatro coxins plantares. 2. Apds 7, 14 e 21 dias foram aplicados -
1.0 ml do antigeno em salina por via intradérmica no dorso do ani
mal. Apds o aparecimento de reagao inflamatdria no local de aplica-
¢ao do antigeno foi feita sangria nos animais. Os soros coletados -

foram testados contra soro de T.tajacu e guardados em congelador.

2.3.2. Obtencdo de Soroc de T.tajacu Anti BGG (Gama Globulina Bovina)

Exenplares de T.tajacu foram inoculados com BGG -
emulsificada em adjuvante completo de Freund na concentragao de
10 mg de proteina/ml e diluido em solucao de NaCl 0,15 M na concen-

tragdo de 1,0 mg da proteina/ml no seguinte esguema: l. No 19 dia
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foram aplicados nos animais 10 ml de antigeno em adjuvante completo
distribuido proximos as patas do animal. 2. Nos 79, 149 e 219 dia
foram aplicados 1.0 ml de adjuvante em salina intradermicamente no
dorso do animal. A inocula¢ao com salina continuou a cada 7 dias -~
até o aparecimento de reacgao inflamatdria no local. ApbGs o apareci
mento de reagao no local o sangue foi coletado e o soro de cada ani

mal testado e catalogado.

2.4. DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de protelnas foi realizada pelo método do

Biureto (MOKRASCH e colab., 1936).

2.5. IMUNODIFUSAD

A dupla difusao em gel de agar (OUTCHERLONY, 1956)
foi realizada em agar a 1% em tampdo veronal 0,05 M pH 8.6 sobre 13
mina de microscopioc. O gel foi perfurado e o material aplicado.Apds
24 horas de reacac a lamina foi lavada em solugao salina por 48 h ,

seca e corada em negro de amido 0,1%.

2.6. ANALISE IMUNOELETROFORETICA

A imunoeletroforese (GRABAR e WILLIANS, 1955) foi
realizada em gel de agar a 1%. O agar fundido (15 ml) foi colocado
sobre duas laminas de vidro de 25 x 75 mm dispostos em suporte de
plastico. Os pogos e as canaletas foram impressos.no agar gelifica-

do utilizando-se um impressor metalico.
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A eletroforese foi realizada em tampao veronal pH
8.6, 0,05 M, utilizando-se fonte estabilizadora Beckman Duostat e
corrente de 15 MA/lamina durante 90 minutos.

Apds aplicacgao dos antisoros as laminas foram co
locadas em camara Umida por 24 horas. Allavagem foi feita em 80
lugdo salina fisiolBgica. As laminas foram secas e coradas com

"amido black" 0,1%. A descoloragdo foi realizada em metanol-&cido

acetico - H20 (2:1: 2 x/v).
2.7. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

O mdtodo utilizado na anilise eletroforética em
poliacrilamida foi nodificado de LAEMLI -(1970).

A partir de solugdo de acrilamida a 30% e Bis-
acrilamida a 0,8% foram obtidos os géis de concentracac e separa-
cio. Esta solugao foi preparada em dgua deionizada, filtrada e
mantida sob refrigeracao a 49C.

0 gel de concentracdc contendo 5% de acrilamida em
tampdo tris: HCLl 0,125 M pH 6.8 e SDS (Dodecil Sulfato de sbdio)a
““d;i% foi polimerizado pela adﬁggd'dérTEMED”(N*&‘N"tetramiletileng '
diamina) e persulfato de amonio a 0,5%.

0 gel de separacado contendo 10% de acrilamida em
tampdo tris-HC1 0,375 M, pH 8.8, SDS 1%, persulfato de amonio 1%
e TEMED Q,025%.

O gel de separacdo foi colocado entre duas placas
de vidro plano, separadas por espacadores de acrilico com 2 mm de
espessura. Apds a polimerizagao foi colocado o gel de separacao e
inserida entre as placas a pega para impressao dos pogos.

2As amostras (entre 20-50 mg de proteina) foram =

dissolvidas em 100 ul de tampio tris-HCl pH 6,8 na concentragao de
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0,0625 M. Contendo SDS a 2% 10% de glicerol e 0,001% de azul de bro
mofenol , como marcadores foram utilizados ovbalbumina (P.M. 43.000)
anidrase carbdnica (P.M. 32.000) mioglobina (P.M. 17.200) e a pro
teina de Bence Jones (P.M. 23.000). A eletroforese foi realizada em
tampaoc Trig~HCl1 0,025 M, glicina 0,192 é SDS 0,1% a 100 V.

0 gel foi corado em Comassie Blue 0,1% em acido acé

tico: metanol: H20 (1:8:1) v/v.

2.8. SALTING-OUT DA FRAGCAQO GAMAGLOBULINA

0 soro de T.tajacu foi precipitado com sulfato de
amdnio na concentragac final de 50%, 0.6%C

0O material foi centrifugado a 11,2 g por 30 min a
4OC e o sobrenadante desprezado. O precipitado de gamaglobulina foi
redissolvido em tampdc fosfato 5 mM, pH 8,0 por 24 horas, sendo
feitas varias trocas de tampdo durante a didlise. O material ob
tido deste modo foi centrifugade a 1l1,2g durante 30 min., e O pre-

cipitado desprezado sendo o sobrenadante utilizado no fracionamento.

2.9. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

O sobrenadante do "Salting Out® foi purificade em
DEAE celulose (DE-52-Whatman) a partir de tampdo fosfato de sddio
0,005 M pH 8.0 (OLIVEIRA e colabs., 1970).

Em uma purificacao caracteristica 4.0 ml do sobre-
nadante foram aplicados a uma coluna de 300 x 20 mm, com um fluxo
de 25 ml/hora e coletados 4 ml/tubo utilizando-se um coletor de

fragoes Gilson medelo VL.
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O monitoramento do eluato foi feito em um espectro

fotOmetro Beckman modelo 25, em um comprimento de onda de 280 nm.

2.10. ANALISE DE AMINOACIDOS

2.10.1. Analisador

O aparelho utilizado para as andlises foi construil
do segundo esquema de ALONZO e HIRS (1968), com algumas modifica
¢oes. O método utilizado para anadlise foi o de SPACKMAN e colab.
(1958) .

O sistema utilizado foi o de duas colunas:uma pa
ra resolugao de aminoacidos acidos e neutros (coluna AN) de 530 X
10 mm e outra para resolugac de aminoacidos basicos (coluna B) de
130 x 10 mm. A resina da coluna AN foi do tipo Aminex AG e na co
luna B utilizou-se a resina Aminex A5 {(Bio Rad).

A operacgdo na coluna AN envolveu dois tanmpoes: ci
trato de sbdio 0,2 N pH 3,25 e citrato de sbédio 0,2 N pH 4,25. Na
coluna B foi utilizado taﬁpéo citrato de sddio 0,5 N pH 5,25.

A témperatura foi controlada por termorreguladores
ajustados para 52,50C (coluna B) e 52,0 a 60.OOC {coluna AN}acopla
dos a um circulador.

0 registro grafico correspondente as leituras das
trés ceélulas do fotOmetro & simultdneo (1) 570 nm e caminho &ptico
de 12 nm. (2) 570 nm e caminho Optico de 6.6 mm e (3) 440 nm e
caminho 6ptico de 12 mm; € feito por pontos, por um registrador do
tipo Eletronik 15 Strip Chart Mutipoint Recordes (Honeyewell Ltd,
Ontario) em escala de 0 a 0;1 unidades de absorbincia.

A reagéo com ninhidrina (Pierce Chemical Co.,Rock-

ford IL )} ccorreu a 97i 1,00C em um banho {(§.G.A.Scientific. Inc.)
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com temperatura regulada por reostato tipo 116 B (The Superior

Eletric. Co., Conn),.
2.10.2. Solugao Padrao e Constante de Integracao

Amostras contendo valores médios de 20 nmoles para
cada aminodcidos, obtidas a partir de uma solugao padrao de aminoa-
cidos (Amino Acid Standard H, Pierce Chemical Co., Rockford, IL) =~
acrescida de acido cisteico, foram utilizadas como referéncia para
tempo de eluigao e leitura, produzindo um cromatograma cujos picos
sdo prontamente calculados uma vez estabelecido o padrdo de eluigdo
dos diferentes aminoacidos, as leituras de cada um deles foram in
tegradas em 570 nm (12 mm de caminho Optico), exceto para o amino
acido prolina, cuja leitura & integrada no canal de 440 nm (12 mm -
de caminho Sptico). As integragoes foram realizadas pelo método ma
nual (altura x valor de base) e as constantes de integragao obtidos
da seguinte relacao: XK = A/M, onde: K = constante de integracao do
aminoacido; A = area determinada por integragéo manual; M = guanti-
dade absoluta do aminodcido na solugdo padrao (nmoles). A figura 2

‘mostra uma andlise automidtica de aminoacidos padrio.

2.10.3. Preparacao das Amostras

As amostras hidrolisadas foram dissolvidas em volu
mes iguais de tampao citrato s6dio 0,2 N pH 2.2 e polietilenoglicol

(PEG) 30%.
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2,10.4. CALCULOS

Og valores obtidos sao expressos em huamero de moles
de residuo por mol de proteina. O valor calculado para cada residuo
representa a média dos valores obtidos nos diferentes tempos de hi
drdlise, exceto para os aminodcidos cujos valores nao sao constan

tes com O tempo de hidrdlise.

'Os valoreé de treonina e serina foram extrapolados
para tempo zero, uma vez gue tendem a diminuir com o tempo de hidrd
lise. Os valores de vélina, isoleucina e leucina foram aqueles de
72 horas, pois esses aminoacidos tém seus valores aumentados com ©

tempo de hidrSlise (BAILEY, 1962).

2.10.5. Determinacao de Residuos de Meia Cistina e Metionina

Os residuos de meia cistina foram determinados ou
como acido cisteico a partir das amostras da proteina nativa oxidada
(MILSTEIN e colab., 1968), ou como carboximetilcisteina sulfona.

Os residuos de metionina foram determinados como me

tionina sulfona.

2.11. ELETROFORESE DE ALTA VOLTAGEM

As eletroforeses foram realizédas em papel Whatman
3 MM a 60 V/cm. Foram empregados os seguintes tampOes: a) tampao pi
ridina pH 6.5 (piridina = Eciﬁo acético - agua, 10:1:200 v/v; b)
tampao, piridina pH 3,5 (piridina -~ acido acético - agua, 1:10:440
v/v) e C tampdo £Ormico - acético pH 2.1 (&cido f£6rmico - &cido acé

tico - Agqua, 1:4:45 v/v).
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Figura 3- Grafico de Offord (0FFORD;41966) em escala ampliada
(cedida pelo Dr. M.,E. Lamm da New York University,N.Y., usa).
Este grafico exprime em escala logaritimica a mobilidade ele-
troforetica em pH 6.5 emnm fungﬁo do peso molecular para pepti-
deos sem histidina ou acido cisteicé. P.M.= peso moelcular ;

m= mobilidade ; e€=carga liquida.
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Para a caracterizagéokdos peptideos foram aplicados
os seguintes marcadores de referéncia: acido aspartico, acido gluta
mico, lisina, e-dinitrofenol - lisina (e-DNP-Lys) e tinta verme
lha {Pilot), de mobilidade semelhante a do acido aspartico =em pH 6,5.
As mobilidades (m) dos peptideos a pH 6,5 foram expressas como re
lativas a dist3ncia entre e£~DNP-L-Lys e acido aspartico (m = 1.0) e
a carga ligquida (E) foi determinado utilizando-se o "plot" de -

OFFORD (OFFORD, 1966).

2.12. OXIDACAO COM ACIDO PERFOMICO

A IgG de T.tajacu contida em tira de papel recorta-
da apbs eletroforese de alta voltagem em pH 6,5 (l? dimensdo de ma
peamento diagonal) foi montada em suporte de vidro e colocada em re
cipiente saturado com vapor de acido perfomico. Ao fim de 4 horas ,

o papel foi retirado e colocado a 80°C até a secagem.

2.13. DIGESTAO PEPTICO-TRIPTICA

A IgG de T.tajacu parcialmente reduzida e carboxime
tilada foi digerida com pepsina (10 mg/ml) em acido formico a 5%
durante 16 horas a temperatura de 370C, em banho-Maria e em seguida
liofilizada. Apds a liofilizagéo, o material foi dissolvido em bi
carbonato de amonia 0,2 M pH 8,3 e digerida com tripsina (10 mg/ml)

por um pericodo de 4 horas a 37°C em banho-Maria e em seguida liofi-

lizada.
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2.14. MAPA DIAGONAL

Foi realizada apbs modificagado do método descrito por
BROWN e HARTLEY (1966). O digesto triptico liofilizado da proteina re
duzida e carboximetilada foi dissolvido em 0,1 ml de Agua desionizada
e aplicado em uma banda de 70 x 10 mm dobre papel Whatman 3 MM e sub
metido a eletroforese de alta voltagem em tampdo piridina pH 6,5 ( 12
dimensac) . Em seguida uma faixa de 60 mm de largura foi cortada,costu
rada em outra folha de papel e submetida a uma segunda eletroforese -
em pH 3,5 (2% dimens3o) em direcgao perpendiéular a primeira.

Em seguida o mapa foi corado a 37°C com uma solugao

de ninhidrina 1% em acetona.

2.15. DANSILACAQ

A determinagao do residuo N-terminal dos peptideos -
fol realizada utilizando-se cloreto de dansil (cloro-l-dimetilllami-
nonaftaleno-5-sulfonil, nas condicoes descritas por GRAY (1967,1972).

Aliquotaé dos peptideos (5 nmoles) foram secas & va
cuo. Ao material dissolvido em 10 ml de bicarbonato de sddio 0,2 M -
foram acrescentados 10 ul de uma solugao 2.5 mg/ml de cloreto de dan
sil em acetona. A reagao ocorreu a 37% poxr 60 min.

A hidrdlise do material dansilado foi realizada emn
HC1 6N a 105°C durante 16 horas. O material dansilado foi seco, dis
solvido em aproximadamente 5 ul de piridina-dgua (1:1 v/v), aplicado
sobre placa de camada delgada de poliamida de 75 x 75 MM e submetido

a cromatografia bidemensional segundo WOODS e WANG, 1967.



19

Foram empregados os seguintes solventes: 12 dimensdo
1. acido formico 1.5% (solvente I); 2% dimensdo 2-benzeno-icido acé-
tico (9:1 v/v) (solvente II), 3 acetato de etila-acido acético - me

tanol (20:1:1 v/v) (solvente III).

2.16. DEGRADAGCAO DE EDMAN

A degradacao de Edman foi realizada apds adaptagao -
da metodologia descrita (EDMAN, 1980). A identificag&o do residuo
N-terminal removido foi realizada pela determinagao da composigao de
aminodcidos do peptideo antes e apds cada degradagao.

0 peptideo {40-95 nmoles), foi dissolwvido em 100 ul
de dgua. Foram acrescentados 100 ul de uma solugdo de fenilisotioci-
anato (PITC) 5% em piridina e incubado a 459 durante 60 m . Apos is
to o material foi seco 3 vacuo. Foram adicionados 150 ul de acido -
trifluoracético (TFA) a 459C por 30 m, sendo posteriormente seco a
vacuo. Adicionou-se 200 ul de acetato de butila centrifugou-se o ma
terial.

O material contido na fase de acetato de butila foi
convertido na feniltiodantoina aoc ser dissolvido em 100 ul de HC1l 1M
a 809 por 10 minutos. A hidrOlise foi realizada em 100 ul de HC1 6M
a 1309 por 24 horas, e o produto identificado por anadlise de aminoa-

cidos.
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3.1. IDENTIFICACAO DAS FRACOES IgG2 e IgGl NO SORO HIPERIMUNE DE

g.tajacu.

As fragﬁes {IgG2, RC) obtidas no fracionamento do
soro hiperimune de T.tajacu em DEAE celular egquilibrado em tampao
fosfato de sbddio 5 mM pH 8,0 foram analisadas por imunoeletrofore-
se em gel de agar utilizando-se como revelador soro de coelho anti
soro total de T.tajacur(Ra - a -Tay}. A figura 4 mostra a analise
imunoeletroforética da fragao 1gG2, onde se nota um Gnico arco de
precipitacac correspondente ao componente proteico de mobilidade -

. eletroforética lenta em relagdo ao anodo compativel com a das ga
maglobulinas IgG2, e esta livre de outras contaminacoes proteicas -
do soro. Como controle este mesmo antisore foi utilizado para reve
lar soro total de T.tajacu onde notamos a fracao IgG2 de mobilida-
de eletroforética do tipo gama lenta.

O controle imunoceletroforético da fragéo RC (soro
total egvaziado da fracao IgG2) & mostrado na figura 5 onde nota -
mos um arco de precipitagdo na regiao de mobilidade eletroforética
de gamoglobulina mais répida como agquela descrita para IgGl e a
auséncia da fracdo IgG2 de mobilidade eletroforética lenta, como
se nota quando comparada com a imunoeletroforwse do soro total de
T.tajacu (TAY.NS).

A figura 6 mostra o controle imunoeletroforético
da fragao IgGl purificada da fragao RC através de cromatografia de
exclusdo molecular em Sephadex G-200 eguilibrada em tampao fosfato
50 mM pH 8,0. O soro Ra a.Tay revela um Gnico arco de precipitacgao

na regiao eletroforética compativel com as de imunoglobulinas de
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— AR | Tay.a.DNP.BGG

s : : 19G2

Anialise imunoeletroforetica de soro total (Tay.a.DNP.BGG)
de T.tajacu imunizado com DNP54 BGG (gamaglobulina bovina
dinitrofenilada). A imunoglobulina IgG2 purificada atraves
de precipitagac em sulfato de amonio saturado seguida de
cromatografia em DEAE celulose foi aplicado no pogo infe
rior se apresentou como um anico arco, o gue & indicativo

do seu grau de pureza.
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Imunoeletroforese em gel de adgar a 1% de soro total de
T.tajacu (Tay NS) e da fragﬁc RC obtida de cromatogra
fia em DEAE-celulose. Como revelador foi utilizado so
ro policlonal de coelho imunizado com soro total de
T.tajacu (Ra.a.Tay). Na regido de migracao de gamaglo
bulina estd indicada a populagao molecular de migragao
lenta em relaqﬁo ao anodo (IgG2) presente noc soro to
tal e, na fragdo RC a populagao de IgG de mobilidade

lenta (IgGl). O anodo estd assinalado a direita.
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Figura 6. Controle imunoeletroforético do grau de pureza das
imunoglobulinas IgG2 e IgGl obtidos de soroc imune
de T.tajacu (Tay.a.DNP.BGG). A imunoglobulina IgGl
se distingue da IgG2 por sua mobilidade mais rapi

da em relagao ao anodo assinalado a direita.
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mobilidade rapida caracteristicas de IgGl; gue se distingue da imu

noglobulina IgG2 de mobilidade mais lenta em relagao ac anodo.

3.2. CONTROLE ELETROFORETICO EM GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

A analise em gel de acrilamida das formas nativa
e reduzida das imunoglobulinas IgGl e IgG2 purificadas & apresen-
tada na figura 7. Foram utilizadas para comparar uma IgGl A mielo
matosa, IgG3 A e uma proteina de Bence Jones na forma dimérica.

Na forma nativa (nao reduzida) as imunoglobuli -
nas IgG se apresentam como uma banda principal na interface gel
de concentracao e gel de cofrida {running gel). Outras bandas de
menor intensidade sao observadas. Na forma reduzida sao identifi-
cadas duas bandas, uma correspondente aco peso molecular 50K (50.000
daltons) e coutra de peso molecular de 25K (25.000 daltons) em re

lagdao aos marcadores utilizados.

3.3. COMPOSICAO GLOBAL DE AMINOACIDOS DAS PROTEINAS IgG

Dos registros graficos das andlises de aminoaci
dos das proteinas IgG2 e IgG2, purificadas, oxidadas e nao oxida
das obtidas de diferentes tempos de hidrblise mostrados nas fi
guras 8 e 9 foi montada a tabela 2.

Nesta tabela sao apresentados os valores em mo
les de residuo/moles proteina, encontrados para cada residuc de
aminoacido presente nas proteinas IgGl e IgG2., O numero de meias

cistinas determinadas como acido cisteico (Cva) foi igual a 39 ~
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) em SDS das
imunoglobulinas IgGl nativa (3) e (4) e reduzida (9) e
(10), IgGZ nativa (5) e reduzida (ll). Como marcadores
de peso molecular foram utilizados: Proteina de Bence-
Jones (6), ovoalbumina, anidrase carbdnica e mioglobi
na (7), IgG2 A humana, nativa (l) e reduzida (12) e
IgG3 A humana, nativa (2) e reduzida (8).
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TABELA 2

COMPOSICAO EM AMINOACIDOS DE TAY IgG2 E TAY IgGl (1)

Residuo Tay Tay
IgG2 IgGt

Lys 48.7 47.7
His 12.3 20.1
Arg 30.8 33.1
Asp 88.8 95.3
Thr 115.4 1059.8
Ser 154.2 150.2
Glu 129.5 130.4
Pro 112.0 111.9
Gly 108.3 111.3
Ala 83.9 84.4
cyss2(?) 38.4 39.0
Val 122.3 125.5
met ) 16.2 17.7
Ile 42.2 40.4
Leu 100.7 104.6
Tyr 55.0 55.1
Phe ' 42.3 44,4
Total (4) 1308 1314

(1) Moles de residuo/moles de proteina

{2) Determinado como Cya (&cido cisteico)

{3) Determinado comc Met 802 (Metionina Sulfona)

(4) Os totais das protelnas Tay estac normalizados para
um mesmo valor . N3o foram considerados os residuos

Triptofano.
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para a IgGl e 38 para IgG2. O nimero de residuos metionina detecta
dor na forma de metionina oxidada foi detectados na forma de meti
onina oxidada foi 18 para IgGl e 16 para IgG2. |

O nimero total de residuos estimado foi de 1314

para IgGl e 1308 para IgG2 (nao incluindo o triptofano).

3.4. PURIFICAGAO E ISOLAMENTO DOS PEPTIDEOS COMPROMETIDOS COM AS

PONTES DISSULFETO INTER H E INTER H-L.

A figura 10 mostra o mapeamento diagonal da IgG?2
de T.tajacu digerida com pepsina e tripsina e submetida a eletro-
forese de alta voltagem em pH 6,5 Ll? dimensao) em seguida subme
tida a oxidacao perffmica e a uma segunda eletroforese em alta
voltagem em pH 6,5 no sentido ortogonal a primeira (2? dimensao) .
0s marcadores eletroforéticos (Asp, Lys, €-DNP Lys) estao destaca
dos lateralmente, sendo as mobilidades eletroforéticas determinadas
em relacao a do acido aspartico.
anddica fora da diagonal os peptideos PT1 de mobilidade eletrofo
rética 1.03 e o peptideo PT2 de mobilidade eletroforética 0,58.Es
tes dois peptideos possuem a mesma mobilidade eletroforética na
12 dimens3o. Na segunda dimens3o na regido dos neutros fora de dia
gonal foi detectado o peptideo PT3 de mobilidade eletroforetica -~

0.03.
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Figura 10.

Mapa diagonal do digesto péptico - triptico da proteina

IgG2 de T.tajacu reduzida e alquilada, obtida apds eletro

forese em pH 6.5 (12 dimensio)

seguida de oxidagao e

eletroforese em pH 6.5 (2?dimensa§o}. Os marcadores eletro

foréticos estao assinalados atraves de setas.
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3.5. IDENTIFICAGAO DO PEPTIDEO C-TERMINAL DE CADEIA LEVE DA IgG2

de T.tajacu.

A composicac de aminodcidos do peptideo PT1 (Ta-
bela 3) mostra a presenga dos residuos (Asp, Glu, Cys, Gln e Ala).
Ecido aspartico dectado por dansilac3o como residuo N-terminal. O
peso molecular de 613,1 determinado atraves da analise de amino
dcidos (figura 11) e utilizando o Grafico de Offord gque relaciona
peso molecular de peptideo e mobilidade eletroforética em pH 6,5

foi possivel determinar que o peptideo PT1 possui carga ligquida-3.
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TABELA 3

COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DO PEPTIDEO PT1

Residuo PT1
moles residuo/moles peptideo

cmCysso,, 1.00 (1)
Asp 0,%1 (L)
Glx | 1.82  (2)
Ala 0,93 (1)

N-terminal: Asp

Mobilidade eletroforética: -1.03

* Valor nao corrigido para tempo zero de hi

drolise.

** Entre parenteses o valor tedrico integral



35

4 - DISCUSSAD
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De sangue colhido cirurgicamente da artéria femural

de Tayassu tajacu, imunizado com BGG foram isoladas duas populagoes

de anticorpos de mobilidade eletroforética lenta (caracteristica de
proteinas IgG) coeficiente de sedimentagao 7S e peso molecular ~150.000
daltons (determinado pelo volume de eluicaoc por filtragac em gel de
Sephadex G-200). Por analogia com o sistema cobaia (OLIVEIRA.B.1970)
estes anticorpos foram denominados IgGl e 1IgG2. As fracgoOes IgGl,obti
da por filtragao em gel de Sephadex G-200, e IgG2 obtida por cromato
grafia em DEAE celulose e submetidas ao controle imunceletroforético
em gel de agar mostraram ausencia de contaminantes (vide Fig. 4 aé6)o
gue indica grau de pureza.

A obtengao de uma {nica banda pela té&cnica de PAGE/
SDS (Fig 7) serviu como critério para justificar a determinacao da
composicao global de aminoidcidos das proteinas'IgGl e IgG2. Este cri
terio & largamente utilizado como indicativo de grau de pureza compa
tivel com estudos de determinacao de estrutura primadria de proteinas
homogéneas e/ou seus fragmentos (GARCIA PARDO et al., 198l).

A composicao global de aminodcidos determinada para
as proteinas IgGl e IgG2 foi similar a outras proteinas deste tipc.
(CRUMPTON et al., 1963, WEIR et al., 1966). As diferencas detectadas
guando comparadas entre si e com as IgG de composicao de aminodcidos
conhecida e a esperada levando~se em consideracao que somente ~50% -
da cadeia L e ~75% da cadeia H contribuem para a obtengao de resulta
dos semelhantes no arranjo molecular caracteristico 2H + 2L das imu-
noglobulinas do isotipo IgG.

A metodologia utilizada nao permitiu a determinacgao
de triptofano devido sua destruicdo durante a hidrSlise acida (BATLEY
1962). O numerc total de meias cistinas/mole de IgG determinadas ( to

mando—-se Ccomo peso molecular 146.000 daltons} foi 38. Deduzindo- se
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do nimero total de meias cistinas) mole determinado, as meias cistinas
comprometidas com as pontes dissulfeto intra cadeia que contribuem pa
ra estabilizagao dos dominios VL, CL, VH, CH1, CH2Z e CH3 e aguelas que
iazem a juncac H-L, se obtem um nimeroc gue sugere a presenga de cinco
meias cistinas na regido da dobradica no caso das proteilnas IgGl e

IgG2 de Tavyassu tajacu. Comparagdo da composig¢ac de aminodcidos revela

gue a imunoglobulina IgG2 & mais rica em lisina, arginina e prolina e
a imunoglobulina IgGl em metionina e leucina (Tabela 4) (LESLIE et al,
1970).

A metodologia empregada para a purificacgao de segmen
tos de cadeias polipetidicas de proteinas que apresentam em sua estrutu
ra pontes dissulfeto (como & o caso das IgG) se baseia no principio -
gue peptideos contendo cistelna apds carboximetilizacao sao oxidados -

para a forma de sulfona segundo a reacao.

CH,C00 CH,C00
i !
s 0— 8§ — 0
| HCO,,0H i
CH, e CH.,
A I B A ~ | P
\\N —C ~ x —¢C —¢
| l I ! ! il
i H o H i o)

gque 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). Des
ta maneira ao se efetuar uma eletroforese em pH 3.5, este grupo ain-
da estd ionizado e sobra uma fracdo de carga que altera a mobilidade
do peptideo oxidado (BAILEY, 1962).

0 digesto péptico triptico da imunoglobulina IgG2 -~
foi submetido a mapeamento diagonal para detectar os pares H-H e HL

caracteristicos do arranjo H,L, das cadeias polipetidicas desta popu
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lacao molecular (Fig 10). Nos mapas realizados em duplicata foi obtido
o peptideo designado PT1l. Este peptideo & acidico, de mobilidade ele -
troforética idéntica ao Acido aspartico em pH 6.5 (Tabela 3);apresenta
composicao de aminoacidos "limpa™ (Fig 11), caracteristica de peptideo
puro. A seguencia de aminoacidos determinada foi: Asp, Glu, Cys, Gln e
Ala) .

Estudos de homologia, composigao de aminoacidos, se
quencia e mobilidade eletroforética sugerem gue PTl corresponde ao pep
tideo C terminal de cadeia leve do isotipo Kappa de porco doméstico =

(HOOD, L. et al, 1967; NOVOTNY,J. et al, 1968).
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TABELA 4

COMPOSICEOQ EM AMINOACIDOS DE TAY IgG2 E TAY IgGl
COMPARADAS COM AS IgG2 E IgGl, DE COBAIA (1) (2)

Residuo Tay Tay GP IgG2 GP IgGl
IgG2 IgGl
Lys 48.7 47.7 76.2 67.0
His 19.3 20.1 19.8 19.1
Arg 30.8 33.1 45.5 40.5
Asp 88.8 95.3 103 106
Thr 115.4 © 109.8 117 121
Ser 154.2 150.2 157 180
Glu 129.5 130.4 124 117
Pro 112.0 111.9 98.3 91.7
Gly 108.3 111.3 84.6 94.7
Ala 83.9 84.4 83.6 81.0
cyss/203) 38.4 39.0 35.2 34.6
Val 122.3 125.5 112 97.8
Met 4 16.2 17.7 15.6 17.1
Tle 42.2 40.4 47.7 49.9
Leu 100.7 104.6 87.0 101
Tyr 55.0 55.1 546 535
Phe . 42.3 44.4 43.9 48.1
Total 1308 1314 1305 1320

(1) Lamm.M. (1969) - Immunochemistry, Vol 6, pp.235-240
(2) Moles de residuo/moles de proteina
(3) Determinado como Cya {acido cisteico)

(4} Determinado como Met SO. (Meticonina Sulfona)

2
(5) Os totais das proteinas Tay estao normalizados para
um mesmo valor. Nao foram considerados os residuos

Triptofano.
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TABELA 5

A e /4577/4:7 @ G/(/Js

K M Dbe Asr Arg Asn 67095

P e 4s»; Arg As7 G/(/Jg G/ A

Sy Ty Asp Gl Cys Gty A/

//7/ fyS /A V/A/&/Ofo;%VG/(/gS&@f‘

S N éys‘ \%716062‘7‘4\7?4/3 ’4‘5‘/0 Jsée
e 7P 25/ 7/»»&;@ Jer G/(, Cos Ay
?‘A Lys Ay Ser Gl Gs

Comparacac da sequencia de aminoacidos do residuo PT1 com a se
gquencia de aminodcidos de peptideos C terminais de cadeia leve
de IgG do homem (H), camundongo (M), porco (P) e galinha (Ch).
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5 — RESUMO E CONCLUSOES
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De soro de Tayassu tajacu imunizado com gama globulina

Bovina (BGG) foram isoladas duas populagdes de imunoglobulinas IgGl e
IgG2. Seu grau de pureza foi avaliado através de imunceletroforese em
agar e eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SbS.

A composigao global de aminodcidos das proteinas IgGl
e IgG2 mostrou: a) presenca de 39 meia cistinas para ambas moleculas ;
b) o nimero total de residuos (excluindo o triptofano) iqual a 1314 pa-
ra IgGl e 1308 para IgG2. c) um padrdo de residuos compativel com as
IgG.

Os resultados do nimero de residuos de meia cistinas su
gerem um numero de cinco meia cistinaé na regiao da dobradica.

O pentapeptideo PT1 de sequencia de aminoacidos Asp -
Glu - Cys - Gln - Ala isolado do digesto péptico-triptico da pro-
teina IgG2 tipica guimicamente a proteina IgG2 como uma proteina do iso

tipo Kappa.
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