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RESUMO

A endo-oligopeptidase-A de membranas do cerebro humano 

foi purificada próximo a homogeneidade, apresentando os seguintes 

passos de purificação:

a) homogeneização com agua na proporção de 1:4 (P.U);

b) centrifugação a 25.000 G,durante 60 minutos;

c) cromatografia em DEAE-celulose ; e

d) eletroforese preparativa em gel de poliacri1amida.

Após a purificaçao,a enzima foi submetida a eletroforese 

em placa sem S.D.S.,resultando no aparecimento de uma banda de 

proteína ,com um leve contaminante

A enzima purificada apresentou as seguintes 

propriedades:

- pH ótimo próximo da neutralidade;

- ponto isoelétrico de 5,36;

- peso molecular de 70.000 Dalton ;

- inibição pelos cátions Cu++,Zn++,Ni++,Co++,Ca++ e 

Fe++,inibição pelo PMAC e PMSF;

- nao foi inibido pelo EDTA e ortofenantrolina ;

- houve uma reativaçao com B-mercaptoetanol.

A endo-oligopeptidase-A de membranas liberou MET e LEU- 

encefalinas dos peptídeos opióides, tais como Dinorfina 1-8 ;MET- 

ence.-ARG-GLI-LEU-LIS; Octopeptídeo ; BAM 12 ;B-neo-endorfina; Alfa- 

neo-endorfina e B-dinorfina. No entanto nao liberou encefalinas de



peptídeos opióides com número de amino-ácido < = 7 ou > = 17



SUMMARY

From the membranes of human brain,the endo-

ol igopept idase - A was purified close to homogeneity, introducing 

the following steps of purification.

a) homogeneization with water in the proportion of 1:4 

(W/V) ■,

b) centrifugation at 25,000 G.,during 60 min;

c) cromatography in DEAE-cel1ulose; and

d) preparative electrophoresis in poliacri1amide gel.

After purification, the enzyme was submitted to plate 

electrophoresis without S.D.S., resulting in the appearance of a 

band of protein,with a light contaminant.

The purified enzyme showed the following properties:

PH near to neutrality;

isoelectric point of 5.36;

molecular weight of 70,000 daltons;

inihibited by cátions Cu++, Zn++, Ni++, Co++,Ca++ and

Fe++;

inihibited by PMAC and PMSF;

not inihibited by EDTA and orthophenanthralene;

has a reactivation with B - mercaptoethanol.

The membranous endo-oligopeptidade - A released MET and

LEU-enkephalins from the opioid peptides, such as: Dinorphin 1-8;

MET-enkepha1in-ARG-GLI-LEU-LIS; Octapeptide, BAM 12; B-Neo- 

endorphin and B-Dinorphin. However, it did not liberate enkephalins 



with amino acid number of <=7 or >=17 from the opioid peptides.



INTRODUÇÃO



1. - INTRODUÇfiO.

PEPTÍDEOS OPIOIDES.

fato de que alcalóides, semelhantes à morfina

produziam no ser humano analgesia, sonolência, alteração do humor e

obnub i1 ação, criou a hipótese da existência de receptores opióides

Com o avanço da tecnologia radioisótopa e com o uso de

antagonistas e agonistas opióides, foi possível a determinação de

estruturas específicas, no S.N.C. as quais tinham afinidade com

agonistas e antagonistas opióides (PERT e SNYDER - 1973; SIMON e

1973; TERENIUS - 1973). Tais estruturas foram designadas de

receptores opióides.

Após a identificação dos receptores opióides,1evantou-se

a idéia de que,no organismo,havia uma substância endógena que

tinha alta afinidade com os receptores opióides,e que produziam

efeitos semelhantes ao da morfina.

Em 1975, HUGHES e cols. isolaram ,no homogenat o do

cérebro do porco,uma estrutura,biologicamente ativa, capaz de se

ligar a receptores opióides. A substância endógena isolada era uma

1 . 1

O

no S . N . C .

col s .

mist ura de pentapeptídeos com seqüência de amino-ácidos de TIR-

GLI-GLI-PHE-MET e TIR-GLI-GLI-PHE-LEU, as quais foram denominadas 

de MET-encefalina e LEU-encefalina.

Em 1976, foi demonstrado que os efeitos inibitórios das

poderiam ser completamente revert idos pela

naloxone antagonista da morfina (GENT & WOLSTENCRAFT - 1976).

1



Um outro peptídeo de trinta e um amino-ácidos foi 

isolado da hipófise do camelo (LI e CHUNG - 1976), e designado de 

B-endorfina, o qual estava contido na sequência terminal da B- 

lipotropina Com a verificação da correlação entre a B-endorfina e 

a B-1ipotropina (B-LPH), houve um maior interesse na descoberta de 

novos peptídeos a nível de S.N.C.

A partir do fato de que a B-lipotropina continha a

seqílência de amino-ácidos da B-endorfina surgiu a idéia de que

possive 1 mente tanto a B-lipotropina como a B-endorfina originavam-

se de uma macromolécula comum. No entanto, em 1977, MAINS e cols.

demonstraram que a B-lipotropina derivava de uma macromolécul a

I

denominada de pró-opiomelanocortina (POMC).

1.2 - famílias dos peptídeos opioides.

macromoléculas, precursoras dos

peptídeos opióides endógenos, foi realizada graças a tecnologia do

DNA recombinante, que permitiu a primá-

rias das três famílias dos peptídeos opióides existentes, a saber:

1.2.1 identificada por 
1979,

PRO-OPIOMELANOCORTINA
e cols.,em 1977, e NAKANISHI, em

ROBERTS

1.2.2 PRO-DINORFINA 
por KARIDANI e

ou PRO-ENCEFALINA 
cols- 1982

B -identificada

1.2.3 PRO-ENCEFALINA 
por NODA e cols . -

ou PRO-ENCEFALINA 
1982,

A -identificada 
e COM e cols.,em 1982.

1.2.1 - FAMÍLIA PRO-OPIOMELANOCORTINA (POMC).

A pró-opiomelanocortina é uma macromolécula que contém

241 amino-ácidos. Sua extremidade amino terminal glicosilada possui 

2



resíduos de cisteína seguida das seqüências ACTH e B-LPH,que ficam 

na extremidade carboxila.

A pró-opiomelanocortina é produzida tanto no lobo 

anterior como no lobo intermediário da hipófise. Os fragmentos 

produzidos pelo processamento da POMC variam de acordo com a região 

da hipófise.

No lobo anterior da hipótese, a POMC é clivada em 

fragmentos amino terminal glicosilados (fragmento 16k),peptídeos de 

junção (J.P),ACTH e B-LPH. A B-LPH é processada dando origem à Y- 

LPH e à B-endorfina

No lobo intermediário da hipófise, o ACTH é clivado a 

ALFA-MSH e CLIP (peptideo tipo corticotrofina do lobo 

intermediário). A B-LPH é clivada em Y-LPH e B-endorfina A Y-LPH e 

clivada em B-MSH.

No curso do processo de maturação da POMC a hidrólise 

enzimática se dá entre os pares de amino-ácidos básicos.

0 esquema geral do processamento da POMC é monstrado na 

figura 1.

1.2.2 - PRODINORFINA ou PRO-ENCEFALINA B.

Em 1975, COX e cols. identificaram,na hipófise do porco, 

um peptideo opióide distinto da B-endorfina. Através de técnicas 

bioquímicas c1ássicas,verificou-se que esse peptideo continha 17 

amino-ácidos com a seqüência TIR-GLI-GLI-PHE-LEU da LEU- 

encefalina,que toma a designação de dinorfina

A obtenção de anti-corpos para a dinorfina permitiu uma 

purificação melhor; assim,determinou-se a seqüência de amino-ácidos

3



FIGURA 1

EXON I EXON 2
(87pb) (I52pb)

EXON 3 
(833 pb)

Intron B
(3.7 Kpb) (2.9 Kpb)
Intron A

ARNm
(1072 b)

GEN

FRAGMENTO 16 K JP ACTH

y-LPH /3-END

/3 -LPH I
Lobo Anterior 
da Hipo'fise

I

T Cisteina

Met - encefalina

y-MSH cx-MSHCLIP Lobo Intermediário 
da Hipo'fise

2/-LPH /3-END

i orn
e

Sistema Nervoso

d Sítio da glicosilação
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da dinorfina,chamada posteriormente de dinorfina A (GOLDSTEIN e 

cols.-1981).

KARIDANI e cols.,em 1982,conseguiram identificar a 

seqüência de amino-ácidos do precursor da dinorfina (pró-encefa 1ina 

B),no cérebro do porco,através de técnicas do DNA recombinante.

A pró-encefalina B consiste de 234 amino-ácidos 

contendo,na extremidade amino terminal,grupamentos de cisteína, e,na 

extremidade carboxil terminal: a neo-endorfina,dinorfina A e 

dinorfina B (fig.2 ). As diferentes enzimas proteolíticas, nas 

diversas regiões do S.N.C., processam a prodinorfina em diferentes 

fragmentos contendo neo-dinorfina e dinorfina.

No lobo anterior da hipófise, a pró-dinorfina é 

processada, na extremidade carboxil terminal,em neo-dinorfina e em 

fragmentos de peso molecular de 6.000 Dalton,contendo em sua es

trutura a dinorfina A (resíduo 1-17) e dinorfina B (rimorfina).

Na neurohipófise e no S.N.C., a pró-dinorfina é 

processada,dando como resultado a ALFA-neo-endorfina,B-neo- 

endorfina,dinorfina A e dinorfina B.

As regiões mais ricas de peptídeos opióides derivados da 

pró-dinorfina estão situadas na parte reticulada da substância 

negra,no hipocampo ,globo pálido ventra1,núc1eos supra-óticos e 

trato solitário.

1.2.3 - FAMÍLIA DA PRO-ENCEFALINA A.

A glândula adrenal de algumas espécies é particularmente

rica de encefalinas e peptídeos correiatos.Numerosos peptídeos



FIGURA 2

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4
(1.3Kpb) (60pb) (145pb) (2.2Kpb)

BIntron A Intron 
(1.2Kpb) (9.9Kpb)

Intron C 
(1.7Kpb)

Peptideo
Sinol 

(20aa)

trí w t

762b
ARNm 

(-3700b)

T Cisteino

L»Leu-encefalina

NEO» Neo-endorfina

^~|PIN-A» Dinorfina A (1-17) 

| D I N-B-D i norf ina B

PRE-PRODIN

PRODIN 
(234oo)

Lobo Anterior 
da Hipdfise

a-NEO Dl N 1-32

1
a-NEO DIN-ADIN-B

Neurohipófise
e

Sistema Nervoso
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contendo encefalinas foram isolados da glândula supra-renal de

boi. Por tal razão, o modelo adrenal t em sido usado para

o estudo da síntese das encefalinas.

de boi

possui,

A completa seqüência de

foi elucidada por NODA e

na sua estrutura, uma

nuc1eot ideo da pró-encefalina A

cols.-1982. A pró-encefalina A

seqüência de 263 amino-ácidos,

incluindo o peptideo sinal. A extremidade amino terminal contém 6

grupos de cisteina seguidos por 4 cópias de MET-encefalina, uma

LEU-encefalina. um octopeptideo MET-ENCEF-ARG-GLI-LEU (adrenorfina

ou met orfamide >,um hept apept ideo MET-ENCEF-ARG-FEN, os quais se

encontram na extremidade carboxil terminal. Todos esses peptídeos

estão ligados, entre si, por pares de resíduos de amino-ácidos, e

representam,aparentemente,o sítio de processamento prot eolí t ico.

Outros peptídeos menores resultantes do processamento da

pró-encefalina A foram isolados:fragmentos 23.3 K,18.2 k,12.6 K,8.6

k, peptideo F,peptideo I,peptideo E,peptideo B, BAM 22p e BAM lEp.

0 esquema da biossíntese da pró-encefalina A,a nível de 

medula adrenal e sistema nervoso,é sugerido por PATEY e cols- 

1986,como mostra figura 3.

l. 3 - DISTRIBUIÇÃO de PEPTÍDEOS OPIOIDES.

Os peptídeos opióides resultantes dos processamentos das

três famí1ias,anteriormente vistos, encontram restritos

apenas no t ambém no Sistema Nervoso

Periférico e

A

distribuídos

nível de S.N.C., os pept ídeos

de forma bastante heterogênea, sendo

opióides estão

encontrados em

maior quantidade no núcleo caudado, núcleo 1entiforme,nos núcleos

7
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supra-óticos e para-ventriculares do hipotálamo e na hipófise.

A nível de sistema nervoso simpático,os neurôneos

encefalinérgicos estão presentes entre os neurôneos pré-

gang1ionários, os quais têm origem na médu1 a espinhal .

A nível de sistema nervoso parassimpático, foi detectada

a presença de encefalinas nas fibras do nervo vago.

No sistema nervoso entérico, as encefalinas foram

constatadas nos neurôneos intrínsecos, cujos corpos celulares estão

localizados nos gânglios mesentéricos. 

A nivel nervosos, os peptídeos

correi acionados com os opióides foram localizados em células

endócrinas do trato gastroentestinal (LARSON 1981 ) ,pâncreas

(BRUNI e cols -1979 Jgônadas do sistema reprodutivo macho e fêmea ,

sistema imunológico (linfócitos) e medula supra-renal.

1.4 DEGRADAÇAO DE PEPTÍDEOS OPIOIDES ENDOGENOS.

A biossíntese de precursores opióides é regulada tanto

pelas taxas de DNA como de RNA. No entanto,as quantidades de

fragment os b iolog icament e ativos,dos precursores opióides,dependem

de vários processamentos enzimáticos ativos. Pelo fato de que

pept ideos opióides estão intimamente relacionados com hormônios da

pituitária (HG,ACTH, gonadotrofinas, TSH,prol actina, e VIP) é de se

esperar a

de encefalinas.

1.4.1 ENZIMAS DE DEGRADAçAO DE ENCEFALINAS.

Três tipos bem definidos de peptidases ativas, no

9



são: Aminopeptidase,Dipeptidi1carboxipeptidase (encefalinase A), 

Dipeptidi1aminopeptidase (encefalinase B) e enzima conversora de 

Angiotensina (EGA).

Os sítios de hidrólise,na molécula de encefalina,se 

encontram nos seguintes pares de amino-ácidos:

□u melhor

(AMINOPEPTIDASE);a) TIR1 -- GLI2

b ) GLI2 -- GLI3

c ) GLI3 -- FEN4

(ENCEFALINASE B);

(E.C.A e ENCEFALINASE A).

configurado no esquema abaixo:

AMINOPEPTIDASE E.C.A.

ENCEFALINASE

H2N

ENCEFALINASE

I-
I
I-

▼
GLI2 - GLI3 - FEN4 - MET - OH

A
I

_____|

AMINOPEPTIDASE.

B

a)

As encefalinas são h idrolisadas por aminopeptidases en-

tre o par de amino-ácido TIR1-GLI2, na ext remidade amino terminal

da encefalina.

homogenat o de cérebros

propriedades semelhant es.

cação foram

(SCHNEBLI e

cols.—1981)

aminopeptidase tem sido realizada em

de espécies diferentes, apresentando

As espécies utilizadas para

os cérebros de macaco (HAYASHI e cols.-1978);

cols-1979- e WAGNER e cols- 1981); de boi

striatum humano (TRAFICANTE e cols.-1980),

a purifi-

de rato

(HERSH e

encéfaloi e



humano (PINTO DUARTE -1984).

A aminopeptidase possui peso molecular em torno de 

100.000 Dalton (exceto aminopeptidase de striatum humano que é de 

61.000 Dalton ),pH ótimo,próximo da neutralidade.Contém em sua 

estrutura grupamentos tiol e metálicos,todavia, essa enzima é 

inibida pela puromicina,bestatin,amostatin e bacitracina.

b) DIPEPTIDILAMINOPEPTIDASE

Em 1978,CRAVES e cols. observaram a hidrólise da MET-

encefalia na SNYDER confirmaram esta

observação em 1980 e tentaram purificar uma enzima,a encefalinase B

que cliva MET-encefalina GLI2-GLI3.No entanto,outros autoresa

relataram que a encefalinase B poderia ser separada em duas encefa- 

finases Al e A2 (clivam GLI3-FEN4), porem estão associadas com ami -

LEE SNYDER,1982 isolaram de cérebro umae

dipeptidi1aminapeptidase III.

c) DIPEPDILCARBOXIPEPTIDASE (encefalinase A)

Extratos de cérebros,quando incubados com MET-

encefalina ou LEU-encefalina,produziam tripeptídeo (TIR-GLI-GLI-) 

resultantes da divagem da MET ou LEU-encefalina na ligação GLI3-

FEN4 (SULLIUAN e cols.,1981;MALFROY e cols.,1978).

A encefalinase A não parece ser uma tiol-pept idase

(MALFROY e cols.1978;SULLIVAN e cols. 1981),pois sua atividade

enzimát ica não é alterada por reagent es t ióis

1 i



c1oromercuriofeni1 sulfamato). Evidências experimentais mostraram

que a encefalinase contém íon Zn++ no sítio ativo que pode ser

quelado pelo EDTA e o-phenantrolina,resultando da

atividade enzimática (J. P . SWERTS e cols.-1979) .A presença de íon

Zn++,no sitio ativo da encefalinase, é compatível com uma

metalopeptidase. Reagentes tipo di-isopropilfluorofosfato 

alteram sua atividade,sugerindo ausência de resíduo de serina.

0 pH ótimo da encefalinase extraída da membrana do 

cérebro de rato é entre 6.5 e 7 (SULLIVAN e cols.,1978 ; VOGEL e 

cols.,1981).

A encefalinase é inibida por tiorfan,fosfatos e o íon 

cloro (SWERTS e cols.,1979 ; GORENSTEIN e SNYDER,1980)

d)ENZIMA  CONVERSORA DE ANGIOTENSINA(EGA)

A enzima conversora de Angiotensina (ECA),conhecida tam

bém como cininase II,catalisa angiotensina I em angiotensina II,que 

é um potente vasoconstrictor.E uma g1icoproteina com peso molecular 

de 140.000 Dalton e contém em sua estrutura um íon de Zn + +; ativi

dade dependente da concentração de íon de cloro e é inibida pelo 

captopril e teprotide (YANG and NEFF-1973; SWERTS e cols.-1979; 

ARREGUI e cols.-1979).

A enzima conversora de angiotensina está envolvida com a 

inativação da brdicinina que é nonapeptídeo com seqdência de amino- 

ácidos de ARG-PRO-PRO-GLI-FEN-SER-PRO-FEN-ARG.

ERDOS e cols.,1978, demonstraram que E.C.A.purificada 

dos rins do porco,era capaz de clivar a ligação GLI3-PHE4 da MET ou 

LEU-encefalinas,1iberando fragamentos TIR-GLI-GLI e PHE-MET ou PHE- 



LEU.Tal demonstração admitiu a possibilidade de a E.C.A. estar 

envolvida na inativação fisiológica das encefalinas na fenda 

sináptica encefalinérgica. Em contraste, a E.C.A. não se encontra 

distribuída paralelamente a receptores opióides ou a encefa 1inas,no 

S.N.C.,e apresenta uma baixa afinidade por encefalinas.

1.5 - ENZIMAS LIBERADORAS DE ENCEFALINAS.

A pró-insulina contém,na sua estrutura,pares de amino- 

ácidos básicos (ARG-LIS ou LIS-ARG) que estão situados nos pontos 

de c1ivagem,dando origem as insulinas B e A e ao peptideo de 

conecção C. Esses pares de amino-ácidos básicos (LIS-ARG e ARG-LIS) 

têm sido encontrados na seqüência de amino-ácidos dos diferentes 

precursores dos neuropeptideos. 0 fato de que os amino-ácidos

básicos,acima citados, são pontos de c1ivagem e

tanto nos precursores da insulina como nos precursores dos

neuropeptideos, foi sugerido num modelo de biossíntese dos

neuropept ídeos (PATEY e cols.,1986) , a partir de um precursor

prot éico:

EXOPEPTIDASEENDOPEPTIDASE
(tipo Tripsina) 1

1 1
------------------  1

LIS

1
1
f
- L

1
1

▼
IS- NEUROPEPTIDEOS

1
1

▼
-LIS-LIS

o u oi u A o u A ou
A R G A R G 1 A R G 1 A R G

i
1

AMINOPEPTIDASE

l
ENDOPEPTIDASE 

(tipo Tripsina)

Na mat uraç ão dos precursores protéicos,ocorre uma

seqüência de proteólise envolvendo três diferentes tipos de



prot eases: uma endopeptidase do tipo tripsina uma

aminopeptidase,as quais liberam fragmentos LIS ou ARG na

extremidade amino terminal do precursor; 8) na extremidade

1 ) e

carboxil-terminal, uma exopeptidase do tipo carboxi1peptidase B e

uma endopeptidase do tipo tripsina que clivam ligações peptídicas

LIS-X ou ARG-X.

As quatro enzimas,descritas acima, resultam na liberação

do neuropeptideo na sua forma ativa,como proposto por PATEY e

cols.,1986.

Uma nova enzima proteolítica foi purificada no

homogenato do cérebro do coelho por CARVALHO e CAMARGO (1981):

designada de endo-oligopeptidase-A

CARMARGO e cols.(1985,1987) demonstraram que a endo-

oligopeptidase-A,purificada do cérebro do boi,clivava

peptídicas de vários peptídeos opióides (8 a 16 resíduos),1iberando

MET-encefalina e LEU-encefalina. Essa liberação foi feita com

apenas uma hidrólise,demonstrando um modelo alternativo para o

modelo proposto por PATEY e cols.,1986.

é a

CAMARffO, em 1987,purificou e caracterizou a endo-

oligopeptidase-A solúvel,do encéfalo humano,com as seguint es

característ icas: ponto isoelétrico 4,9; peso molecular em torno

de 70.000 Dalton;

e Co++.

inibição pelo p-mercúrio acetato, Cu++,Zn++,Ni++ 

inibida pelo EDTA, fosforamidon,bactracina e

puromic ina

Em 1984, a endo-oligopeptidase-A foi catalogada pelo

NOMENCLATURE COMMITTEE 0F THE INTERNATIONAL UNION 0F BIOCHEMISTRY

como a E.C.3.4.19.22.
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CARVALHO,em 1978,demonstrou a existência da endo- 

oligopeptidase-A em membranas de cérebro do coelho, mas realizou 

apenas um isolamento e caracterização parcial dessa enzima.

ORLOWSKI e cols. (1981 e 1983) isolaram uma 

endopeptidase neutra que,quando incubada com dinorfina,alfa- 

neodinorfina e B-neoendorfina,1iberava LEU-encefalina. Essa enzima 

foi designada de meta 1oendopeptidase,por ter no sítio ativo um (1) 

átomo de Zn++.Outros peptídeos foram clivados pela 

metaloendopeptidase,tais como: bradicinina (PHE-SER);neurotensin

(ARG-ARG)i1uliberium (HIS2-TRP3 e TRI5-GLI6) e substância P (PR04- 

GLI5,PHE7-PHE8 e PHE8-GLI9).Algumas propriedades foram 

determinadas: pH ótimo,próximo da neutralidade;peso molecular de 

67.000 Dalton; inibição pelo EDTA, o-fenantrolina e reativação 

pelo Zn+2, Co + 2 e Mn+2.

Todavia, TOFOLETTO e cols.(1988) demonstraram que a 

metaloendopeptidase (ORLOWSKI,1981) e a endo-oligopeptidase-A 

(CARVALHO e CAMARGO,1981) são duas enzimas distintas,como 

concluiremos na discussão.

1.6 - OBJETIVOS.

1.6.1 - Purificar e caracterizar a endo-oligopeptidase-A 

de membranas do cérebro humano,num tempo "post-mortem" máximo de 6 

horas.

1.6.2 - Determinar as possíveis diferenças entre a endo- 

ol igopept idase-A, de membranas, e a endo-oligopeptidase-A solúvel.
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2. MATERIAL E MÉTODOS.

2.1 - MATERIAL.

2.1.1 - ORIGEM DA ENZIMA.

Cérebro humano congelado a -18 graus C.,doado

pelo Departamento de Morfologia da Universidade Federal do

Ceará,após um tempo "post mortem" de 6 horas.

2.1.2 - PEPTÍDEOS UTILIZADOS.

BAM 22 -Cambridge Research Biochemicals.

BAM 12 -Cambridge Research Biochemicals .

B-NEO-ENDORFINA -Cambridge Research Biochemicals.

LEU-ENKPHALIN-ARG -Seva.

LEU-ENKPHALIN -Calb io Chem.

MET-ENKPHALIN -Calb io Chem.

MET-ENKPHALIN-ARG-PHE . -Pemsula Synthet ic.

MET-ENKEPHALIN-ARG-GLI-LEU-LIS -Pemsula Synthetic.

ALFA-NEO-ENDORFINA . -Cambridge Research Biochemicals

DIN 1-27 .......................... . -Cambridge Research Biochemicals

OCTOPEPTIDEO ............... .. -Cambridge Research Biochemicals

DINORFINA 1-8 ............. . -Cambridge Research Biochemicals

DINORFINA-B ............... . -Cambridge Research Biochemicals

2.1.3 - MATERIAIS DIVERSOS.

TRITON - X 100 .......... . -Beck man

25 -Sigma, U.S.A.BRIJ



DITHIOTREITOL (DDT).. -Calbio Chemicals>San Diego,Cali-

B-MERCAPTOETANOL -E.Merck, Darnsdatt

GLICINA P A -E.Merck, Darnsdatt.

MEMBRANA P/ DIALISE. -Union Carbide Corp.I11ions,E.U.A.

DEAG CELULOSE -Whatman,Maidstone-Ing1aterra.

METAND P.A -Merck.

HIDROXIDO DE SÚDIO .. -Reagen, Brasi1.

ACIDO CLORÍDRICO Merck, Brasi1.

ACRILAMIDA -Fluxa A.G. Buchs S.G.

N-NMETILENO-BIS-ACRI- 
LAMIDA .................................. -Fluxa A.G. Buchs S.G.

TMED LOT 3683 -Canalco .

GLICEROL -Cario Erba,Brasil.

ACIDO ACETICO P.A . . -E.Merck , Darnsdat t .

COMASIE BLUE Lot e 18C-032,No. B1131 -Sigma

REAGENTE DE FOLIN .. -E.Merck, Darnsdat t .

ATROPINA -Merck.

ALBUMINA BOVINA -Miles Laboratories

OVOALBUMINA -Pearce Chemical Co.
11 1ions, U.S.A.

, Rock -Ford ,

SEPHADEX-G.100 
(40-120).............

FINE
-Pharmacia Fine Chemicals AB, 
Upala, Suécia.

ANPHOLINE (pH 4-6)

BLUE DEXTRAN . -Pharmacia Fine Chemica1s,Upa1 a, 
Suec ia.

SULFATO FERROSO .. -Reagen

Inc . , E . U . A .

CLORETO DE CÁLCIO ... -Merck.

EDTA -Car1 o Erba.

CLORETO DE COBALTO .. -Merck.
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2.1.4 APARELHOS.

LIQUIDIFICA DOR

CENTRIFUGA REFRIGERA
DA ............................................ -Beckmann,modelo J-21C,rotores 

JA-14.NA-20 -Beckmann Instru
ments,Inc, Ca li fornia,E.U.A.

BOMBA PERISTALTICA .. -Technical Instruments Corpora
tion - New York,E.U.A.

COLUNA DE VIDRO PARA CROMATOGRAFIA.

APARELHO PARA ELETROFORESE PREPARATIVA EM COLUNA DE
GEL POLIACRILAMIDA .. -Construído em nosso laboratório.

ESPECTROFOTOMETRO
M0D.G-2.400 ..................... -Beckmann Inst rument s,Inc.Munchen, 

Alemanha.

TRANSDUTOR - N.B.S. -Microbio-Systems Microcraph F-60.

REGISTRADOR ECD-MODELO RB 102-SERIE 486.-S.Pau 1q,Brasi1 .

COLUNA DE VIDRO PARA DETERMINAÇÃO DE PESO MOLECULAR.

POTENCIOMETRO MV 85 . -Clamann & Grahmert, Dresden.

2.2 - MÉTODOS.

2.2.1 - EXTRAÇAO ENZIMÁTICA.

O cérebro humano, com o peso médio de 1 kg.e 

200 gramas,obtido em um tempo "post mortem" de 6 horas,foi 

homogeneizado em água (1:4 p/v) a 4 graus C,1iquidificado durante 

90 segundos,com palhetas girando cerca de 6.000 rotações por minuto 

sem carga.

0 homogenato foi centrifugado em centrífuga 

refrigerada <0 graus C -4 graus C),usando 25.000 G,durante uma 

hora,resultando em 2 frações: o sobrenadante 1 e o precipitado 1.



0 precipitado 1 foi novamente ressuspenso e 

centrifugado por duas vezes com água nas mesmas condições descritas 

acima. Em seguida, o precipitado 2 foi resuspenso com Triton X-100 

a 1% na proporção de 1:2 (P/V),durante 12 horas,com a finalidade de 

extrair enzimas de membranas dessa fração (ver a seguir a 

determinação do método de solubi1ização).A mistura (precipitado 2 + 

Triton X-100) foi centrifugada a 4 graus C, do que resultaram o 

precipitado 3, que foi descartado, e o sobrenadante 3, que foi 

utilizado para o processo de purificação. 0 processo de purificação 

enzimática foi todo realizado em câmara fria, a 4 graus C.

Após a segunda centrifugação,o sobrenadante 3 

foi submetido a uma diálise, com duas trocas de tampões(1:10; V:U). 

Nos tampões da diálise foram acrescentados B-mercaptoetanol 10-3M e 

Triton X-100 0,01%.

A figura 4 mostra todo o processo de extração 

enzimática utilizado.

2.2.2 - DETERMINAÇSO DO MÉTODO IDEAL DE SOLUBILIZA- 
ÇfíO DA ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A DE MEMBRANAS.

Um teste piloto foi realizado para definir 

qual o método de solubi1ização a ser utilizado na purificação.Seis 

tipos de experimentos preliminares foram efetuados,usando as 

seguintes soluções:

a ) Solução cont endo TRIS-HCL 0,05M PH 7, 5 .

b ) Solução cont endo TRIS-HCL 0,05M PH 7, 5 + Tr i t on X-100 a 1%

c ) Solução cont endo TRIS-HCL 0,05M PH 7, 5 + Brij -35 a 0, 1%

d ) Solução cont endo TRIS-HCL 0,05M PH 9, 0 .

e) So1ução cont endo TRIS-HCL D, 05M PH 9, □+Trit on X-100 a 1%



FIGURA- 4 Processo de extração enzimática

CÉREBRO

SOBRENADANTE (

- Homogeneização água ( 1:4; p/v )

- Centrifugação 25.000 x G x 1 h.

1 ) PRECIPITADO ( 1 )

-Ressuspensão em

H20 ( 1:4; p/v )

-Cent ri fugação

25.000 x G x 1 h.

SOBRENADANTE ( 2 > PRECIPITADO ( 2 )

- Ressuspensão em 

triton-x-100 17,

- Centrifugação

25.000 x G x 1 h.

SOBRENADANTE ( 3 ) PRECIPITADO ( 3 )



f) Solução contendo TRIS-HCL 0,05M pH 9,0 + Brij-35 a 0,1%.

0 precipitado 2 foi ressuspenso com as 

soluções acima,na proporção de 1:4 (p/v), durante 12 horas a 

4 graus centigrados e,em seguida,centrifugado a 25.000 G,por 60 

minutos. Uma aliquota foi retirada e testada a atividade no íleo de 

cobaia.

2.2.3 - CROMATOGRAFIA EM COLUNA DEAE - CELULOSE.

A resina de DEAE-celulose foi reciclada com 

ácido sulfúrico 0,5N e hidróxido de sódio a 0,5N de acordo com o 

fabricante.

A Cromatografia DEAE-celulose foi realizada de 

acordo com os métodos de OLIVEIRA e cols.(1976), MARTINS (1877) e 

CARVALHO (1981 ) .

A resina foi compact ada,por gravidade,em uma 

coluna de vidro medindo 30 cm. de comprimento e 2,6 cm. de 

diâmetro. Após o empacotamento,a resina foi lavada com TRIS-HCL 

0,05 M pH 7,5 até manter pH contante de 7,5.

A coluna DEAE-celulose foi acoplada a uma 

bomba peristáltica resultando um fluxo de 66 ml./h (90% do fluxo 

por gravidade).

0 dialisado foi aplicado a coluna de DEAE- 

celulose e a seguir eluido com TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 com B- 

mercaptoetanol 10-3M de força iônica crescente, tais como: 0,05M; 

0,07M; 0,lM; 0,15M e 0,3M de cloreto de sódio.

UNIVERSIÒADt FEDERAL DO CEARA
Biblioteca de Ciências da Saúde



2.2.4 - CONCENTRAÇÃO DAS FRAÇÕES ENZIMATICAS POR UL
TRA FILTRAÇAO SOB PRESSÃO REDUZIDA.

Uma menbrana de diálise,medindo em torno de 25

cm. de comprimento com um nó em uma das.extremidades,foi adaptada a

cromatografada foi aplicada no interior do funil de separação e o

ar do interior do Kitasato foi aspirado por uma bomba a vácuo.A

amost ra foi concentrada até mais ou menos 2 ml . Todo esse processo

ocorreu à temperatura de 4 graus cent í grados.

2.2.5 ELETROFORESE PREPARATIVA 
DE POLIACRILAMIDA.

EM COLUNA DE GEL

foi semelhante

A metodologia para eletroforese preparativa

à utilizada por CARVALHO (1981),com algumas

0 gel foi preparado em uma concentração final

de 6% de poliacri1amida.

As soluções utilizadas nas preparações do gel

foram guardadas em frascos escuros a 4 graus C e despejadas após 6

meses persulfato de amônio que foi

soluç ões abaixo são próprias

do Laboratório

Solução A: HC1 1 . ON .................................................................... 48,0 ml.

TRIS .............................................................................. 36,3 g .

TEMED ............................................................................ 0,23 ml .

Agua .............................................................................. 100,00 ml .
(ajustar o pH para 8.9)



Solução B: HC1 1.0N ................................................................... 48,00 ml.

TRIS .............................................................................. 5,98 g .

Agua .............................................................................. 100,00 ml .
(ajustar o pH para 6.7)

Solução C: Acrilamida .................................................. 19,20 g.

Bis-acri1amida ................................................. 0,64 g.

Agua ............................................................................ 40,00 ml .

Solução G: Persulfato de amônio .................................. 35,00 mg.

Agua ............................................................................ 25,00 ml .

Solução H: TRIS ........................................................................... 1,50 g .

Glicina .................................................................... 7,20 g.

Agua ............................................................................ 100,00 ml .

Diluente da amostra: Glicerol ...................................... 15,00 ml.

Sol . B ............................................. 5,00 ml .

Agua ................................................. 10,00 ml .

0 gel com T* = 10,34% e C* = 3,22% foi 

obtido da mistura de 7,9 ml. da solução A com 13,3 ml. da solução 

C e 0,5 ml.de água, deareada, adicionada a solução G (44,38 mg./ 

1,7 ml. água) também deareada.

Notações de HJERTEN (1962).

T* = peso total de monômeros/100 ml. da solução.

C* = quantidade de bis-acri1amida expressa como percentagem (p/p)

da quantidade total de monômeros.



0 aparelho para eletroforese preparativa é 

constituído de duas partes:

1 - Coluna de vidro - Na parte superior da coluna,existe

uma cuba com a capacidade de 1,5 1. Na parte infe- 

ior da coluna, há uma câmara de eluição,composta de 

uma membrana de diálise e pérolas de vidro.

2 - Cuba inferior - Cuba com a capacidade de 1,5 1.

Após aplicação do gel de poliacri1amida, na 

coluna de vidro, a câmara de eluição foi feita com o auxílio de 

uma membrana e preenchida com TRIS-glicina pH 8.2. Na cuba superior 

foi adicionado 1,5 litro de TRIS-glicina pH 8.2,contendo B- 

mercaptoetano 1 10-3M e colocado um eletrodo negativo em contacto 

com a solução.

Na cuba inferior,foi adicionado 1,5 litro de 

TRIS-glicina pH 8.2,contendo B-mercaptoetanol 10-3M e foi conectado 

um eletrodo positivo na borda dessa cuba. Os tampões TRIS-glicina 

pH 8,2 foram trocados duas vezes, ao dia,com a finalidade de manter 

o pH em torno 8,2.

0 fluxo da bomba utilizado foi de 3,6 

ml./h.<fração de 0,9 ml/tubo). Depois de uma pré-corrida de 6 horas 

com o corante azul de Bromofenol e com uma corrente de 30 mA . , a 

amostra foi aplicada na parte superior do gel de Poliacri1amida.

No final da eletroforese,as frações que 

apresentaram atividades foram reunidas e concentradas até o volume 

de 2 ml.
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2.2.6 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA ENDO-OLIGO- 
PEPTIDASE - A.

A atividade foi verificada de duas maneiras:

a) Atividade t.estada com relação à amplitude de

contração do íleo de cobaia,induzida pela

brad ic in ina.

A atividade da endo-oligopeptidase - A foi 

monitorizada por um ensaio biológico no íleo isolado 

de cobaia, que foi mantido a 37 graus centígrados em 

uma cuba contendo solução de Tyrode, atropina 

(3,7xlO-8M) e benadril (l,5xlO-6M). A atividade 

enzimática foi medida pela redução da amplitude da 

contração do íleo de cobaia produzido pela quantidade 

de bradicinina hidrolisada e comparada com a amplitu

de de contração do íleo ,obtida por um controle con

tendo uma concentração conhecida de bradicinina e 

TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 (CAMARGO & GRAEFF - 1969).

0 meio de incubação foi preparado com 5 ul.de 

bradicinina (lmg./ml.),1000 ul.de TRIS-HCL pH 7,5 e 

uma alíquota de enzima não superior a 200 ul.

A quantidade de enzima utilizada foi aquela 

para se obter de 40% a 50% de hidrólise de bradicini

na,no período de 15 a 30 minutos de incubação.

b) Atividade medida em relação com os produtos de 

hidrólise de bradicinina.

A atividade da endo-oligopeptidase - A pode 

ser determinada pelo produto de hidrólise da 



bradicinina, o qual foi determinado pelo analisador 

de amino-ácidos. A figura 5 mostra o sítio de 

hidrólise da bradicinina pela endo-oligopeptidase - A 

de cérebro humano e de cérebro de coelho (CAMARGO e 

cols.- 1973; OLIVEIRA e cols. - 1976. MARTINS -1977; 

CARVALHO-1978;CARVALHO e CAMARGO-1981;e CAMARãO-1987.

0 micro-analisador de amino-ácidos (ALONZO e 

HIRS - 1968),com modificações introduzidas por 

CARVALHO, foi utilizado para determinar os produtos 

de hidrólise da bradicinina.Esse método baseia-se na 

separação de peptídeos por cromatrografia de troca 

iônica e posterior quantificação do efluente da 

coluna por um processo fotométrico,fundamentado na

cor originada da reação de Ninidrina com os

grupament o -NH2 dos pept ídeos.

Um registrador foi utilizado para as

quantificações de absorção feitas em 570 nm.,em que a 

concentração do peptideo é diretamente proporcional a 

área do pico obtido no resgistro cromatográfico. Cs 

peptídeos padrões usados foram os seguintes:

ARG - PRO - PRO - GLI - FEN;

ARG-PRO-PRO-GLI-FEN-SER-PRO; 

ARG-PRO-PRO-GLI-FEN-SER-PRO-FEN, 

GLI-FEN-SER-PRO-FEN-ARG;

FEN - SER - PRO - FEN - ARG;

SER - PRO - FEN - ARG;

FEN - ARG e ARG.

26



FIGURA- 5 - Hidrólise da bradicinina pela endo-oligopeptidase-A

membranas do cérebro humano.

ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A

ARG1-PR02-PR03-GLI4-FEN5----- SER6-PR07-FEN8-ARG9

ARG1-PR02-PR03-GLI4-FEN5 SER6-PR07-FEN8-ARG9 

(Fragmento ARG1-FEN5) (Fragmento SER6-ARG9)



A quantificação e a identificação dos produtos 

de hidrólise da bradicinina foram realizados, compa

rando-se o cromatograma da amostra com o comatograma

padrão apresentado na figura 06.

Uma alíquota da enzima em TRIS-HCL 0,05M pH

7,5 foi incubada por um tempo pré-estabeiecido,com o 

substrato bradicinina. Após a incubação foi 

adicionado 100 ul. de polieti1enog1icol,tampão 

citrato de sódio (0,£M - pH 2,2) e ácido clorídrico 

concentrado,nas proporções 30:69:1 A seguir,esse

material foi aplicado no micro-analisador de

pept ideos para a identificação dos produtos de

hidrólise de bradicinina.

8.2.7 - FOCALIZAÇao ISOELÊTRICA EM PLACA 5EPHADEX 
G-25.

A metodologia utilizada foi a descrita por 

RIGHETTI & DRAYSDAL (1970) modificado.

A focalização isoelétrica consiste na separação 

de proteínas pelos diferentes pontos isoeiétricos, a qual é 

conseguida por um gradiente de pH em uma matriz,onde se faz 

migrarem as diferentes proteínas,quando se aplica uma diferença de 

potencial elétrico. A matriz utilizada foi o Sephadex-G-25,contendo 

400 ul de uma substância anfótera (ampholine pH 4-6),g1icerol a 10% 

e 500 ul. de enzima. Essa matriz foi distribuida,uniformemente,em 

uma placa de vidro,com uma escavação única e uma outra placa de 

vidro plana foi superposta. Nas duas extremidades da placa escavada



FIGURA 6 - Cromatografia de ARG-ARG1-FEN5; ARG1-PR07, GLI4-ARG9,

FEN5-ARG9,SER6-ARG9 e FEN-ARG em uma coluna de aminex 

A-5 acoplada ao micro analisador de peptídeos

A coluna de aminex A-5, com dimensão de 0,2 x 50 cm foi 

equilibrada e desenvolvida a 80 graus C, utilizando-se um -Fluxo de 

0,15 ml/min., com um tampào de citrato de sódio 0,65 M, pH 4,2, 

após 87 minutos o tampao eluente foi trocado para citrato de sódio 

0,388 M, pH 7,5. 0 fluxo de ninidrina foi de 0,15 ml/min. A amostra 

continha 6,7 nmoles de ARG, 32,0 nmoles de ARG-PRO-PRO-GLI-FEN , 

25,6 nmoles ARG-PRO-PRO-GLI-FEN-SER-PRO,12,0 nmoles de GLI-FEN-SER- 

PRO-FEN-ARG, 9,3 nmoles de FEN-SER-PRO-FEN-ARG, 7,0 nmoles de SER- 

PRO-FEN-ARG e 6,7 nmoles de FEN-ARG.

0 pico NH3 + ultrapassou o limite da capacidade do regis-

t rador



FIGURA 6 - Cr omat og r a f i a de ARG-ARG1-FEN5 ■, ARG1-PR07, GLI4-ARG9,

FEN5-ARG9,SER6-ARG9 e FEN-ARG em uma coluna de aminex 

A-5 acoplada ao micro analisador de peptídeos.

A coluna de aminex A-5, com dimensão de 0,2 x 50 cm foi 

equilibrada e desenvolvida a 80 graus C, uti1iaando-se um fluxo de 

0,15 ml/min., com um tampão de citrato de sódio 0,65 M, pH 4,8, 

após 87 minutos o tampao eluente foi trocado para citrato de sódio 

0,388 M, pH 7,5. 0 fluxo de ninidrina foi de 0,15 ml/min. A amostra 

continha 6,7 nmoles de ARG, 32,0 nmoles de ARG-PRO-PRO-GLI-FEN , 

25,6 nmoles ARG-PRO-PRO-GLI-FEN-SER-PRO,12,0 nmoles de GLI-FEN-SER- 

PRO-FEN-ARG, 9,3 nmoles de FEN-SER-PRO-FEN-ARG, 7,0 nmoles de SER- 

PRO-FEN-ARG e 6,7 nmoles de FEN-ARG.

0 pico NH3 + ultrapassou o limite da capacidade do regis-

t rador
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foi colocada duas esponjas embebidas com ácido sulfúrico 1M e 

hidróxido de sódio lM,com a Finalidade de manter os eletrodos em 

contacto com a matriz.

Todo o processo de Focalização Foi realizado 

com uma voltagem em torno de 530 volts e uma corrente de 4 mA . A 

medida que ocorria a Focalização a mA. cai a,gradativamente,enquanto 

a voltagem permanecia constante.

Após 24 horas de Focalização, a matriz de 

sephadex -G-25 Foi cortada em pequenos poços,uti1izando-se um pente 

de metal.Cada porção contida nos poços Foi retirada e colocada em 

um Filtro de teFlon e lavada com 1 ml. de água bidesti1 ada,gel ada e 

deaerada. 0 Filtrado Foi colhido em tubo e medido o pH.Depois da 

medição do pH,Foram adicionados 100 ul.de TRIS-HCL 0,05M pH 7,5,com 

o intuito de neutralizar a solução e determinar a atividade 

enzimát ica

2.2.8 - CROMATOGRAFIA EM COLUNA SEPHADEX - G-100.

A cromatograFia,em coluna sephadex-G-100, Foi 

realizada de acordo com a metodologia descrita por ANDREWS 

(1970),FISCHER (1971) e CARVALHO (1981).

Sua Finalidade Foi para calcular o peso 

molecular da enzima puriFicada.

0 sephadex-G-100 Foi colocado em água 

deionizada e aquecido a 100 graus centigrados,durante 5 horas,com o 

intuito de entumescer o gel. Após o resFriamento do gel,Foram 

decantada as partículas ultra-Finas que Ficaram no sobrenadante. A 

resina Foi lavada várias vezes com água deionizada. A seguir, a 
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resina foi 1avada,excessivamente, com TRIS-HCL 0,0511 pH 

7,5,contendo B-mercaptoetanol a 10-3M.

0 sephadex-G-100 foi compactado,lentamente, em 

uma coluna de vidro de 1,6 metros de comprimento e 1.9 cm de 

diâmetro Durante o empacotamento,manteve-se uma coluna de líquido 

a qual não ultrapassou a 25 cm. acima do nível de escoamento.Isto 

para não hiperempacotar a resina.

A coluna de sephadex-G-100 foi lavada com 

TRIS-HCL 0,05M pH 7,5,com B-mercaptoetanol 10-3M com um fluxo de 12 

ml./h. (cerca de 90X do fluxo de empacotamento da coluna) e com 

o auxilio de uma bomba peristá1tica.

Antes que a amostra fosse aplicada na coluna 

de sephadex-G-100,foi adicionado,1entamente no topo do gel, 1 ml. 

de blue-Dextran 0,2X,com o objetivo de verificar alguma imperfeição 

na compactação da resina.

Após a corrida do b1ue-Dextran,foi aplicado um 

"pool" de proteinas,com peso molecular e concentração conhecidas. 

As proteínas utilizadas foram: ovoalbumina (p.m. 45.000);a 1bumina

bovina (p.m. 68.000) e gama-g1obulina (p.m. 150.000). A quantidade

de cada proteína aplicada foi de 15 mg./3 ml.

A seguir, da cromatrografia das proteínas 

padrfies, uma amostra foi aplicada na coluna de sephadex-G-100 e 

elulda com tampão TRIS-HCL 0,05M pH 7,5,contendo B-mercaptoetanol a 

10-3M.

Os volumes da eluição,obtidos para cada 

proteina,foram plotados em gráfico (ver figura 11).
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2.2.9 ELETROFORESE EM PLACA DE GEL DE POLIACRI- 
LAMIDA SEM S.D.S.

A eletroforese foi realizada de acordo com o 

método de MAIZEL (1965),modificado para proteínas nativas com 

sistema de tampão para proteínas ácidas,descrito por DAVIS (1964).

0 gel utilizado para e1 etroforese,em placa,foi 

o mesmo da eletroforese preparativa: 7,5 ml. da solução A; 3,3 

ml.da solução C; solução G (44,38 mg./31,7 ml. de H20) e 10,5 ml.de 

água deaerada.

0 aparelho da eletroforese em placa é 

constituído de duas placas de vidro plano. Nos três lados das 

placas de vidro foram colocadas,com silicone, 3 tiras de acrílico 

e,na parte superior de cada placa,foi adpatado um pente de 

acrílico,com a finalidade de formar poços. As duas placas foram 

superpostas,vedadas com silicone, e acopladas por garras de metal 

em todos os lados.

Após ter sido feita a mistura do gel,essa 

mistura foi escoada,1entamente, entre as duas placas até cobrir 

totalmente o pente de metal,na porção superior das placas. Com a 

polimerização do gel, o pente foi retirado,deixando poços feitos.A 

placa foi conectada as duas cubas contendo TRIS-glicina pH 8,2. 0 

processo da eletroforese ocorreu dentro da câmara fria (□ e 4 

graus centigrados),com uma corrente de 12 mA.

□ corante azul de bromofenol foi aplicado no 

primeiro poço (da esquerda para a direita) e nos poços seguintes 

foi aplicada a amostra vinda da eletroforese preparativa. A eletofo- 

rese foi cessada, quando o corante estava a 5mm. do término do gel.
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0 gel foi retirado da placa e colocado numa 

placa de PETRE, para ser fixado e corado por 12 horas, a 

temperatura ambiente.com Commassie B.Blue a 0,25% (P/U) em ácido 

acético <9,2%),metanol (45%) e água. A seguir o gel foi descorado 

com uma solução contendo ácido acético (7,5%),metano 1 (5%) e água.

2.2.10- DETERMINAÇfiO DAS ENCEFALINAS LIBERADAS DOS 
PEPTÍDEOS OPIOIDES PELA ENDO-QLIGOPEPTIDA- 
SE-A DE MEMBRANAS DO CEREBRO HUMANO.

A liberação de encefalinas dos peptídeos 

opióides foi identificada pela cromatografia líquida de alta 

performance,uti1izando-se uma coluna de fase reversa com 

grupamentos C-18 (u - Bondaback). Os peptídeos opióides foram 

incubados a 37 graus centigrados,em intervalo de tempo pré- 

estabelecido. A seguir, a reação de incubação foi interrompida com 

ácido fosfóríco concentrado e a amostra aplicada no 

cromatógrafo,mantendo-se um fluxo de 1 ml./min.

A cromatografia transcorreu em duas etapas

A primeira.com gradiente isocrático de ácido fosfóríco a 0,1%,por

dez minutos seguidos de metanol a 30%,por mais dez minutos

2.2.11- DETERMINAÇSO DA CONCENTRAÇSO DE PROTEÍNAS 
NAS FRAÇÕES ENZIMATICAS.

0 teor de proteína,nas frações enzimáticas,foi

determinado pelo método de LOWRY (1951),uti1izando-se a albumina 

bovina (lmg./ml.) como padrão



Durante a cromatografia e a eletroforese 

preparativa foi traçado o perfil de proteínas,através da absorção 

de luz ultra-violet a,no comprimento de onda 280 nm.pelas frações 

obtidas.
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3. RESULTADOS.

31 - DETERMINAÇÃO DO MÉTODO IDEAL PARA SOLUBILIZA-
ÇfiO DA ENDO-OLIGOPEPTIDASE - A DE MEMBRANAS.

Os testes pilotos, realizados para definirem qual o 

método solubi1ização a ser utilizado, apresentaram os seguintes 

result ados:

1) Solução contendo TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 - Nenhuma
solub i1ização.

2) Solução contendo TRIS-HCL 0,05M pH 9,0+
+ Brij -35 a 0,1% ....................................................... - 36% de

solubi1ização

3) Solução contendo TRIS-HCL pH 9,0+T R I-
T 0 N-X-100 a 1% ....................................................... - 65% de

solubi1ização.

4) Solução contendo TRIS-HCL 0,05M pH 9,0. - 59% de
solub i1ização.

5) Solução contendo TRIS-HCL 0,05M pH 7,5+
+ Brij -35 a 0,1% ....................................................... - 65% de

solub i1ização.

6) Solução contendo TRIS-HCL 0,05M pH 7,5+
TRIT0N-X-100 a 1% .................................................... - 90% de

solub i1i zaç ão.

De acordo com os resultados apresentados 

acima,observa-se que o método,uti1izando TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 +

TRIT0N-X-100 A 1%, apresentou-se mais eficiente para a 

so1ubi1ização da enzima,isto é, cerca de 90% da enzima foram 
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extraídas do precipitado.

3.2 - CROMATOGRAFIA EM COLUNA DEAE-CELULOSE DA FRA-
CAO SOLUBILIZADA DO PRECIPITADO DO HOMOGENA- 
TO DO CEREBRO HUMANO.

A figura 07 mostra o perfil da cromatografia 

de DEAE-celulose da fração solubilizada do precipitado, realizada 

com um discreto aumento da força iônica do eluente.

Na figura sete, observa-se dois tipos de 

gráficos:

a) 0 gráfico com linhas cheias representa a leitura de 

proteínas no espectrofotômetro em 280 nm. 0 pico I 

representa a eluição de proteínas que não foram 

adsorvidas pela resina. Os picos II e III de proteínas 

foram eluídos com TRIS-HCL 0,05 pH 7,5 contendo 50 mM . 

e 70 mM. de Nacl, respectivamente.

b) 0 gráfico com linhas pontilhadas representa a atividade 

cininásica que foi monitorizada pelo íleo de 

cobaia.Observa-se que,nas frações eluídas antes do 

aumento discreto da força iônica,não existia nenhuma 

atividade cininásica. No entanto, os picos "a" e "b” 

apresentaram atividade cininásica,correspondente aos 

tampões TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 contendo 50 mM. e 70 mM. 

de cloreto de sódio,isto é, a endo-oligopeptidase - A 

foi eluida da resina com 50 mM e 70 mM de Nacl.

As frações com atividade cininásica foram 

reunidas e concentradas sob pressão reduzida. Em 

seguida foi adicionado,no concentrado, glicerol a 20X.
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FIGURA 7 - Cromatografia em DEAE - celulose A coluna (30cm x

2,6cm) foi equilibrada com TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 e B- 

mercaptoetanol 10-3M.0 fluxo da bomba de 66 ml./h ( fração 10 ml ). 

0 tampão TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 foi utilizado como eluente com força 

iônica crescente ( 0,05M,- 0,07M; O,1M; 0,15M e 0,3M de cloreto de

sód io > . A leitura de proteínas em 280 nm (o—-•) apresentou 3 picos

de proteínas;

- pico I representando as proteínas nao adsorvidas a

resina i

- pico II representa proteínas eluídas com TRIS-HCL

50 mM de cloreto de sódio;

- pico III representa proteínas eluídas com TRIS-HCL

70 mM de cloreto de sódio.

A atividade cininásica ( o----- o ) apresentou 2 picos:

a) pico "a" representa atividade cininásica eluída com 

TRIS-HCL 50 mM de Nac1.

b) pico "b" representa atividade cininásica eluída com

TRIS-HCL 70 mM de Nac1.
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Alíquotas dos concentrados foram incubados com 

bradicinina a 37 graus centígrados em TRIS-HCL 0,05M pH 

7,5 até a hidrólise de 100% de substrato (bradicinina) 

e monitorizado pelo íleo de cobaia.Essas alíquotas 

foram diluídas em citrato de sódio 0,2M pH 2,2 conten

do 15% de PEG (polieti1enog1icol)na proporção de 1:1 

(V/U) e aplicadas no micro-analisador de amino- 

ácidos.Os fragmentos ARG1-FEN5 e SER-ARG foram 

observados e quantificados - figura 08.

3.3 - ELETROFORESE PREPARATIVA EM COLUNA DE GEL DE
POLIACRILAMIDA DOS "POOLS” DA CROMATOGRAFIA 
EM DEAE-CELULOSE.

A figura 09 mostra o perfil da eletroforese 

preparativa do "pool“ da cromatografia. Essa figura apresenta dois 

tipos de gráficos:

a) 0 gráfico com linhas e círculos cheios representa a 

leitura das proteínas no espectrofotômetro em 280 nm. 

Observa-se a existência de,pelo menos, dois picos de 

proteínas (pico I e pico II). Detecta-se,também, uma 

coincidência do pico de proteínas (pico II) com o pico 

de atividade (pico "a1').

b) 0 gráfico com linhas contínuas e círculos não cheios 

representa a atividade cininásica.

Na eletroforese preparativa, as proteínas sem 

atividade cininásica foram separadas das proteína,com atividade 

cininásica.
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FIGURA 8 - Quantificação dos produtos de hidrólise da bradicini

na pela endo-oligopeptidase-A de membranas do cérebro 

humano em coluna de Aminex A-5 acoplada ao micro 

analisador de peptídeos.

A coluna de Aminex A-5, com dimençoes de 0,2 x 50 cm., 

foi equilibrada e desenvolvida a 80 graus C, ut11izando-se um fluxo 

de 0,15 ml/min., com um tampao citrato de sódio 0,ó5 M pH 4,2; após 

87 minutos o tampão eluente foi trocado para citrato de sódio 

0,388 M, pH 7,5. 0 fluxo de ninidrina foi de 0,15 ml/min. A amostra 

continha aliquotas dos “ pools " das frações com atividade 

endopeptidásica eluídas com 50 a 70 mM de cloreto de sódio 

resultantes da cromatografia em DEAE-ce1u1ose incubados com 

bradicinina a 37 graus C em tampão TRIS-HCL 0,05 M, pH 7,5, ate' a 

hidrólise de 100% do substrato acompanhada pela atividade biológica 

no íleo isolado de cobaia. Essa fração foi diluída com tampao de 

citrato de sódio 0,2 N pH 2,2 contendo 15% de polieti1enog1icol na 

proporção de 1:1 ( v/v ) e aplicado no micro analisador de amino- 

ácidos .
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FIGURA 9 - Eletroforese preparativa em gel de poliacri1amida 6%

0 tampão TRIS-glicina pH 8,2 foi utilizado como 

eluente. 0 fluxo da bomba foi de 3,6 ml./h ( fraçao de 0,9 ml ) A 

corrente utilizada foi de 30 mA. A leitura de proteínas foi lida em 

280 nM ( •-------• ) apresentando 2 picos ( I e II ). Atividade 

cininásica ( o---- o ) . Nos tampões foi adicionado B-mercaptoetanol
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A endo-oligopeptidase-A de membranas foi 

purificada bem próximo da homogeneidade (figura 17). A enzima 

apresentou uma alta instabi1 idade,mesmo congelada a -25 graus 

centígrados, 20% de g1icero1, perdendo praticamente toda a atividade 

em torno de 30 dias. As causas desse fenômeno são desconhecidas e 

estudos futuros deverSo ser realizados para o esclarecimento dessa 

instabilidade.

3.4 - DETERMINAÇÃO DO PESO MOLECULAR DA END0-0LIG0-
PEPTIDASE - A PURIFICADA.

A figura 10 mostra o perfil da

cromatografia em sephadex G-100. 0 peso molecular da endo-

ol igopept idase - A de membranas,determinado em coluna de sephardex 

G-100,foi em torno de 70.000 Dalton (ver figura 11).

35 - FOCALIZAÇÃO ISOELÊTRICA DA ENDO-OLIGOPEPTIDA-
SE - A DE MEMBRANAS.

A figura 12 mostra o perfil da focalização 

isoelétrica em placa com sephadex G-25 . Apenas um pico de 

atividade enzimática foi detectado nas frações com pH de 5,36.

3.6 - EFEITOS DE CATIONS DIVALENTES E SUBSTANCIAS
INIBIDORAS E ATIVADORAS SOBRE A END0-0LIG0-
PEPTIDASE - A DE MEMBRANAS.

A figura 13 mostra os efeitos dos cátions

divalentes e substâncias inibidoras e at ivadoras sobre a endo-

oligopept idase - A de membranas Observamos que os íons

Cu++,Zn++,Ni++ e Co++ inibiram a atividade enzimática na

UNIVERSIDAD. FEDERAL DO CEARÁ
Biblioteca de Ciências da Saúde



FIGURA 10 - Cromatografia em Sephadex G-100.

0 Sephadex G-100 foi empacotado em uma coluna cilín

drica de vidro com altura de 1,6m e diâmetro de l,9cm.

A coluna foi equilibrada com TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 

contendo B-mercaptoetanol.0 fluxo da coluna, por gravidade , foi de 

12 ml./h. 0 eluente usada foi TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 contendo B- 

mercaptoetanol 10-3M. Leitura de proteínas foi lida em 280 nM 

(•—•■). A atividade cininásica e representada pelo gra'fico (o---- o).
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FIGURA 11 - Determinação do peso molecular da enzima em coluna 

de Sephadex G-100.

As proteínas padrões utilizadas foram a ovalbumina

(45.000), albumina ( 68.000 ) e gama-g1obulina ( 150.000 ). A

quantidade de cada proteína aplicada foi de 15 mg./3 ml.



•-GAMA-GLDBULINA

O-ALBUMINA

■-OUALBUMINA
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FIGURA 12 

at ividade

Final de 1

brad ic inina

- Determinação do ponto isoelétrico da enzima purifica

da por focalizaçao isoelétrica em Sephadex G-25 .

0 meio de reação utilizado para a determinação da 

endopeptidásica das frações, apresentou um volume 

ml uma alíquota de cada fração e 5 x 10-6M de

em TRIS-HCL 0,05M pH 7,5.



FR
AÇ

Õ
ES

FIG
U

R
A

—
12



FIGURA 13 - Efeitos dos cátions divalentes, inibidores enzimáti- 

cos e substância ativadora sobre a endo-oligopepti- 

dase-A de membranas do cérebro humano.

0 meio de reação utilizada

a) cátions divalentes - 5 ul de enzima, 2,5 x 10-6 M de 

Bk e 10-3 M e 10-4 M de cátions divalentes ;

b) inibidores enzimaticos - 5 ul de enzima, 2,5 x 10-6 M 

de Bk e 10-3 M e 10-4 M de inibidor enzimático;

c) substancia ativadora - 5 ul enzima,2,5 x 10-6 M de Bk 

e 10-3 M de substância ativadora (B-mercaptoetanol)



FIGURA—13

COMPOSTO CONCENTRAÇÃO
( M.MOL )

EFEITO %
ENDO-A DE MEMBRANAS

Nenhum - 100

Cu + + 0, 1 7

Zn++ 0, 1 14

Ni + + 0,1 64

Co + + 0,1 95

Ca + + 1,0 64

Fe + + 1,0 65

EDTA 0, 1 100

Ortofenantrolina 0,1 100

PMAC 1,0 79

PMSF 1,0 75

Proct olin 0,01 100

Best at in 0,01 81

Puromic ina 1,0 94

Bac it racina 1,0 58

B-mercaptoetanol 0,1 161



concentração 10-4M com as seguintes percentagens de inibição: 

93%,86%,36% e 5%, repect i vament e . Os ions Ca + + e o Fe + + causaram na 

concentração 10-3M uma inibição com as seguintes percent agens ■. 36% e 

38%,respectivamente. As substâncias PMAC e PMSF apresentaram,na

concentração de 10-3M, inibições com as seguintes percentagens: 21%

e 15%,respectivamente. D bestatin e o proctolin,na concentração de

10 -5M, não causaram nenhuma inibição signiFicativa de endo-

oligopeptidase - A de membranas. A ortoFenantro1ina a 10 -1M não

causou inibição da endo-oligopeptidase - A de membranas. No 

entanto,o EDTA causou uma inibição de 31% , mas não devido a 

quelação.e sim por uma inibição inespecíFica, pois, quando a mistura 

de EDTA e enzima Foi diluída, houve uma ativação enzimática.

3.7 - LIBERAÇfiO DE ENCEFALINAS PRESENTES EM PEPTI-
DEOS OPIOIDES,QUANDO INCUBADOS COM A ENDO- 
OLIGOPEPTIDASE - A DE MEMBRANAS DO CEREBRO 
HUMANO.

A Figura 14 mostra o sítio de clivagem dos 

peptídeos opióides,quando são incubados com a endo-oligopeptidase-A 

de membranas puriFicadas do cérebro humano.Observamos que:

a) peptídeos opióides com o número de amino-ácidos <=

7,não ocorre liberação de enceFalinaSi

b) peptídeos opióides com o número de amino-ácidos => 17, 

não ocorre liberação de enceFalinas;

c) peptídeos opióides com o número de amino-ácidos entre

8 e 16,ocorre liberação de enceFalinas.

As Figuras 15 e 16 representam a cinética



FIGURA 14 Estruturas e sítios de divagem dos peptídeos opiói

des utilizados como substrato pela endo-oligopepti-

dase-A de membranas do cérebro humano.

0 meio de reação continha 20 ul da enzima pura, 

nmoles de cada peptídeo em um volume de 200 ul. Após 20 minutos 

incubação a 37 graus C, a reação Foi detida com adiçao de 5 ul 

ácido fosFórico concentrado em uma alíquota de 50 ul e aplicada 

cromatógraFo líquido de alta perFormance.

20

de

de 

no

As setas indicam o local de hidrólise nos substratos.



FIGURA-14

PEPTÍDEOS ESTRUTURA E SITIO DE CLIUAGEM

MET-encefalina TIR-GLI-GLI-FEN-MET

LEU-ENCEFALINA TIR-GLI-GLI-FEN-LEU

LEU-ENC.-ARG TIR-GLI-GLI-FEN-LEU-ARG

HEPTAPEPTIDEO TIR-GLI-GLI-FEN-MET-ARG-FEN
1

OCTOPEPTIDED TIR-GLI-GLI-FEN-MET--ARG-GLI-LEU
1

MET-enc.-GLI-LEU-LIS TIR-GLI-GLI-FEN-MET--ARG-GLI-LIS
1

DINORFINA 1-8 TIR-GLI-GLI-FEN-LEU--ARG-ARG-ILE
i

B-neo-endorfina TIR-GLI-GLI-FEN-LEU--ARG-LIS-TIR-PRO
|

ALFA-neo-endorfina TIR-GLI-GLI-FEN-LEU--ARG-LIS-TIR-PRO 
-LIS

1
BAM-12 TIR-GLI-GLI-FEN-MET *-ARG-ARG-UAL-GLI 

-ARG-PRO-GLU

Dinorfina-B TIR-GLI-GLI-FEN-LEU--ARG-ARG-GLN-FEN 
-LIS-VAL-VAL-THR

Dinorfina 1-17 TIR-GLI-GLI-FEN-LEU-ARG-ARG-ILEU-ARG 
PRO-LIS-LEU-LIS-TR-ASP-ASP-GLN

BAM-22 TIR-GLI-GLI-FEN-MET-ARG-ARG-UAL-GLI- 
ARG-PRO-GLU-TRP-TRP-MET-ASP-TIR-GLN- 
LIS-ARG-TIR-GLI
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FIGURA 15 - Cinética de liberação da MET-encefalina por hidró-

lise enzimática MET-encefalina-ARG-GLI-LEU-LIS ( 0 >

octopeptídeo (A) e BAM-12 (□) pela endo-oligopep

tidase-A de membranas purificadas do cérebro humano

0 meio de reação continha : 20 ul da enzima purificada;

20 nmoles do substrato em um volume de 200 ul.A reação ocorreu a 37

graus e foram retirados do meio de incubação alíquotas de 50 ul aos

t empos respectivos de 5, 10 e 20 minutos, misturadas, cada amostra,

com 5 ul. de ácido fosforico concentrado e aplicadas no

cromatografo liquida de alta performance.



FIGURA-15

- TEMPO (MINUTO)

D -BAM - 12

• -OCTOPEPTIDEO

O -MET-ENCEFALINA-ARG-GLI-LEU-LIS

UN1VERS:D..L FtO:
Eibtiotec’ 'J*
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FIGURA 16 - Cinética de liberaçao da LEU-encefalina por hidrólise

enzimática de dinorfina 1- 8 ( 0 ), B-neo-dinorfina

( • ), alfa-neo-dinorfina ( o :> e dinorfina-B ( ■ )

pela endo-oligopeptidase- A de membranas purificadas

do cérebro humano.

meio de reação continha 20 ul da enzima purificada;

20 nmoles do substrato em um volume de 200 ul. A reaçao ocorreu a 

37 graus e foram retirados do meio de incubação alíquotas de 50 ul 

aos tempos respectivos de 5, 10 e 20 minutos, misturadas, cada 

amostra, com 5 ul. de ácido fosfórico concentrado e aplicadas no 

cromatógrafo líquida de alta performance.



FIGURA-16

0-DINORFINA 1-8

• -B-NEO-ENDORFINA

°-ALFA-NEO-ENDORFINA

■ -DINORFINA-B
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Figura 17 - Eletroforese em placa de gel de poliacri1amida sem 

S.D.S., da endo-oligopepitidase-A de membranas 

purificadas do cerebro humano.

A amostra utilizada apresentou um volume de 150 ul 

contendo 165 ug. de proteínas.



FIGURA -17
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FIGURA 18 - Propriedades da endo-oligopeptidase-A de membranas

e endo-oligopeptidase-A solúvel do cerebro humano.



FIGURA -18

PROPRIEDADES ENDO-A MEMBRANAS ENDO-A SOLÚVEL

Peso molecular 70.000 70.000

Ponto isoeletrico 5,3 4,9

pH ot imo 7,0 - 7,5 7,0

Eluicao do DEAE- 50-70 MM 50-70 MM

celulose de Nacl de Nacl



FIGURA 19 - Efeitos dos cátions divaientes(conc.de 10-3M e 10-4M)

e dos inibidores enzimáticos (conc.de 10-3M e 10-4 M) 

sobre as endo-oligopeptidase-A de membranas e da fra

ção solúvel do cérebro humano.



FIGURA -19

COMPOSTO CONCENTRACÃO
( M.MOL )

EFEITO %

endo-A de 
membranas

endo-A 
solúvel

Nenhum - 100 100

Cu + + 0,1 7 8

Zn ++ 0,1 14 6

Ni + + 0, 1 64 75

Co ++ 0,1 95 92

Ca + + 1,0 64 76

Fe + + 1,0 65 72

EDTA 0,1 100 100

PMAC 1,0 79 17

PMSF 1,0 75 75

Proct o 1in 0,01 100 100

Best at in 0,01 81 87

Puromic ina 1,0 94 100

Bac it rac ina 1,0 58 48

« ENDO-A = ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A



de liberação de MET-encefalina e LEU-encefalina dos seguintes 

peptídeos. MET-encefalina-ARG-GLI-LEU-LIS, octopeptídeo, BAM iB, 

dinorfina 1-8, B-neo-endorfina,Alfa neo-endorfina e dinorfina B.
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4 DISCUSSÃO.

4.1 - METODOLOGIA DE SOLUBILIZAÇSO E PURIFICAÇfiO.

4.1.1 - Solubi1ização da endo-oligopeptidase - A de
membranas do cérebro humano.

Realizamos experimentos preliminares de

solubi1ização, para difinir qual dos métodos a ser utilizado na

seis

enzimática, apenas a solução TRIS-HCL 0.005M pH 7,5 mais TRITON X-

100 A 1% apresentou uma eficiência de 90% na solubi1ização da

at ividade enzimática da endo-oligopeptidase A, ligada

membranas, uma vez que a extração controle sem triton X-100 não

solub i1izou prat icament e nenhuma atividade enzimática. As demais

a

condições utilizadas não foram tão eficientes quanto o trinton X- 

100 a 1%.

A solução TRIS-HCL 0,05M pH 9,0 solubilizou a 

endo-oligopeptidase-A de membranas,de forma parcial. Este resultado 

também foi encontrado por CARVALHO, em 1978.

4.1.2 - Purificação da endD-oligopeptidase-A de mem
branas do cérebro humano.

A metodologia de purificação utilizada foi

basicamente a empregada por CAMARAO,1987,na purificação da endo-

ol igopept idase-A da fração solúvel do cérebro humano.

A endo-oligopeptidase-A foi isoladada da fra

ção do precipitado do homogenato do cérebro humano,de forma quase

homogênea, apresentando um leve contaminante (figura 17).
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A homogeneidade da enzima foi demonstrada pela 

eletroforese em placa sem S.D.S.

A endo-oligopeptidase-A de membranas apresen

tou uma alta instabi1 idade,mesmo congelada a -25 graus centígrados, 

com 20X de glicerol. As causas desse fenômeno são desconhecidas.

4.2 - CARACTERIZAÇÃO DA ENDD-OLIGOPEPTIDASE - A DE
MEMBRANAS DO CEREBRO HUMANO E COMPARAÇÃO COM 
A ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A SOLÜVEL.

Após a purificação e demonstração da 

forma quase homogênea da endo-oligopeptidase -A,de membranas,reali- 

zamos experimentos para elucidar algumas propriedades da endo- 

ol igopept idase -A ,de meinbranas.as quais foram semelhantes as 

propriedades da endo-oligopeptidase -A da fração solúvel do cérebro

humano (CAMARÃO,1987),do cérebro de boi e do de coelho (CARVALHO,

1981 i CAMARGO, 1987) e do coelho (CICILINI e

cols.,1988) -Figuras 18 19. As propriedades foram as seguint es:

peso molecular de 70.000 Dalton; PH ótimo próximo da

e

cromatografia de DEAE-celulose com TRIS-HC1

0,05M pH 7,5,com 50mM e 70mM de cloreto de

DTT, B-mercaptoetanol;inibição pelo Cu++, Zn++, Ni++, Co+ + e

PMSF; degradação da bradicinina a fragmentos ARG1-FEN5 e SER6-ARG9,

em quantidades estequiométricas. Não houve inibição pelo EDTA;

a DIN-A 1-8,

LEU-encefalina de peptídeos

DIN-B, ALFA-NEO-ENDORFINA e

MET-encefalina de peptídeos

opióides tais

B-NEO-ENDORFINA;

opióides,tais

como

1 ibe-

como

octopeptideos TIR-GLI-GLI-FEN-MET-ARG-GLI-LEU, BAM-12 e MET-encefa- 

1ina-ARG-GLI-LEU-LIS.



No entanto.a endo-oligopeptidase-A, de mem

branas ,e a endo-oligopeptidase-A solúvel apresentaram pequenas di

ferenças em relação ao ponto isoelétrico e a inibição pelo ferro 

e PMAC. (figuras 18 e 19). 0 ponto isoelétrico da endo-oligopepda- 

se-A de membranas foi ligeiramente maior do que da endo-oligopepti- 

dase-A solúvel. A inibição da endo-oligopeptidase-A de membranas 

induzida pelo Fe++,foi ligeiramente maior do que a endo-oligopepti- 

dase-A solúvel. 0 PMAC inibiu a endo-oligopeptidase-A de membranas 

menos do que a endo-oligopeptidase-A solúvel.

De acordo com as propriedades das 

endopeptidases, acima relatadas vimos que existem várias 

semelhanças e leves diferenças em relação a suas propriedades, o 

que nos leva a crer que essas endopeptidases podem sér isoenzimas.

SUPATTONI e cols. (1988) caracterizaram,em 

grânulos, medula supra-renal bovina, uma endopeptidase neutra com 

peso molecular e com pH ótimo semelhante ao da endo-oligopeptidase- 

A solúvel,do cérebro de rato (Carvalho e Camargo - 1981).

4.3 - ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A DE MEMBRANAS E DIFEREN
TE DA METALOPEPTIDASE (EC.3.4.24.15)?

ORLOldSKI e cols. (1981,1983 e 1989) isolaram 

uma metaloendopeptidase (EC.3.4.24.15) da fração solúvel do cérebro 

e testículo de rato com as seguintes propriedades: peso molecular 

de 67000 Daltons; pH ótimo próximo da neutralidade; forte inibição 

pelo EDTA e ortofenantrolina; reativação pelo Zn+2, Co+2 e Mn+2; 

inibição específica pelo inibidor sintético BZ-GLI-ALA-ALA-FEN-PAB; 
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degradação da bradicinina,neurotensina,1uliberium e substância P.; 

liberação de encefalinas de peptídeos opióides tais como a 

dinorfina-A 1-8, B-neo-endorfina, metorfamide e MET-encefalina-ARG- 

GLI-LEU.

TOFFOLETTO e CAMARGO (1988 e 1989) 

demonstraram que a endo-oligopeptidase-A solúvel e a 

meta 1 opeptidase (EC.3.4.24.15) solúvel são enzimas distintas pelos 

seguintes fatos: 1) somente a endo-oligopeptidase-A liberar

encefalina da metorfamide e dinorfina-Al-8; 2) somente a endo-

ol igopept idase-A ser precipitada pelo anti-soro endo- 

ol igopeptidase-A; 3) 0 substrato sintético BZ-GLI-ALA-ALA-FEN-PAB

não ser hidrolizado pela endo-oligopeptidase-A .

Como vimos, a endo-oligopeptidase-A de 

membranas é quase idêntica a endo-oligopeptidasè-A da fração 

solúvel,ou seja, provavelmente são isoenzimas. Com a contestação de 

TOFFOLETTO e CAMARGO (1988) de que a endo-oligopeptidase-A solúvel 

e a metalopeptidase (EC.3.4.24.15) são enzimas distintas, podemos 

concluir, por extrapolação, que a endo-oligopeptidase-A de 

membranas e a metalopeptidase (EC.3.4.24.15) são peptidases 

d i ferent es.

4.4 - ENVOLVIMENTO DA ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A DE MEM
BRANAS NA LIBERAÇfiO DE ENCEFALINA A PARTIR DE
PEPTÍDEOS INTERMEDIÁRIOS CONTENDO ENCEFALINA.

b io1og icament e

Desde a descoberta da pró-opiomelanocortina

(NAKANISHI e col. 1989), evidências mostraram que peptídeos 

são originados de grandes proteínas at ivos



precursoras, nas quais pares de amino-ácidos básicos são 

reconhecidos como sinais para a divagem proteolitica. Esse fato 

levou a hipótese de um modelo proteolítico para a liberação de 

peptideo biologicamente ativo a partir de um precursor maior. Nesse

modelo duas 

envolvendo uma endopeptidase tipo tripisina e os seguintes passos

envolvendo uma carboxipept idase e uma aminopeptidase (STEINER e

col . 1980) .

No entanto, em estudos recentes (CAMARGO e

cols.1987; CAMARAQ e cols.1987 e TOFFOLETTO e cols.1988.) foram

demonstrados que peptídeos opióides derivados da pró-dinorfina e 

pró-encefalina foram clivados pela endo-o1igopeptidase-A, dando 

origem a LEU-encefalina e MET-encefalina, respectivamente em apenas 

uma etapa de reação. Esse fato nos surgere que essa enzima pode 

estar envolvida na liberação de encefalina a partir de peptídeos 

intermediários contendo encefalina.

A endo-oligopeptidase-A de membrana liberou 

encefalina de peptídeos opióides intermediários derivados da pró- 

dinorfina (DIN1-8; DIN-B; alfa-NEO e B-NEO) e da pró-encefalina 

(octopeptideo, nonapeptídeo e BAM-18). Esses resultados mostram que 

a endo-oligopeptidase-A de membranas pode estar envolvida com a 

liberação de encefalinas a partir de peptídeos opióides 

intermediários (8 a 16 resíduos).

0 fato da endo-oligopeptidase-A de membranas 

liberar encefalinas a partir de peptídeos opióides intermediários, 

nos encentivou a elaborar modelos hipotéticos de como essa 

liberação podería ocorrer. Os modelos hipotéticos são: 1) A endo- 
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oligopeptidase-A de membranas poderia estar situada na membrana 

sináptica, voltada para sinapse, sendo assim capaz de liberar 

encefalinas a partir de peptídeos opióides intermediários 

existentes na sinapse; 2) A endo-oligopeptidase-A de membranas 

poderia estar na membrana do Complexo de Golgi voltada para o lado 

de dentro, onde clivaria peptídeos opióides intermediários no 

interior do Complexo de Golgi a encefalina e esta seria liberada 

para o citoplasma celular; 3) A endo-oligopeptidase-A de membranas 

poderia estar na membrana do Complexo de Golgi voltada para o lado 

de fora, onde clivararia peptídeos opióides intermediários, 

presentes no citoplasma, a encefalinas; 4) A endo-oligopeptidase-A 

de membranas poderia estar nas membranas das vesículas voltada para 

o lado do citoplasma celular e clivaria peptídeos opióides 

intermediários a encefalina.

As hipóteses, acima propostas. podem ser 

averiguadas com a produção de anti-corpos para endo-oligopeptidase- 

A de membranas sendo assim possível o mapeamento dessa enzima.

4.5 - A ENDO-OLIGOPEPTIDADE-A DE MEMBRANAS PODE ES
TAR ENVOLVIDA COM A FISIOLOGIA DA DOR ?

A localização de receptores opióides (KUHAR e 

cols.,1973) e neurônios contendo encefalinas no tálamo, substância 

cinzenta periaqueductal e substância gelatinosa da medula espinhal 

sugere um envolvimento dos peptídeos opióides endógenos com a 

modulação da dor nesses três níveis (HOKFELT e cols ,1977;SIMANTDV 

e cols,1977)

A estimulação elétrica da substância cinzenta 



periaqueductal no mesencéfalo produz analgesia em 

animais,mimetisando a ação da morfina,quando injetada nesse local.

Essa analgesia é parcialmente revertida pelo naloxone e é efetiva a 

presença de peptídeos opióides endógenos e receptores opióides 

(AKIL e cols . ,1976) .

GOODMAN e cols.,1980,detectaram receptores 

opióides na medula espinhal.

BOTTICELLI e cols1981.demonstraram a 

presença de dinorfina na medula espinhal de mamíferos a níveis 

compatíveis com o hipotálamo anterior.

Agonistas opióides tais como a B-endorfina 

(OYAMA e cols.,1980) e D-ALA2-D-LEU5-encefalina (0N0FRI0 e 

YAKSH,1983)foram usadas por via intratectal, para aliviarem dores 

crônicas intratáveis.

A endo-oligopeptidase-A solúvel (primeiramente 

isolada por CARVALHO e cols.,1981) e a endo-oligopeptidase-A de 

membranas,por nos isolada, tiveram a propriedade de liberar MET e 

LEU-encefalinas de peptídeos opióides intermediários. Esse 

resultado sugere um possível envolvimento da endo-oligopeptidase-A 

com a fisiologia da dor.

Quando um tecido é injuriado há uma liberação 

de mediadores que estimulam receptores específicos nos neurônios 

sensoriais nociceptivos. A bradicinima - um nonapeptídeo (ARG-PRO- 

PRO-GLI-PHE-SER-PRO-PHE-ARG)- é considerada um mediador químico 

nos processos inflamatórios,devido a:

1) Haver um aumento da concentração de bradici
nina, quando um tecido é injuriado (GARCIA
LEME,1978).
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2) A bradicinina possui um potente efeito álgi- 
co (ARMSTRONG,1970; CLARCK,1979).

STERANKA e cols.,1988, utilizando bradicinina 

triciada demonstraram a presença de receptores específicos da 

bradicinina na substância gelatinosa,raiz dorsal, em pequenas 

células do gânglio trigeminal e nas fibras aferentes da coronária e 

do miocárdio. A localização de receptores específicos de 

bradicinina,em áreas ricas de neurônios sensoriais 

nociceptivos, suporta a idéia de que a bradicinina seja um mediador 

fisiológico da dor.

A bradicinina é um excelente substrato para a 

endo-oligopeptidase-A solúvel (CARVALHO,1981 e CAMARfiO,1987) e a de 

membranas (CARVALHO,1978).Essas duas enzimas clivam a bradicinina 

na ligação FEN5-SER6 resultando na inativação da bradicinina. Tal 

constatação sugere a possibilidade de a endo-oligopeptidase-A estar 

envolvida no processo de degradação fisiológica da bradicinina.

Cone 1uindo,pode-se lançar a hipótese geral de 

que a endo-oligopeptidase-A pode estar corre 1 acionada com a

fisilogia da dor em dois aspectos que resultaram em uma ação

sinérgica de liberação de encefalinas,a partir de pept íduos

opióides intermediários,causando analgesia e inativando a

bradicinina - substância algésica.

Os estudos futuros com anticorpos e inibidores

enzimáticos poderão esclarecer em definitivo o papel fisiológico da 

endo-oligopeptidase-A.

UNIVERS'D»w-
Biblioteca de
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Ciências da Saude

61



CONCLUSÕES



5.0 C0NCLUS0ES.

5.1 -A endo-oligopeptidase-A de membranas do

cérebro humano foi purificada, apresentando um leve contaminante, 

utilizando-se os seguintes passos de purificação:

a) Homogeneização em água na proporção de 1:4 (p/v),

centrifugação a 25.000 G, durante 1 h, cromatografia 

de troca iônica, em coluna de DEAE-ce1u1ose,eletrofo- 

rese preparativa em coluna de gel de po1iacri1amida.

b) Na eletroforese em placa de gel de poliacri1amida,sem 

S.D.S., apresentou um leve contaminante.

c) A endo-oligopeptidase-A de membranas e endo- 

peptidase-A da fração solúvel parecem ser isoenzimas.

d) A endo-oligopeptidase - A de membranas e a 

metalopeptidase E.C.3.4.24.15 são enzimas diferentes.

e) A endo-oligopeptidase-A de membranas purificada

liberou MET e LEU-encefalinas de peptídeos opióides 

(em concentrações fisiológicas),tais como MET- 

encefal ina-ARG-GLI-LEU-LIS, octopeptideo, BAM 12, DIN 

1-8, B-NEO-END., ALFA-NEO-END. e B-DIN. No entanto, 

peptídeos opióides com número de amino-ácidos < = 7

ou > = 17 não liberaram encefalinas.

f) A endo-o1igopetidase-A de membranas do cérebro humano 

pode estar corre 1 acionada com a fisiologia da dor,por 

causa de suas ações sinérgicas de hidrolisar a bradi

cinina e liberar encefalinas.
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h) A endo-oligopeptidase-A de membranas do cérebro

humano pode estar envolvida com

■Fisiológica de encefalina.

1iberação
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