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INTRODUGAO

Os trabalhos pioneiros de Landsteiner no ramo da
quimica de grupamentos determinantes antigenicos, prepara -
dos pela ligagao, por diazotagao , de substancias organicas
simples (haptenos) as proteinas, estabeleceram a importan -
cia de fatores estereoquimicos comé isomeria de posigao, i
someria otica e ciclica cis-trans na determinagao da especi
ficidade da combinagao antigeno-anticorpo (LANDSTEINER -
1945).

0 desenvol§imento de metodos quantitativos de es
tudo da interaggo antigeno-anticorpo, por HEIDELBERGER e
KENDALL (1935), MAYER et al. (1948), OSLER (1958) e outros,
permitiram a obtengao de dados relevantes para o conhecimen
to das bases quimicas envolvidas nestas interacoes pela de
terminacao de parametros como a constante de associagao, a-
finidade, efeito do pH, temperatura, forga ionica e especi-
ficidade das reagoes. Tais resultados trouxeram condigoes'
para se compreender nao so0 a importancia estrutural de gru-
pamentos quimicos presentes nas moleculas dos haptenos mas
tambem no estudo das condigoes de interagao destas substan-
cias com populagaes normalmente heteroggneas de anticorpos.

Embora o conjunto de resultados obtidos com os

haptenos tenha fornecido a base quimica do fenomeno da in



teracao antigeno - anticorpo, ainda hoje nao esta claro
o quanto de um determinante antigenico completo represen-
tam os haptenos ( EISEN ~- 1974 ).

Os estudos de aspectos estereoquimicos da
especificidade de determinantes antigenicos de polissaca-
rideos bacterianos ji sao feitos atualmente em fungao,
principalmente, do conhecimento de determinantes antigeni
cos comuns de grupo e tipo especificos e da:simplicidade
estrutural destes antigenos (compostos em sua maioria de
unidades repetidas de monossacarideos e nao dependentes
marcadamente da conformagao macromolecular). Tais estudos
demonstraram a importag%ia de determinados grupamentos
quimicos como os grupos imunodominantes definidos por
KABAT (1966) e de ligacgoes glicosfdicas.capazes de serem
responsaveis pela exposiggo destes grupamentos, embora
nao participando diretamente do determinante antigenico
em si = grupos apodeterminantes ( SIMMONS - 1971 ). Es-
tes estudos sobre a estrutura trouxeram contribuigoes im-
portantes para o entendimento dos mecanismos de biossintg
se de paredes bacterianas e possibilitaram a classifica =~
c3o soroldgica destas bactérias em fungao da especificida
de antigenica de grupamentos determinantes de sua estrutu
ra ( SIMMONS - 1971).

0 estudo de determinantes antigenicos de

proteinas, entretanto, ¢ algo mais complexo do que com



moléculas organicas simples como os haptenos ou antigenos
polissacarideos. A complexidade estrutural das proteinas
torna dificil o estudo destas moléculas por uma série de
motivos: inicialmente temos um numero elevado de determi -
nantes antigenicos espalhados pela molecula; em segundo’
lugar, embora o estudo com proteinas tenha sido exausti -
vo, & pequeno o numero de moleculas proteicas que tem a
sua estrutura bem definida. Dos estudos com proteinas de
sequencia ja definida, pode-se concluir da importancia da
manutengao das estruturas primaria., secundaria, tercia -
ria e quaternaria para a expressao de determinantes anti -
geénicos presentes nas moléculas nativas. Baseado nas in -
formagoes existentes sobre a estrutura primaria das pPro
teinas (por exemplo: ribonuclease; mioglobina, etc... ) .
pode-se admitir que grupos de amino-acidos nao aparecem co
mo sequencias repetidas em uma dada cadeia polipetidica .
Em consequencia, uma proteina possue diferentes determinag
tes antigenicos que nao se repetem na estrutura de sua mo-
lecula ( EISEN - 1974 ).Isto pode demonstrar a complexida-
de estrutural maior destes antiIgenos em relagao aos antige
nos polissacarideos.

Os estudos da estrutura de determinantes antige-
nicos de proteinas foram feitos, por longo tempo, pelo tra

tamento destas moléculas com substancias quimicas capazes

de produzir, entretanto, modificacoes complexas nas



moléeculas nativas, modificagoes essas que sao dificeis de
serem analisadas e limitam, de certa forma, os proprios re
sultados obtidos ( LAPRESLE e WEBB - 1964 ).

A introdugao de métodos de sintese de cadeias'
polipeptidicas trouxe informagoes a respeito da importan -
cia da sequencia de residuos de amino-acidos na antigenici
dade e imunogenicidade destes peptideos, como demonstrado’
nos trabalhos de SELA.%1969) e outros. Entretanto, os mée-
todos utilizados, como por exemplo, mistura de Ne-carboxi a
nidridos ( KATCHALSKI et al. - (1964), permitiam apenas a
obtencgao de produtos de sequencia casual de amino-acidos .
Embora a composicao destes polipeptideos fosse mais sim -
ples, de uma certa maneira era mais complexa do que a das
proteinas naturais, que podem frequentemente ser isoladas'
como populagoes homogéneas de moléculas . inteiras ( EISEN-
1973 ).

0 método de sintese em fase sGlida, desenvolvi
do por GUTTE e MERRIFIELD (1971), permitiu contornar - va
rios problemas existentes no estudo com polipeptideos sin-
teticos pelo aumento do rendimento da sintese de cadeias'
polipeptidicas e um maior controle na sequencia de entrada
de amino-acidos ao longo da cadeia polipeptidica sintéetica
Entretanto, este método requer um tempo muito grande ©para
a preparagao de polipeptidecos grandes sendo ainda um méto

do de alto custo operacional. Alem destas limitagoes, o u



so de solventes organicos usados nos processos de lavagem.
das cadeias polipeptidicas formadas mostraram-se capazes /
de interferir na propria imunogenicidade dos polipeptideos
assim obtidos. Embora muitas proteinas obtidas sintetica -
mente tenham mostrado atividade fisiologica compativel com
as respectivas proteinas naturais, a sintese de cadeias po
lipeptidicas fica limitada ao conhecimento adequado da es-
trutura de proteinas sintetisadas " in vivo ".

Isto faz com que a primeira etapa a ser vencida
no estudo d# imunogenicidade de uma determinada proteina /
seja a do isolamento e da caracterizacao da estrutura da
proteina nativa.

O desenvolvimento de diversos metodos de isola -
mento, purificagao e analise de pureza de proteinas tem
possibilitado a obtengao de um numero grande de proteinas
num alto grau de pureza.

O estudo de fragmentos destas moleculas, obtidos
pela hidrolise com enzimas proteoliticas, tem trazido uma
serie de informagoes sobre a estrutura e imunogenicidade /
de fragmentos de especificidade diferentes, que precipitam
independentemente com anticorpos distintos de uma popula -
¢ao heterogenea, obtida pela imunizacao de animais com as
moléculas nativas.Este modelo tem sido largamente utiliza-
do com a finalidade devge isolar determinantes antigenicos
de moleculas proteicas complexas como a albumina (LAPRESLE

e WEBB = 1964), 0 fibrinogenio ( NUSSENZWEIG, SELIGMANN e



GRABAR - 1961 ), a gama globulina humana (EDELMAN et.al.
1960) e outras.

LAPRESLE e WEBB (1960 e 1964) isolaram a par -
tir da soroalbumina humana (SAH), degradada pela catepsi -
na D de bagos de coelhos, um fragmento contendo um nimero
reduzido de determinantes antigénicos denominado fragmento
inibidor ( I-H ), de peso molecular 11.000. Este fragmen-
to mao precipitava ou precipitava pouco com soros anti SAH
mas era capaz de inibir éarcialmente a precipitagao especi
. fica do sistema SAH + anti-SAH. |

O uso da Catepsina D como enzima proteolitica e
importante do ponto de vista de que esta enzima & responsa
vel por 757 da atividade proteolitica do bago, como demons
trado por PRESS, PORTER e CEBRA (1960) e, pela sua alta °
concentracgao intracelular em calulas fagocitarias (POOLE |,
DINGLE e BARRET - 1972) (ROJAS - ESPINOSA et al. - 1973) .
Embora nenhuma demonstracao conclusiva tenha sido obtida,
as evidencias descritas acima faz-nos acreditar. que esta
enzima deva estar associada possivelmente E'degradaggo de
antigenos proteicos " in vivo ",

0 isolamento e caracterizacao de fragmentos, co=-
mo o fragmento I-H, quanto a seu conteudo de aminOfécidos
(LAPRESLE - 1964) possibilitaram a.determinagaécdé?éstrutg
ra quimica parcial deste peptideo (BELLON e LAPREStE’;197S)
fornecendo dados relevantes para a determinagab da sequen-
cia primaria e de modelos de conformagio para a molécula '

nativa de SAH (BEHRENS, SPIEKERMANN e BROWN - 1975).



A obtengao de varios fragmentos bem caracteriza
dos, sequenciados e de estrutura definida, de moléeculas
imunologicamente relacionadas & importante do ponto de
vista imunoquimico para a determinacao de parametros es
truturais responsaveis pela expressao dos determinantes
antigenicos e reacoes cruzadas.

Os estudos comparativos de pequenos fragmentos
isolados de moléculas proteicas como o fragmento I-H da
soro albumina humana e I - B da soro albumina bovina (RAE
GEL - 1970), ?em uma importancia muito grande gquando se
sabe que tais moleculas em suas formas nativas reagem cru
zadamente entre si e com a soro albumina equina em gran-
de extensao (RANGEL - 1965 e 1967).

A soro albumina equina (SAE) & uma proteina
globular de peso molecular 69.000, constante de sedimen-
tagao 4,3 S e de razao molar Ac / Ag, em extremo excesso '
de anticorpo, de 6, quando testada por precipitacao contra
soro de coelho anti-SAE (KABAT - 1964). Este valor da ra-
zao molar da combinagao Ac/Ag demonstra que a molécula na
tiva apresenta pelo menos 6 determinantes antigenicos es-
palhados pela sua estrutura.

O estudo da estrutura antigenica da’soro albumi
na equina revelou que a Catepsina D purificada, de origem
bovina, era capaz de degradar a molécula nativa de SAE pro
duzindo um minimo de 3 fragmentos imunologicamente ativos

( RANGEL - 1962 ).Dos estudos de reaggo cruzada com a so-



ro albumina bovina foi demonstrado que os determinantes co.
muns a SAE e SAB sao apenas semelhantes e nao identicos en
tre si, porquanto, os gﬁticorpos que se combinam com estes
determinantes sao mais avidos para o determinante homologo
do que para o heteroclogo.

Com a finalidade de contribuir para o estudo da
antigenicidade da soro albumina equina, foi feita, no pre
sente trabalho, uma analise do digesto da SAE obtido pela
agao proteolitica da catepsina D de bagos dé coelhos. Um
fragmento imunologicamente ativo deste digesto, portando °
um numero reduzido de determinantes antigenicos, foi isola
do e caracterizado imunologicamente quanto a sua capacida=-
de de reagir com soros de coelhos anti=SAE e cruzadamente

com soros anti-=SAH.



MATETZRTIATL E METODGO S

SORC EQUINO: Soro equino foi obtido de 4 animais normais ,

misturados e centrifugados a 4810 xg por 30 minutos antes

do uso.

SORC ALBUMINA EQUINA: A soro albumina equina 5 X cristali-

zaiz (SAE) foil obtida segundo o método de ADAIR e ROBINSON
(%20} . ApOs a 5a, recristalizagao, a fragao albuminica apre
sen.ava apenas um arco de precipitacao quando testada ate
vx. concentracao de 20mg/ml por imunoeletroforese contra

s« .o de coelho anti - soro equino total.

«..7ZPSINA D DE BACOS DE COELHOS: A catepsina D de bagos de
:c..hos ( cat. D) foi obtida e dosada segundo o método des
... .o por DAWOOD (1973). As preparacoes liofilizadas con -

tinnam 85 unidades de cat. D por mg de proteinas.

TRAGMENTO I - H: O fragmento inibidor (I - H) da soro al

bumina humana foi obtido segundo o metodo descrito por LA-

PRESLE e WEBB (1960).

DETERMINAGAO DE PROTEINAS: O teor de proteinas das diver -

sas fragoes foi determinado pelo reativo de Biureto, segun
do método de WEICHSELBAUM (1946) e absorcao a 220 e 280 nm

em espectrofotometro Carl Zeiss PMQ II.

ELETROFORESE EM ACETATO DE CELULOSE: As analises de pureza

das fragoes obtidas foram feitas por eletroforese em
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ztetato de celulose em aparelhos Boskamp, Gerartbau,KG, u-
tilizando-se tampao veronal sGdico pH 8,5 de forga ionica
0,05. Foi aplicada uma corrente de 2 mA/fita durante 45 mi

nutos apos o que as fitas foram tratadas segundo os proce-

dimentos descritos por KABAT e MAYER ( 1964 ).

ELZTROFORESE E IMUNOELETROFORES EM GEL DE AGAR: As anili -

ses em gel de agar foram feitas em placas de vidro conten-
do agar ( Bacto - Agar, Difco ) a 1% em tampao veronal pH
3,6 e de forga ionica 0,025. Nas cubas, foi utilizado o mes
mo tampao de forga ionica 0,050. As condigoes de eletrofo-
rese empregadas foram de 4V/cm por 90 minutos. Apos este
.empo as laminas foram tratadas segundo as recomendagoes /

-e¢ GRABAR e BURTIN ( 1964 ).

ATy

IMUNODIFUSAO: As condigoes de imunodifus3o em gel de agar

seguiram as recomendagoes descritas por OUCHTERLONY
( 1967 ).
SOROS DE COELHO ANTI - SAE: Tres coelhos normais foram i

munizados com uma fragao SAE 5 x cristalizada. Os soros /
obtidos destes animais, ao final da imunizagao, foram deno
minados de S1, S2 e S5.

Outros dois coelhos normais foram imunizados com
uma fracao SAE 2 X cristalizada. Esta fragcao apresentava
cerca de tres sistemas precipitantes alem do sitema SAE +

.antli = SAE. Os soros obtidos destes animals receberam a de
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nominacao S$3 e S4.

O esquema de imunizagao empregado, nos dois gru -
pos, foi o seguinte: 2 doses iniciais de 5mg do antigeno em
adjuvante completo de Freund foram feitas nos ganglios po -
pliteais das patas trazeiras dos animais com intervalos de
uma semana. Uma terceira dose,lnas“mesmas condigoes, foi
feita subcutaneamente no dorso uma semana apos a segunda do
se.

Uma semana apos a terceira dose, injecoes intrave
nosas foram feitas com lml de antigeno precipitado pelo alu
mem de potassio, em dias alternados durante 3 semanas. Uma
semana apbs a ultima dose, os animais foram sangrados e os
soros obtidos receberam a denominacao citada anteriormente,
sendo mantidos a -209C até o momento de serem utilizados.

SOROS DE COELHO ANTI - SAH:Coelhos normais foram inoculados

com soro albumina humana segundo o esquema descrito para a

soro albumina equina.

PRECIPITACAO QUANTITATIVA EM MEIO LTQUIDO:0 titulo de anti

corpos anti-SAE dos varios antisoros foram determinados por
precipitacgao quantitativa em meio liquido segundo o método
de HEIDELBERGER e KENDALL ( 1935 ).

As quantidades de proteinas precipitadas foram
determinadas'pelo reativo de Biureto.

Na zona de equivalencia, os titulos obtidos com

a fragao SAE 5 X cristalizada foram de 2,7mg/ml de anti-
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corpo precipitado para o soro S1; 6,8mg/ml para o soro S2;
3,6mg/ml para o soro S$3; 3,0 mg/ml para o soro S4 e 6,5mg/

ml para o soro 85,

DIGESTAO DA SOROALBUMINA EQUINA PELA CATEPSINA D: A uma so
lugao contendo 2,0g de SAE diluida em 100ml de sol.de NaCl
0,15 M, foi adicionado 500U de Catepsina D. A mistura foi
acidificada a pH 3,5 e incubada a 459C por 5 horas. Apos
este tempo, a mistura foi neutralizada a pH 7,0 com NaOH
0,1 N e congelada a -209C até o momento de ser utilizada.

CROMATOGRAFIA EM DEAE-CELULOSE:DEAE- celulose (Bio-Rad .

Laboratories, Griffin, Richmond,Calif. » USA) foi prepara
da segundo as recomendacoes de SOBER e PETERSON (1958).
Os tampoes foram preparados segundo as recomen

dagoes de GOMORI ( 1965 ).

REACOES DE HEMAGLUTINACAO PASSIVA:Nas provas de hemagluti
nagao passiva, as hemacias de carneiro taninizadas foram
preparadas segundo as recomendagoes de BOYDEN (1951) e
sensibilizadas com 100ug de proteinas para cada ml da sus
pensao de hemacias a 2,5% segundo as recomendagoes i de
BORDUAS e GRABAR (1953). As leituras foram feitas 2 e 12

horas apos a incubacao da mistura.

INIBICAO DA HEMAGLUTINAGAO PASSIVA: As diversas diluigoes

dos antisoros foram incubadas com volumes iguais do anti-
geno, nas concentragoes de 10, 20, 40, 80, 100, 160 e

200ug /ml, a 379C por 1 hora. Apos este tempo 0,1 ml da
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mistura de cada diluigao foi testada com 25ul de suspen
sao de hemacias sensibilizadas com o antigeno.

GEL FILTRACAO EM SEPHADEX:As condigoes de gel filtragao

em Sephadex (Pharmacia, Uppsala, Sweden) seguiram as re
comendacoes de FLODIN (1962).

IMUNOELETROFORESE CRUZADA: A separagao eletroforetica '

na primeira dimensao foi feita aplicando-se 5ul do di -
gestoa 8mg/ml num pogo de 2,5 mm de diametro em placas
de vidro (11 X 9 cm) contendo agarose a 1% em tampao ve
ronal 0,05M pH 8,6. O mesmo tampao foi utilizado nas
cubas. Foi aplicado uma corfente de 6,5 V/cm por 75 mi-
nutos. Apos este tempo uma faixa de agarose foi cortada
e aplicada em seu lugar 4 ml de uma solugao de antisoro
a 10%Z em agarose. Apos a solidificagao foi aplicada uma
corrente de 4 V/cm por 14 horas. As laminas foram trata
das a seguir segundo os procedimentos descritos por

CLARKE (1971).
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RESULTADOS

1 - ANALISE IMUNOQUIMICA DA SAE DEGRADADA:

Com a finalidade de se determinar as condigoes
de digestao da SAE pela catepsina D, 400mg de SAE dissol-
vidas em 20ml de sol. de NaCl 0,15 M foram incubadas com
100 U.de catepsina D a 459C e pH 3,5. Aliquotas de 5 ml
foram retiradas em diferentes intervalos de tempo de incu

bacao da mistura. As amostras foram neutralizadas a pH7,0

com NaOH 0,1 N e congeladas a =-209C ate o momento de se
rem utilizadas. Como controle, amostras de SAE na  mesma-
concentracgao (20 mg/ml)’foram incubadas em pH7,0 e 3,5

durante 24 horas.

A analise das diversas amostras por eletrofore
se em gel de agar mostrou que as fragses controles ( SAE
pH 7,0 e 3,5 ) apresentavam uma banda homogenea de protei
nas de migracao andcdica ( Fig. 1 ).

As fragoes incubadas com a Cat. D mostraram um
desdobramento desta banda, uma diminuicao da sua intensi-
dade com o aumento do tempo de proteolise e também o apa-
recimento de uma banda de migracao diferente da moleacula
nativa que aumentava de intensidade com o aumento do tem~

po de incubacao.

No tempo de 5 horas,os produtos de degradacao
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mostravam-se mais homogeneos pois o componente de migracao
diferente da moléecula nativa apresentava-se mais intenso
enquanto que o componente de migragao anddica demonstrava
um menor grau de protedlise éo que a mesma banda no digesto
de 24 horas.

A intensidade da agcao enzimatica neste digesto |,
foi avaliada incubando-se a 459(C por 15 minutos, volumes i-
guais do digesto de 5 horas e acido tricloroacético a 5 g
( TCA 5% ). Nestas condigoes, 50% do material foi precipita
do pelo TCA e aproximadamente 50% de proteinas do digesto i

nicial pode ser determinada no sobrenadante pelo reativo de

Biureto.

A analise das amostras dos varios digestos por
imunodifusao &emonstrou que, com o decorrer do tempo de pro
tedlise, os digestos obtidos foram sempre sistemas precipi-
tantes menos complexos que a molécula nativa (SAE pH 3,5 e
7,0) e que mais de um sistema precipitante aparece apés a
acao proteolitica ( figura 2 ).

A analise por imunoeletroforese do digesto de 5
horas mostrou que a molecula de SAE & cindida pela cat. D
nestas condicgoes, fornecendo Pelo menos 3 sistemas preci-
pitantes de mobilidades eletroforéticas distintas (figura 3.
Um destes sistemas apresentou maior mobilidade anodica(arco
a). 0 outro, mobilidade também anddica sendo, entretanto |,

mals lenta que o anterior (arco b) e um terceiro siste -
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Fig. 1. Analise por eletroforese em gel de agar dos digestos de SAE com a catep
sina D e dos controles., E. = SAE incubada por 24 horas a pH 7,0; _E_3 ~ SAE inC_l:I_
bada a pH 3,5; D, representa o digfsto de 1 hora; D, o de 2 horas; D5 o de 5 ho-
ras e D,, o de 24 horas de incubagao. Todas as fragoes foram analisadas numa con
centragao de 20mg/ml de proteinas.

Fig. 2. Analise por imunodifusao dos digestos de SAE e dos controles contra so-
ro de coelho anti-SAE. Os digestos sao Lepresentados pela letra D seguida do in-
dice correspondente ao tempo de incubagao da mistura em horas. OS controles sao
representados pela letra E e o valor de pH correspondentes. Nos pogos - centrais
foram aplicados o anti-soro (S2). As varias amostras foram testadas numa concen-
tragao de 1 mg/ml.
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ma precipitante de mobilidade diferente a da molécula nati
va. (arco c¢c). Os dois primeiros (arcos a e b) apresenta -
ram uma reagao de identidade parcial entre si. Entretanto,
o terceiro sistema (arco c) apresentou uma reacao de nao
identidade em relagao a estes dois sistemas. Por imunoele-
trdforese cruzada contra o mesmo antisoro,ficou demonstra-
do a presenga de pelo menos 2 sistemas precipitantes dife-
rentes neste digesto de 5 horas. O resultado obtido & mos-

trado mna Figura 4.

Com a escolha do tempo de incubagao da mistura
de 5 horas, novas partidas de 2,0 gramas de SAE foram de -
gradadas nas condigoes descritas anteriormente. Apos )
tempo de digestao, o pH da mistura foi ajustado a 4,7 com
NaOH 0,1N. Nestas condicoes, uma fraggo do digesto tormou-
se insolivel no meio e foi separada por centrifugacao a
4810 X g por 30 minutos. O sedimento foi ressuspenso em
20 ml de sol. de NaCl 0,15 M e solubilizado pelo ajuste do
pH 7,0. Esta fragao (F1) representava 12% de proteinas do
digesto (0,24 gramas).

A fracao sobrenadante, representando 887% do con-
teudo de proteinas do digesto, foi neutraliéada a pH7,0 .e
recebeu a denominacgao Fragao F2,

A analise eletroforética em gel de agar,Amostrg
da na Figura 5, demonstrou a manutengao da banda de migra-
cao diferente da SAE na fracao F2 e a ausencia desta mesma

banda na Fragao Fl.
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Fig. 3. Analise por imunoeletroforese do digesto de 5 horas (20mg/ml

((ie grste{nas). O antisoro utilizado foi o soro de coelho > anti-SAE
S . )

é%

Fig. 4. Imunoeletroforese cruzada do digesto de 5 horas contra soro

imti-SAi ( 82 ). 0 ponto de aplicagdo da amostra & representado pela
etra A. |



Fig. 5 : Eletroforese em gel de agar dos controles SAE a pH
(E7) e SAE a pH 3,5 (E3 5) e das fracoes F2 e Fl. Todas as
continham 20mg de protéinas por ml. ,

19
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2 - ISOLAMENTO DO FRAGMENTO IMUNOLOGICAMENTE ATIVO

Com a finalidade de se isolar fragmentos imunolé
gicamente ativos da fragao F2, uma 'solugao da Fragao F2
‘contendo 1,76 g de proteinas e diluida em 130 ml de solu -
cao de NaCl 0,15 M foi ajustada a pH 8,4 com solugao de
KZHPO4 0,05 M. Este material foi dialisado por 12 horas '
contra uma solugao de KZHPO4 pH 8,4 0,005 M. Apos a dialise
o material foili cromatografado a 49C em coluna de DEAE - celu
lose ( 4,5 X 32 cm ) equilibrada com esta mésmé solucao.Com
um fluxo constante de 250ml/hora, foram coletadas amostras
de " Oml do material eluido. Inicialmente foi eluida uma fra
cao (F2-1) contida nos volumes de 520 a 610 ml; em seguida,
foi eluida uma segunda fragdo contida nos volumes de 640 a
780m1 (Fragao F2-2) e, posteriormente uma terceira Fragao
denominada Fragao F2-3 contida nos volumes de 1500 a 1800ml.

Apos a eluigao das trés fragoes, uma solugio de
NaCl 0,5 M + KH,PO, 0,5M foi ligada a coluna, tendo sido e-
luida nestas condigoes uma quarta frag3o denominada Fragao
F2-4 contida nos volumes de 2.100 a 2.600 ml.

O diagrama de eluicao mostrado na Figura 6, re-
presenta as leituras das fragoes coletadas do material elui
do a 220 e 280 nm. As curvas representativas dos dois com -
primentos de onda mostram picos correspondentes revelando a

presenga de residuos de tirosina ou de triptofano nas diver

sas fracoes obtidas.
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Fig. 6. Diagrama de cromatografia da fracao F2 em DEAE-celulose. As

leiturag foram feitas a 280 nm (= = = = = = =)e 220nm (- « « o o &)

A solugao inicigl utilizada para a eluicao foi K HPO4 0,005 M pH

8,4. Uma solugao de NaCl 0,5 M + KH, PO, 0,5 M foi ligada a colu-
pt L 5= 274

na apos a eluicao de 1600 ml.
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As fragoes assim obtidas foram dialisadas por 4
horas contra agua destilada e liofilizadas. 0 teor de prote
inas de cada uma das fracoes obtidas ( em seis cromatogra -

fia efetuadas nas mesmas condigoes ) & mostrado na Tabela I

A analise eletroforetica em gel de agar das fra-
goes obtidas da cromatografia em DEAE-celulose &€ . mostrada
na Figura 7. A fragao F2-1 mostrou ser constituida exclusi-
vamente do componente de migracao diferente da molécula na-
tiva de SAE. Esta fragao de uma maneira geral & de dificil
precipitacao pelo TCA e pelo acido acético. apds a separa -
cao eletroforética, de uma maneira tal que pode ser observa
da apds a coloracao uma certa difusao do material. A fracgao
F2-2, eluida imediatamente apos a anterior, apreéentava .
alem de um componente de migracao semelhante a da '~ fragao
F2-1, um outro sistema representado por uma banda de migra-
cao anddica. A fragao F2-3 era constituida de uma banda de
migragao minima, mantendo-se aparentemente em torno do pon-

to de aplicacgao.

Por imunodifusao em gel de agar, as diversas fra-
gSes se comportaram segundo os resultados mostrados na Figg
ra 8. Na concentracao usada (1mg/m1 ), o digesto bruto apre
sentou pelo menos dois sistemas precipitantes, representa -

"dos por dois arcos de precipitagao. Um proximo ao pogco cen-
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tral, contendo o anti-soro, e o outro proximo ao pogo do an
tigeno. Nestas condigcoes nao foi demonstrada a presencga de
sistema precipitahte na interagao fragao F2-1 e anti-SAE. A
fragao F2-2 apresentava um sistema precipitante de identida
de total com um dos sistemas precipitantes do digesto bru -
to. A fragao F2-3 apresentava uma reacao de identidade par-
cial com este mesmo sistema. A fragao F2-4‘apreséntava uma
reagao de identidade parcial com um dos sistemas do digesto
bruto e com a fragao F2—5 e de identidade total com o outro

arco de precipitacao do digesto bruto.

Por imunoeletroforese em gel de agar, a fragao
F2-1 mostrou-se incapaz de revelar sistema precipitante vi-
sivel com os soros anti-SAE utilizados (soros si, s2, s3
S4 e S5).

0 isolamento da fragao F2-1, com mobilidade ele
trofvretica diferente da molécula nativa, sem entretanto , '
ser capaz de formar sistema precipitante visivel por imuno-
difusao ou imunceletroforese, levou-nos a utilizar outra '
técnica. com o intuito de demonstrar a manutengao da ativi-
dade imunoldgica deste fragmento da molécula de SAE. A tec-
nica escolhida para esta finalidade foi a tecnica de hema -
glutinagao passiva em que 100 ug da fragao F2-1 foram utili
zadas para sensibilizar hemacias de carneiro tratadas com

acido tanico.
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Tabela I. Teor de proteinas das fragoes obtidas por

cromatografia em DEAE-celulose da fragao F2.

Amostra mg de proteinas % Rendimento
T:‘"VVJ{/

Digesto bruto 2.000 ' -
Fragao F2 1.760 88,0
Fracao F2-1 98 5,5
Fracao F2-2 42 2,4
Fracao F2-3 62 3,5
Fracao F2-4 1.300 73,0

Total - 84,4
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*Fig. 7. Analise por eletrof orese em gel de agar das fragoes do diges
to de 5 horas isoladas por cromatografla em DEAE-celulose. Todas as
fragoes continham 20mg de proteinas por ml,

.Fig. 8. Analise por imunodifusdo das fragoes isoladas do digesto de
5 horas. No pogo central fo:. aplicado o soro de coelho :anti-SAE (S2 )
e a concentragao de proteinas das diversas fragoes foi de lmg/ml.
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0s titulos aglutinantes, obtidos com os varios

soros anti-SAE e hemacias de carneiro sensibilizadas com

SAE ou com a fragao F2-1, sao mostrados na Tabela II onde

pode—-se observar que os titulos aglutinantes obtidos com

o sistema SAE + anti-SAE sao proporcionais aos titulos ob-

tidos por precipitacao em meio 1liquido e que os titulos ob

tidos com a fragao F2-1 foram sempre menofes que os obti -
dos com a molecula nativa.

O0s titulos agiutinantes representam a recipro-
ca da maior diluicao dos anti-soros capaz de aglutinar as
hemacias sensibilizadas com os antigenos. Como controles '
foram incluidas hemacias sensibilizadas com os diversos an
tigenos e sol, de NaCl 0,15 M e hemacias taninizadas e nao
sensibilizadas e as diluicoes dos antisoros corresponden -
tes.

Com a finalidade de se demonstrar se o fragmen
to isolado ainda retinha a capacidade de reagir cruzadamen
te com antisoros heterologos, determinou-se o titulo aglu-
tinante de soros de coelhos anti~-SAH com hemacias sensibi-
lizadas com a fragao F2-1. Os resultados obtidos s3ao mos =
trados na Tabela II. Comparativamente, foi determinado o
titulo aglutinante dos soros anti-SAE e anti-SAH com hema-
cias sensibilizadas com o fragmento I-H da soro albumina '
humana. Dos resultados apresentados na Tabela II,pode-se '
observar que o fragmento I-H de uma maneira gerél mostrou-

se capaz de reagir com os soros homologos e heterologos em
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maior intensidade que o fragmento F2-1.

Uma estimativa do peso molecular da fragao F2-1
foi realizada por gel filtracao em Sephadex G-50 comparan-
do-se o diagrama de eluicgao desta fragéé com o fragmento I-H
da soro albumina humana.

Em colunas de 1,25 X 98 ecm (115,6 ml) ; contendo
Sephadex G-50, foram aplicados inicialmente 3 ml de uma so-
lugao a 0,57 de azul dextran em NaCl 0,15 M + NaCl 1M(v/v)
Apos a aplicagao, uma solugao de NaCl 0,15 M foi ligada a
coluna e o material eluido foi coletado em aliquotas de
4ml, num fluxo constante de 34 ml/hora.

As leituras do material eluido foram feitas em
espectrofotometro a 280nm e em condutivimetro.

Os dados obtidos sao apresentados na Figufa 9.
Nestas condigoes,a fragao de azul dextran foi eluida nos
volumes de 46 a 56 ml, enquanto que o volume de mais alto
valor de condutividade correspondia ao de 120ml.

Apos a calibragdo da coluna, 4 ml da fracao I-H
a 5 mg/ml (20mg) foram aplicados a mesma coluna. Nas mes -
mas condigoes, descritas anteriormente,a fragao I-H foi elu
ida entre 60 e 85 ml (absorgao maxima: volume de 72ml) e o
diagrama de eluigao a 220 nm & mostrado na Figura 9. Nas
mesmas condigoes, 20mg da fracao F2-1 foi aplicada 3 colu-
na de Sephadex e eluida com solugao de NaCl 0,15 M. As lei

. : - ~
turas correspondentes aos volumes eluidos sao mostradas na
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Tabela II: Determlnagao por hemaglutlnagao passiva dos titulos de anti-

corpos dos diversos soros anti-SAE e anti-SAH testados frente a hema
cias de carneiro sensibilizadas com SAE, SAH,F2~1 ou I-H.

Titulo dos soros frente a hemacias sensibilizadas

Soros com os antigenos:
SAE SAH F2-1 I-H
Soros
anti—SAE
S1 6,400 200 200 16
S2 35.600 1.600 1.600 128
sS3 12,800 ' 800 <1 32
S4 12,800 400 400 - 20
S5 32.000 1.600 1.024 64
Soros
anti—=SAH
RI 100 400 2 . 64
RIT 860 8.000 2. 1.024
RITIT 800 3.200 4 256
RIV 1.600 3.200 16 512
RV 1.600 8.000 16 1.024
RVI 9.000 32.000 <1 4,096 J
RO 100 800 <1 64
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Fig. 9. Filtracao em gel de Sephadex G-50 do fragmento I-H e da fracao F2-1.
As leituras em 280 nm correspondem a fragao_de azul dextran (- - - - - ). As
leituras da condutancia representam a eluigao da solucao de NaCl 1M(~e-e-e),
As fragoes proteicas eluidas foram lidas a 220 nm e as curvas corresponden =

tes ao fragmento I-H (cccceces)
-
contra os volumes eluidos.

e a fragao F2-1 (—.—.—.—.) foram plotadas '
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Figura 9. Nestas condigSes, uma fragEo de proteinas foi e-
luida nos volumes de 90 a 116 ml (volume de maxima absor -
gao: 104 ml).

Esta fracao, mesmo a baixa concentracgao, foi
capaz de inibir totalmente a hemaglutinagao do sistema Fra-
¢ao F2-1 + anti-SAE.

Quando 4 ug desta‘fraggo foram incubados com
0,1ml do anti-soro a 379C por uma hora e adicionados, apos
este tempo, 25 ul de hemacias sensibilizadas com a Fragao
F2-1, isolada em DEAE celulose, a inibigao da reagao de he
maglutinagao foi maxima. Os resultados obtidos sao mostra -

dos na tabela III.
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Tabela III: Inibicao da aglutinacao do sistema anti-SAE

fragao F2-1 pela fragao F2-1 obtida em Sephadex G-50.

1

X

Concentracao Diluigcao do soro anti-SAE (S2)
de | |
F2-1
ug Prot./ml 16 32 64 128 256 512 1024 2048
0 + o+ + + + + + -
10 S+ + + + + - -
20 + o+ - - - - -
40 - - - - - - - -
80 - = - - - - - -
100 - - - - - - - -
120 - - - - - - - -
160 - - - - - - - -

200
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DI SCUSSADO

Os resultados apresentados demonstram que a
fracao SAE, pura do ponto de vista eletroforetico e imunoe
letroforéticoyé cindida em seu motivo antigénico,pela ca -
tepsina D de bagos de coelhos, em pelo menos 3 componentes
de mobilidade eletroforetica e imunoeletroforética distin-

tos.

No tempo de 5 horas de incubagao da mistura o
digesto obtido apresentava uma maior homogeneidade que os
obtidos em tempos menores e mais longos de incubagao. Nes~—
tas condigoes, 507 do produto obtido era nao precipitavel

pelo acido acético a 5%

A analise imunoeletroforética (Fig. 4). reve -
lou a presenga de 3 produtos distintos do ponto de vista e
letroforético e imunoldgico. Trés arcos de precipitagao '
(a, b, c) podem ser demonstrados, sendo que dois destes
componentes (arcos a e b) apresentam reacao de identidade

parcial entre si enquanto que o terceiro componente (ar -

co a) apresenta uma marcada reac¢ao de nao identidade com
0s componentes a e b. Este achado foi confirmado por imu -

noeletroforese cruzada contra o mesmo anti-soro. (Fig. 9).
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Embora a agao proteolitica da cat. D sobre a
soroalbumina equina possa ser comparada com os resultados
da proteolise da soro albumina humana (LAPRESLE e DURIEUX~
1958) e da soro albumina bovina (ARAGJO - 1975) no ﬁue diz
respeito ao isolamento de pequenos fragmentos de mobilida-
de eletroforetica diferente da molecula nativa, baixo peso
molecular e numero reduzido de determinantes antigenicos |,
difere fundamentalmente na possibilidade de se’ob;er‘, no
produto da agao proteolitica da SAE,um componente de nao i

dentidade com os demais.

Os estudos do digesto de SAH efetuados por LA-
PRESLE e DURIEUX (1958) mostraram que o produto obtido era
capaz de reagir com soros anti albumina humana nativa for-
necendo por imunoeletroforese sistemas de precipitagid que
apresentavam identidade total e parcial entre si, Com os
digestos de SAB, ARAUJO (1975) nEq"encontrou evidencias da
existencia de determinantes antigenicos internos expostos'

apos a agao proteolitica da cat. D.

A possibilidade de se obter um componente de
nao identidade no digesto da soro albumina equina tem uma
importancia fundamental para os estudos posteriores de
cinetica da proteolise " in vivo " de antigenos proteicos,
ja que se torna imperativo o uso de antigeno que sofram

proteolise com caracteristicas particulares como ocorre '



34

com a SAE.

Apos o tempo padronizado de incubagao da mistu
ra, um ajuste do pH a 4,7 possibilitou a separacao de uma
fragao insolivel neste pH que representava 127 do conteudo
total de proteinas do digesto. Esta fragao ( Fragao F1 )
representava parte do digesto constituido provavelmente de
albumina parcialmente degradada (Figura 5). A mobilidade e
letroforéetica desta fraggg é identica a do componente de

migragao andodica do digesto bruto (Figura 5).

A fragao sollvel neste pH (Fragao F2) foi neu-
tralizada e demonstrado, por eletroforese, ser composta de
uma  certa quantidade do componente de migraggé anadica e
da fragao de migragao diferente a da albumina nativa (Figu
ra 5).

Com a finalidade de se isolar esta banda de
ponto isoelétrico diferente da molécula nativa de SAE, fo-
ram obtidas por cromatografia em DEAE-celulose, nas condi -
goes descritas anteriormente, quatro fragoes de mobilidade
eletroforeticas distintas (Figura 7). A primeira fracao é-
presentava uma mobilidade eletroforética semelhante a do
componente de migrég%o diferente da molecula nativa (Fra -
gao F2-1). A segunda fragao, embora eluida imediatamente a
pos a primeira, apresentava um contaminante de migragao ané

+dica (Fragao F2-2). A terceira fragao (Fragao F2-3)  era
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representada por um componente de migracao minima, ficando
quase que totalmente depositada em torno do ponto de apli-

cagao.

Analisando-se as diversas fragoes por imunodi-
fusao (Figura 8) contra soro anti=-SAE, ficou demonstrado’
que a fragao F2-1 nao precipita com os soros anti-SAE tes~
tados.

As demais fragoes mostraram-se capazes de pre-
cipitar em gel de agar contra os varios anti;soros com pa-
droes de precipitagao distintos descritos nos resultados.

Quando iestada por imunoeletroforese, a fracao
F2-1 foi incapaz de revelar sistema precipitanté distinto
mesmo quando testada a uma concentracao de 20mg/ml e con -
tra todos os anti-soros (S1 a §5), sugerindo ser constitui
da de um nimero reduzido de determinantes antigenicos.

O isolamento da fragido F2-1,purificada do pon-
to de vista eletroforético e imunoeletroforatico sem entre
tanto ser capaz de formar sistema precipitante visivel,tog
nou obrigatorio o uso de um metodo capaz de revelar se a a
tividade imunologica degfe fragmento persistia.

Pela técnica de hemaglutinagao passiva, ficou
demonstrada a capacidade desﬁe fragmento se combinar com
soros anti-SAE formecendo entretanto titulos bem menores'

do que os obtidos com a molécula nativa, o que demonstra '
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que apenas uma parte dos anticorpos anti-albumina se combi-—
nam com a fragao isolada e que a quantidade de anticorpos '
que reagem com a fragao F2-1 variam de um soro a outro. Os
baixos titulos dos soros anti-SAH dificultaram,entretanto,H
ma afirmagao categdrica no que diz respeito a capacidade<¥§

te fragmento reagir cruzadamente com soros anti-SAH.

Uma cromatografia em Sephadex G-50 daste fragmen
to demonstrou a homogeneid;de deste material e a diferenca
de peso molecular entre este fragmento e o fragmento da so-
ro albumina humana denominado de I-H.

Este achado possibilitou a comprovagao de que a
dificuldade em se precipitar este fragmento pelo acido ace-
tico ou pelo TCA a 5Z%,nos experimentos de eletroforese em a
cetato de celulose e gel de agar, ocorre, provavelmente,:em
virtude do baixo peso molecular deste fragmento. Isto difi-
cultou em varios aspectos a quantificacao das amostras apos
0s tratamentos efetuados nas diversas etapas de purificA -

gao.

Os testes de inibicao da hemaglutinacao das duas
fragSes obtidas por Sephadex demonstram a capacidade da 2a.
fragao em inibir totalmente a reagao de hemaglutinacao do
sistema Fragao F2-1,sensibilizada a hemacias dévcarneiro e

soro anti=-SAE quando incubada com diluigoes do antisoro na

quantidade de 4 ug/0,1 ml de cada diluigao.
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O isolamento desta fragao purificada demonstra
a semelhanga de proteolise da Catepsina D sobre a SAE e a
SAH. Este fragmento (Fragao F2-1), embora de peso molecu -
lar bem menor que 11.000, @ capaz de se comportar imunologi
camente de maneira semelhante ao fragmento I-H da soro al-
bumina humana. Os resultados obtidos neste trabalho ini-
cial de isolamento, purificagao e caracterizagao da Fra -
ggo F2-1  estimulam-nos no sentido de se caracterizar me-
lhor esée fragmento. Isto podera ser feito pelo emprego de
outras tecnicas de quantificagao da interacao antigeno-an-
ticorpo do sistema: Fragao F2-1 + anticorpos anti-SAE, pe-
la ligagao covalente do antigeno a um suporte insoluvel ou
pela utilizacao de técnicas radioquimicas de marcacao do
antigeno.

Outro dado importante a ser determinado & o pe
so molecular deste fragmento por ultracentrifugagzo. A es
timativa feita por gel filtracao nos . forneceu uma idaia'
deste peso molecular em relagao ao do fragmento I-H da so
roalbumina humana, entretanto tal diferenca na velocidade
de filtracao no gel pode ser devida a diferengas:em:termos
de estrutura conformacional entre estas dﬁas moleculas.,

Neste particular, estudos subseqﬁentes devem
ser realizados no sentido de se determinar se a conforma -
cao do peptideo isolado & a mesma ou em que aspectos dife-
re da estrutura molecular deste mesmo peptideo na molécula

nativa.
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A determinagao dos residuos N-terminal e Carbo
xi-terminal bem como a analise e sequenciamento dos amino-

acidos que compoe o fragmento sao dados relevantes a serem

determinados subsequentemente.,

A determinacao adequada destes parametros qui-
micos, fisico-quimicos e imunoldgicos possibilitarao novos
estudos comparativos com os fragmentos i—H e I-B e princi-
palmenté com o fragmento Fi da soroalbumina humana no sen-
tido de se investigar as bases estruturais da antigenici -
dade destes fragmentos e das reacgoes cruzadas entre molécg

las proteicas imunologicamente relacionadas.
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RESUMO E CONCLUSGD ES

A soro albumina equina ( SAE ), submetida 3 a

g¢ao proteolitica da Catepsina D de bagos de coelhos, foi
e ! ' s N o N 3 - . ¢ e X ! y ! ! ! - L

cindida, em seu motivo antigenico, em pelo menos tres siste

: - . . : , ! IR P [ i
mas precipitantes eletroforeticamente distintos.

Neste digesto, pode-se demonstrar a existen-

' . 9 o te [ P . c c ' e o' ' - 3 | °

cia de dois sistemas que, do ponto de vista imunologico di
. i ' § ' t P ! 1 ] . . - .

ferem marcadamente quanto a seus determinantes antigeni -

COS.

Por cromatografia em DEAE-celulose, pode-se i
solar um fragmento de peso molecular estimado comoc sendo
menor que 11.000 daltons e incapaz de formar sistema pre-
cipitante visivel com soros anti-SAE, mas, capaz de rea =-
gir com estes antisoros. como demonstrado por técnicas de

hemaglutinagao passiva e de inibigao da hemaglutinagao.

Os dados apresentados permitem afirmar que
este fragmento apresenta em sua estrutura um numero redu-

zido de determinantes antigenicos.

- Uma demonstragao clara da capacidade deste

fragmento em reagir cruzadamente com soros anti-SAH nao
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pode ser feita em fungao, principalmente, dos baixos titu-

los aglutinantes dos soros utilizados.

Os resultados apresentados sao estimulantes no
sentido de se caracterizar melhor este fragmento para os
estudos futuros sobre as. bases quimiéas envolvidas na imu-
nogenicidade deste fragmento e da molécula nativa de SAE e,
no estudo das reagoes cruzadas desta proteina com outras

imunologicamente relacionadas.
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