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RESUMO

Uma enzima que degrada encefalina foi isolada da fra 

ção sobrenadante do encéfalo humano e purificada de 2084 ve

zes em relação ao homogeneizado. Vários critérios de pureza su 

gerem a homogeneidade desta enzima: eletroforese em gel de po- 

liacrilamida com e sem dodecil sulfato de sódio (SDS) e focali 

zação isoelétrica em sephadex G-25.

A enzima isolada degrada exclusivamente a encefalina
, ~ .1 ■ 2na ligaçao Tir -Gli .

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil 

sulfato de sódio e cromatografia em coluna de sephadex G-200 

indicaram que a enzima pura é constituída de uma única cadeia 

polipeptídica com peso molecular em torno de 100000 daltons.

A focalização isoelétrica em sephadex G-25 demons

trou que a encefalinase purificada apresenta um ponto isoelê- 

trico em torno de 4,9. A enzima ê ativada por ditiotreitol e
H—F -F-F "F"F ~F~Finibida por Cu ' , Zn , Mn , Ni , puromicina bacitracma, p- 

aminomercuoacetato, porém não é afetada por EDTA.



SUMMARY

The enzyme which hydrolysis enkephalin was isolated 

from human brain supernatant and purified about 2084 fold. The 

purified enzyme was homogeneous on the basis on the polyacryla 

mide gel electrophoresis, SDS polyacrylamide gel electrophore- 

sis and isoelectric focusing in sephadex G-25. The isolated 

enzyme cleaves only the Tyr-^-Gly2 bond of the enkephalin. So- 

dium dodecyl sulphate gel electrophoresis and sephadex G-200 

chromatography indicated a single polypeptide chain with mole

cular weight of 100 000 daltons. The isoeletric focusing sho- 

wed that the purified enzyme has a pi near 4,9. The enzyme was 
activated by adittion of dithiothreitol and inhibited by Cu+' ,

4-4- 4-4- 4-4-Zn , Mn , Ni , puromycin, bacitracin and p-aminomercuryace- 

tate but not was affected by EDTA. The K value for Met-enke -
-5 phalin was 4,16 x 10 M suggesting that these enzyme may be 

enveloped in mechanisms of physiological hydrolysis of opioid 

peptides.



1 - INTRODUÇÃO

1.1 - Generalidades

Entender a base celular e molecular das funções do 

cérebro humano tem sido um dos maiores desafios científicos.A 

intensificação dos estudos nesta área, tem permitido, nas úl

timas duas décadas, notáveis progressos, resultantes da descober 

ta de novos fatores cerebrais - peptídeos e polipeptídeos - 

que parecem controlar o funcionamento da hipõfise, sistema en 

dócrino e possivelmente do próprio cérebro.

0 estudo dos peptídeos distribuídos amplamente nos 

mamíferos, particularmente no cérebro e trato gastrointesti

nal, além de trazer novas perspectivas acerca da regulaçao da 

neurotransmissão, permitiu a identificação dos neurônios pep- 

tidérgicos em outras áreas do tecido nervoso, fora do eixo hi 

potãlamo - hipofisãrio. Estes neurônios caracterizam-se por 

sintetizarem o neurotransmissor (peptídeo) apenas no corpo 

celular, por não possuírem o fenômeno de recaptaçao e por ar- 

mazenarem o mediador em vesículas de 1.000 A, o que os distin 

gue dos neurônios clássicos (Speidel, 1919;Bargman & Scharrer, 

1951; Hild, 1951; Hõkfelt et al, 1980). O fato dos receptores 

peptidérgicos serem ativados por concentrações menores do neu 

rotransmissor (neuropeptídeo), em relação àquelas necessárias 

1



2

ã estimulação dos neurônios clássicos permite uma açao mais 

prolongada dessas substâncias (Hõkfelt, et al, 1980).

A suspeita de dois grupos celulares interagindo por 

meio de um mensageiro químico motivou uma sequência de experi 

mentos que levaram inicialmente ã caracterização de dois hor

mônios secretados pelo lobo posterior da hipõfise - vaso- 

pressina e ocitocina - como sendo um peptídeo (Du Vigneaud et 

al, 1953). Estes dois hormônios, apesar de terem sido caracte 

rizados inicialmente em mamíferos, representam uma classe de 

peptídeos cuja estrutura foi preservada ao longo do processo 

evolutivo. Em muitos vertebrados inferiores é representado 

por uma substância simples denominada arginina-vasotocina.Nos 

mamíferos há uma substituição do aminoácido arginina na posi^ 

çao 8 por leucina, passando a chamar-se ocitocina (ver revi

são Bloom, 198,1) . Em seguida, foram descobertos os neurônios 

peptidérgicos no hipotâlamo, contendo hormônio liberador da 

tireotrofina (TRH), hormônio liberador do hormônio luteinizan 

te (LHRH) e somatostatina (ver revisão Browstein, 1977; Hok- 

felt et al, 1980) . Aos poucos, a pequena lista feita por Mc 

LENNAN (1963), acerca dos possíveis neurotransmissores, ini

ciada pela acetilcolina, noradrenalina e serotonina (transmis 

sores clássicos), vem crpscendo dia após dia.Invariavelmente, 

cada mensageiro é descoberto primeiro como um fator - uma 

substância de composição química desconhecida, que tem um e- 

feito farmacológico qualquer. Na maioria das vezes, conclui 
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se que este fator é constituído por aminoácidos e que é ativo 

no cérebro, sendo denominado neuropeptídeo.

As técnicas para a determinação rápida de peptídeos 

e da sequência de aminoácidos têm facilitado bastante as pes

quisas nesta área, permitindo a identificação de um número ca 

da vez maior de peptídeos, dentro e fora do eixo hipotálamo- 

hipofisário. A imunohistoquímica, por sua vez, tem contribuí 

do com uma série de mapeamentos no sistema nervoso e em ou

tros tecidos, podendo ser citados: a substância P (Cuello & 

Kanazawa, 1 978), as encefalinas (Hôkfelt et al,1977a ;Simantov 

et al, 1977; Watson et al, 1977; Bloom et al, 1978, Sar et 

al, 1978; Larsson et al, 1979), as endorfinas (Bloom et al, 

1978), ocitocina e vasopressina (Swanson, 1977; Defendini & 

Zimmerman, 1978), etc.

Nos últimos tempos, vários trabalhos têm demonstrado 

que um peptídeo pode coexistir com um neurotransmissor clãssi_ 

co no mesmo neurônio, como é o caso: da serotonina na medula 

oblonga do rato com a substância P (Chan Palay et al, 1978, 

Singer et al, 1979), com o hormônio tireotrófico (Hokfelt et 

al, 1980); da noradrenalina com a somatostatina nos gânglios 

simpáticos da cobaia (Hokfelt et al,1977b) e com as encefali
nas no gânglio cervical 'superior do rato (Hôkfelt et al,1980).

Aos neuropeptídeos tem sido atribuída uma variedade 

de funções, além daquelas atribuídas ao eixo hipotãlamo-hipo- 

fisário, destacando-se a neurotransmissão (Nicòl & Barker, 
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1971a; Konishi & Otsuka, 1974a,b, Renaud et al, 1975; Saito et 

al, 1975; Barker, 1976, 1977, HGkfelt et al, 1980; Snyder et 

al, 1980; Giust, 1982) e a modulação da atividade nervosa (Ni- 

col & Barker, 1971b, Barker & Gainer, 1974; Henry et al, 1975; 

Maveri & Simon, 1975; Barker & Smith, 1976; Barker, 1977; Hòk- 

felt et al, 1980).

1.2 - Peptídeos opióides

Os exemplos mais típicos de peptídeos relacionados com 

a transmissão são,provavelmente,as endorfinas e encefalinas. & 
saga das endorfinas e encefalinas começou com a descoberta, em 

vãrios laboratórios, de certos neurônios que possuíam recepto

res estereoespecíficos saturãveis para os opiãceos (Pert & 

Snyder, 1973; Simon et al, 1973; Terenius, 1973). Logo depois, 

HUGHES & KOSTERLITZ (1 975) , descreveram o isolamento, no encé- 

falo de porco, de uma substância que apresentava ações seme

lhantes ã morfina sobre o íleo de cobaia, mas que ao ser incu

bada com enzimas proteolíticas perdia a atividade. Esta propri 

edade levou-os a acreditar tratar-se de um peptídeo, denominar 

do-o na ocasião de encefalina. MORRIS, trabalhando no mesmo 

projeto com HUGHES (1 975) , analisando a sequência de aminoãci- 

dos da substância isolada, observou que se tratava de dois pen 

tapeptídeos que tinham em comum uma sequência N-terminal (Tir- 

Gli-Gli-Fen-X), diferindo na posição 5,podendo esta ser Met ou 

Leu,sendo então denominadas Met-5-encefalina e Lèu-5-encefalina.
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Daí por diante, numerosos trabalhos têm sido lançados na lite 

ratura, demonstrando o esforço de vários pesquisadores na ten 

tativa de encontrar uma substância que possa prolongar o tem 

po de vida das encefalinas e consequentemente aliviar a dor. 

Além disso, apesar das afirmativas acerca dos seus papéis na 

neurotransmissão e modulação, a busca dos seus possíveis pa

péis fisiológicos continua.

0 interesse por outros peptídeos que mimetizam a a 

ção da morfina foi despertado com a descoberta de peptídeos 

morfinomiméticos na hipófise (Goldstein, 1976) cujas cadeias 

eram bem maiores que aquelas das encefalinas. Um desses pepti_ 

deos foi a B-lipotrofina que contém 91 resíduos aminoacídicos 

e cuja porção carboxílica terminal possui 31 resíduos de ami_ 

noácidos, sendo denominada 8-endorfina (Smith & Li, 1977) . Es 

sa última é até agora a mais potente das substâncias endóge- 

nas do tipo opiãceo. Outros fragmentos da B-endorfina da ati^ 

vidade morfínica foram extraídos por GUILLEMIN (1978). Estes 

fragmentos foram chamados a-endorfina e y-endorfina.

A descoberta da B-endorfina na hipófise e a conclu 

são de que a sequência de aminoácidos 61-65 do hormônio hipo 

fisârio era idêntica ã sequência de aminoácidos da Met-encefa 

lina (Hughes, 1975; Simon & Hiller, 1978; Terenius, 1978) le

varam alguns pesquisadores a especular se as encefalinas exis 

tiriam naturalmente no cérebro ou se seriam produtos de degra 

dação da B-endorfina. Alguns chegaram inclusive a afirmar que 

as encefalinas eram artefatos produzidos por enzimas contidas 
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nos .tecidos, possuindo por "ligante endógeno" a 6-endorfina. 

Essa possibilidade foi eliminada com a demonstração de que as 

encefalinas são rapidamente destruídas por enzimas proteolíti. 

cas do cérebro, enquanto a 6-endorfina é mais estável, não 

sendo facilmente destruída (Hughes, 1975; 1978),fato confir

mado com a síntese de um análogo das encefalinas (Pert et al, 

1976) .

1.3 - Possíveis funções das encefalinas e endorfinas no sis

tema nervoso

Como comentado no item anterior, nos estudos ini

ciais sobre encefalinas e endorfinas, alguns pesquisadores se 

equivocaram quanto a identidade de ambas, lançando na litera

tura afirmações contraditórias e não suficientemente específri 

cas. Baseados em aspectos peculiares da biossíntese e distri

buição, alguns trabalhos de revisão como os de GIUST (1982)

fazem distinção entre estas substâncias. De uma maneira ge

ral, os peptídeos do tipo opiáceo estão presentes, em especi 

al,nas áreas do SNC hipoteticamente relacionadas com a per

cepção da dor (lâmina I, II e V, núcleo trigeminal, núcleo 

cinzento do periaqueduto,núcleo cinzento periventricular e nú 
t

cleo da rafe) atividade motora, humoral e comportamental (glo

bo pálido, estria terminal locus ceruleus). Enfim, são 

encontrados em todas as áreas que se predispõem ã regulaçao 

da função neuroendõcrina (eminência média) e também, em cêlu- 
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las cujas funções estão relacionadas à motilidade intestinal 

(plexos nervosos e glândulas exógenas do estômago e intesti

no) . Acredita-se ainda, que as encefalinas estejam contidas 

em neurônios internunciais, enquanto a beta endorfina encon

tra-se, principalmente, na pars intermedia,pars distalis da hi 

pófise e no hipotálamo. Alguns dos neurônios que as contêm pos 

suem fibras de projeção ascendente e descendente, que terminam 

em áreas que parecem desempenhar papel importante na modulação 

da dor e onde foi encontrada grandes concentrações de encefa

linas (ver Snyder, 1978, Herz, 1978; Gramsch et al, 1979; Cox, 

1 982) .

Ao que parece, as encefalinas e endorfinas pertencem 

a sistemas funcional e anatomicamente diferentes, atuando co

mo neurotransmissores, moduladores da neurotransmissão ou neu 

rohormônios (Bloom et al, 1978; Gramsch et al, 1979; HÕkfelt 

et al, 1980; Bloom, 1981; Giust, 1982).

A beta endorfina é considerada um neurohormõnio devi 

do à sua localização no hipotálamo e ã sua ação relativamente 

prolongada. A distribuição mais ampla das encefalinas, a depen 

dência de cálcio na sua liberação, a destruição muito rápida e 

sua localização nos sinaptosomas, sugerem que estas atuem como 

neurotransmissores ou moduladores da função sináptica (ver 

Goodman & Gilman, 1980; Giust, 1982). Supõe-se ainda que as 

encefalinas encontradas no SNC, desempenhem predominante

mente o papel de transmissores pré - sinãpticos do ti
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po inibitório (Giust, 1982), e que os opiâceos (tipo morfina) 

e opiâceos de ação mista (drogas que podem agir como agonista 

ou como antagonistas) produzem efeitos imitando as ações dos 

ligantes endógenos. Além disso, como parecem existir várias 

espécies de receptores, há a possibilidade de que os opiâceos 

exógenos possam exercer ações sobre alguns receptores que não 

sejam ativados fortemente por seus próprios "ligantes endóge

nos" (Goodman & Gilman, 1980; Giust, 1982).

A analgesia induzida por opiâceos, provavelmente se 

deve a ações exercidas em diversos sítios no SNC, envolvendo 

vários sistemas de neurotransmissores. A presença de recepto

res para opiâceos nas lâminas I e II (substância gelatinosa) 

da medula espinhal e no núcleo espinhal do nervo trigêmeo, a- 

poia a idéia de que os estímulos nocivos podem alterar e di. 

minuir, neste primeiro nível de integração sensitiva. Possi

velmente, os opiâceos exógenos e as encefalinas endógenas a- 

gem alterando a liberação central dos neurotransmissores de 

nervos aferentes, sensíveis a estímulos nocivos. Estes nervos 

assim como os neurônios internunciais que contêm encefalinas, 

também são afetados pela entrada das raízes descendentes e 

talvez, pela beta endorfina circulante (Goodman & Gilman,1980; 

Giust,1982). ,

Apesar da maioria dos experimentos levarem a sugerir 

que a modulação da dor seria a função primária das encefali

nas e endorfinas (Nikol & Barker, 1971; Barker & Gainer,1974; 

Hdkfelt et al, 1977., 1980), observou-se que quando da adminis 
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tração de Met-5-encefalina e Leu-5_encefalina no ventrículo ce

rebral de animais experimentais, ocorria um aumento, diminujL 

ção ou produção de mudanças bifásicas na pressão sanguínea 

(Laubie et al, 1 977 ; Bolme et al, 1 978 ; Bellet et al, 1 980; 

Yukimura et al, 1 982; Baum et al, 1 983) e que as encefalinas 

estão distribuídas em regiões como o trato solitário, hipotá- 

lamo e núcleo ambíguo, sugerindo que possam participar do con 

trole cardiovascular (Baum et al, 1983). Também foram en

contradas em circuitos relacionados com a temperatura corpo 

ral, regulação da secreção hormonal e controle do movimento 

corporal (Bloom, 19&1). Somando-se ao interesse dos pesquisa 

dores em estudar os efeitos comportamentais e analgésicos(Sny 

der, 1 978; Terenius, 1 978) , o possível envolvimento dos peptí. 

deos opióides em alguns estados patológicos começam a desper

tar atenção. DIGUILIO et al (1979), relata a redução dos ní

veis de encefalinas imunoreativas em ratos com hipertensão 

espontânea. Também,tem sido responsabilizados como um dos fa 

tores que contribuem para o crescimento do tumor mamário indu 

zido por carcinógenos em ratos (Aylsworth et al, 1979; Zagon 

& Mc Laughlin, 1 983,; Su et al, 1 983) . Esta amplitude de possí 

veis funções tem confundido os esforços em atribuir aos mensa 

geiros o domínio de uma única função. Uma das limitações des
t

se estudo é a dificuldade em isolar-se as enzimas-frequente- 

mente lábeis - capazes de degradar e liberar peptídeos, o que 

leva a crer que a identificação do sistema enzimático possa 

vir a ajudar a esclarecer as suas funções e seú mecanismo de 
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açao.

1.4 - Metabolismo das encefalinas

As encefalinas como método alternativo para o alivio 

da dor, como proposto desde sua descoberta (Hughes, 1975) apre 

sentam uma grande dificuldade: meia vida curta (Pert et al, 

1976). São rapidamente inativadas no cérebro e no plasma,sendo 

sua natureza transitória "in vivo" atribuída, em parte, ã di

vagem enzimática por aminopeptidases (Hambrook et al, 1976, 

Schnebli et al, 1 979 ; Traficante et al, 1 980 ; Wagner et al, 

1981; Hersh, 1 982; Schwartz et al, 1 982; Cushman et al, 1 983 ; 

Gordon et al, 1983). Esforços nesta área têm sido centraliza

dos na tentativa de sintetizar análogos destas substâncias, re 

sistentes ã degradação enzimática, aumentando assim, a meia 

vida. Nesse sentido, PERT et al, 1 976 , observaram que a. subs 

tituição da Gli por D-Ala, na posição 2 da molécula de encefa- 

lina, resulta em um composto mais estável e ativo via intra-ce 

rebral ou intra-vascular (Hughes, 1978).

Uma outra forma de aumentar a ação efetiva das ence

falinas seria, possivelmente, limitando sua velocidade de de 

gradação por bloqueio dast vias enzimãticas associadas ao seu 

catabolismo.
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I. 4.1 - Enzimas relacionadas com a degradação de encefalinas

A busca de uma enzima que degrade fisiologicamente 

as encefalinas trouxe para a literatura um grande acervo de 

trabalhos. A molécula de encefalina contém quatro sítios de 

divagem, em potencial. Dos quatro, três foram hidrolisados 

por enzimas presentes no cérebro de mamíferos (Hambrook et 

al, 1976; Malfroy et al, 1978; Gorenstein & Snyder, 1979; 

Schnebli et al, 1 979; Traficante et al, 1 980 ; Wagner et al, 

1981; Hersh, 1982; Schwartz, 1982; Gordon et al, 1983). Entre 

tanto, um dos maiores questionamentos é se as enzimas respon 

sáveis fisiologicamente pela degradação das encefalinas seri

am endopeptidases, exopeptidases ou ambas.

As endopeptidases presentes no cérebro são conheci

das de hã muito por degradar peptídeos biologicamente ativos. 

Em 1973, CAMARGO et al, isolaram pela primeira vez uma endo- 

peptidase neutra do cérebro de coelho, demonstrando que esta 

hidrolisava bradicinina. Em 1 979 , ORLOWSKI et al, também purjt 

ficaram uma endopeptidase do cérebro do coelho que degradava 

bradicinina. No mesmo ano, foi isolada uma endopeptidase ca

paz de degradar TRH (Rupnow e cols, 1979), LHRH, angiotensina

II, ocitocina e neurotensina (Taylor & Dixon, 1980). KNIGHT & 

KLEE (1979), relataram a identificação e caracterização de 

duas endopeptidases do cérebro de rato, que liberam Met-ence- 

falina do precursor B-lipotrofina. CARVALHO (1981), identifi

cou e purificou até ã aparente homogeneidade duas endopeptida 



12

ses do cérebro de coelho que hidrolisam hormônios peptídeos, 

produzindo anticorpos anti-enzima (Carvalho & Camargo, 1981).

GORENSTEIN & SNYDER (1979, 1980), relataram a puri 

ficação de duas formas de dipeptidil carboxipeptidases que de 

gradam encefalinas. Estas enzimas foram denominadas encefali- 

nases e A encefalinase "A" tem sido encontrada em vã

rios tecidos de rato, incluindo a adrenal e o corpo estriado 

(Hersh, 1982). Nas glândulas salivares, tiróide, rim e pul

mão, estas atividades são altas, com o pulmão possuindo cinco 

vezes mais atividade que o corpo estriado (Hersh, 1982). A en 

cefalinase "A" parece degradar vários peptídeos biologicamen

te ativos. Ao trabalhar com a fração ligada ã membrana, em cé 

rebro de rato, esses autores obtiveram uma atividade enzimãti_ 

ca semelhante a dipeptidil aminopeptidase, que cliva a ponte
2 3Gli -Gli da molécula de encefalina, nomeando-a encefalinase 

B. Segundo MATSAS et al C1983), a enzima cerebral e a endopep- 

tidase 24.11, isolada do rim de mamífero, são imunologicamen 

te idênticas. Esta última pode hidrolisar substância P (Mat- 

sas et al, 1983), colecistocinina, LHRH, neurotensina (Relton 

et al, 1983) .

Apesar da existência de todos esses trabalhos apon

tando as endopeptidases como enzimas que degradam encefali

nas, frequentemente a perda de atividade biológica das encefa
12 linas tem sido correlacionada a hidrolise da ponte Tir -Gli 

por aminopeptidases (Brecher & Suskiw, 1969; Hambrook et al, 

1976; Hayashi & Oshima, 1977; Hayashi, 1978, Malfroy et al, 
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1978; Schnebli et al, 1979; Swerts et al, 1979; Traficante et 

al, 1980; Wagner et al, 1981; Hersh, 1981; Hersh, 1982; Giust, 

1982; Chaillet et al, 1983; Shimamura et al, 1983) . Essas enzi 

mas tem sido purificadas de várias fontes, incluindo cérebro 

de rato (Schnebli et al, 1979; Wagner et al, 1981), corpo es

friado de cérebro bovino (Brecher & Suskiw, 1969; Hersh & Mc 

Kelvy, 1981), cérebro de macaco (Hayashi & Oshima, 1977; Shima 

mura et al, 1983) e corpo esfriado do cérebro humano (Trafican 

te et al, 1980) . Entretanto, apesar dessas enzimas degradarem 

encefalinas "in vitro", até o momento não foi comprovado se 

atuam fisiologicamente, tornando-se necessário um estudo mais 

profundo do problema.

1.5 - Objetivos

A constatação de uma série de trabalhos na literatu

ra, conduzindo ã degradação enzimática de encefalinas, desper 

taram em nós a curiosidade de verificar a existência de ence- 

falinases do tipo "aminopeptidases" no encéfalo humano. Assim 

sendo, o presente trabalho teve por objetivos principais:

a) Determinar a presença no encéfalo humano de ence-
1 .2 falinases capazes de hidrolisar aligaçao Tir -Gli 

das encefalinas;

b) isolar a encefalinase mais abundante no encéfalo 

e purificá-la até á homogeneidade;

c) estudar, as várias propriedades da enzima purificada.



2 - MATERIAL E MÉTODOS

2.1 - MATERIAL

2.1.1 - Fonte de enzimas

Encéfalos humanos congelados a -189C, cedidos pelo 

Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Ceará, 

Fortaleza, após um tempo de "post mortem" que variou de 3-6 

horas.

2.1.2 - Substratos

L-lisil-g-naftilamida carbonato. 1/2 J^O - Mann

Research Laboratories

L-leucil-g-naftilamida hidroclorídrica - Serva 

Feinbiochemica, Heildberg

L-arginil-g-naftilamida - Lote n<? M 1715, Vega Bio- 

chemical, Tucson

L-metionil-g-naftilamida - Lote n9 906260, Orange- 

burg, New York*

3-aspartil-g-naftilamida - Lote n9 11071, Vega Bio

Chemical, Tucson

L-tirosil-g-naftilamida - Lote n9 16205, United

14
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States Corporation, Cleveland, Ohio

L-prolil-B-naftilamida - Fluka A G, Buschs S. G.

2.1.3 - Aminoácidos e reagentes utilizados na análise de pep

tídeos

Padrão de aminoácidos, tampões, soluções de ninidri 

na fornecidos pela Pearce Chemical Co, Rockford, Illinois, 

U.S.A.

2.1.4 - Materiais diversos

Ácido acético P.A. - E. Merck, Darmsdatt

Ácido clorídrico - Merck, Brasil

Ácido tricloroacético P.A. - E. Merck, Darmsdatt

Acrilamida - Fluka A G, Buschs S.G.

Albumina bovina - Miles Laboratories Inc., U.S.A.

Amfolines - L K B, Bromma, Suécia

Bacitracin - Sigma Chemical Company, St. Louis

Blue dextran 2.000 - Pharmacie Fine Chemicals A.B.,

Upsalla, Suécia
tBeta-mercaptoetanol - E. Merck, Darmsdatt

Coomassie B. Blue - Lote 18C - 0132, n? E 1131,Sigma

Cloreto de cálcio - E. Merck, Darmsdatt

Cloreto de cobalto - E. Merck, Darmsdatt
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Cloreto fêrrico - E. Merck, Darmsdatt

Cloreto de magnésio - E. Merck, Darmsdatt

Cloreto de manganês - E. Merck, Darmsdatt

Cloreto de potássio - E. Merck, Darmsdatt

Cloreto de sódio - E. Merck, Darmsdatt

Cloreto de zinco - E. Merck, Darmsdatt

DEAE celulose (DE 52) microgranular, prê-inchado, 

lote n° 2452143, Whatman, Maidstone, Inglaterra

Ditiotreitol (DTT) - Lote n9 310098,Calbiochemical, 

San Diego, Califórnia, U.S.A.

Dodecil sulfato de sódio - Pearce Chemical Co, Rock 

ford, U.S.A.

Folin Ciocalteus Phenol reagens - E.Merck,Darmsdatt

Glicerol - Carlos Erba, Brasil

Glicina P.A. - E. Merck, Darmsdatt

Hidróxido de sódio - Reagen, Brasil

Membranas para diálise - Union Carbide Corporation, 

Illinois

N-N'metileno bis'acrilamida - Fluka A G,Buschs,S G.

N-(l-naftil) etilenodiamina 2 HC1 (NED) - E. Merck, 

Darmsdatt (

Nitrito de sódio P.A. - Reagen, Brasil

Ovoalbumina - Pearce Chemical Co, Rockford, Illi

nois, U.S.A.

Persulfafo de amônio - Lote nÇ 3687, Canalco
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Puromicina hidroclorídrica - Sigma Chemical Company,

St. Louis

P-cloromercuriobenzoato - Sigma Chemical Company,

St. Louis

Sacarose P.A. - E. Merck, Darmsdatt

Sulfato de cobre - E. Merck, Darmsdatt

Sulfato de níquel - E. Merck, Darmsdatt

Sephadex G-25 - Pharmacie Fine Chemicals, Lote n? 

6148, Suécia

Sephadex G-200 - Pharmacie Fine Chemicals,Suécia

Silicone (pasta) - Dow Corning, EEUU

Tetrametiletilenodiamina (TEMED) - Lote n? 3693, Ca 

nalco

Tris-(hidroximetil)-aminometano -E.Merck, Darmsdatt

2.1.5 - Aparelhos

Analisador de peptídeos - construído no Laboratório 

de Química de Proteínas F.M.R.P., USP, São Paulo, 

modificado em nosso laboratório.

Aparelho para eletroforese preparativa em coluna de 

gel de poliacrilamida - construído em nosso labora

tório

Aparelho para eletroforese em placa de gel de poli- 
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acrilamida-construído na Oficina de Precisão da Facul 

dade de Medicina de Ribeirão Preto, USP, São Paulo.

Aparelho para focalização isoelétrica - contruído na 

oficina Mecânica de Precisão da Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto, USP, São Paulo.

Aparelho para monitorização de "colunas" - LKB tipo 

4701 A, Stockolm, Suécia.

Bomba peristãltica - Technicon Instrumentos Corpora

tion, New York.

Centrífuga refrigerada - Beckmann, modelo J-21C, ro

tores JA-14 e JA-20, Beckmann Instruments, Inc. , Cali_ 

fõrnia, U.S.A.

Espectrofotômetro - Beckmann, modelo G-2400, Beckmann

Instruments Inc., Munchen, Alemanha.

Liquidificador - ARNO, Brasil

Potenciômetro MV85 - Clamann & Grahnert, Dresde, Ale

manha.

2.2 - MÉTODOS

2.2.1 - Extração enzimãtica

A extração da atividade enzimãtica de três encéfalos 

humanos (3-6 horas"post-mortem") foi realizada por homogeneiza 

ção destes em sacarose 0,25M (1:4 p/v) a 4Ç>C, em liquidifica 
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dor durante 90 segundos.

0 homogeneizado foi centrifugado a 25.000 x g durante 

90 minutos em centrífuga refrigerada, com a temperatura osci

lando entre 09 a 49C. 0 sobrenadante obtido foi utilizado nas 

etapas seguintes de purificação e o precipitado descartado.

2.2.2 - Determinação da atividade enzimãtica

A atividade enzimãtica foi determinada através da 

quantificação da hidrõlise do substrato aminoacil-B-naftilami- 

da, segundo procedimento de GOLDBARG et al (1959) modificado.

O meio de reação, apresentando um volume final de 

0,5ml, continha: uma alíquota da fração enzimãtica previamente
-4ativada com ditiotreitol (5 x 10 M) durante 10 minutos a 379C, 

em quantidade suficiente para hidrolisar no mãximo 50% do subs 

trato em 60 minutos, 0,25ml do substrato na concentração de 

1 x 10 em tampão Tris-HCl 0,05M contendo 0,1M de NaCl. A 

reação foi interrompida pela adição de ãcido tricloroacético a 

40% (peso/volume).

Em seguida, o material foi centrifugado a 5.000 x g 

durante 10 minutos. Retirou-se 0,5ml da fração sobrenadante,a- 

dicionou-se a esta 0,5ml de nitrito de sódio (1 mg/ml) a fim 

de ser processada a diazotização da B-naftilamina (Fig. 1 ) , 

0,5ml de sulfato de amônio (5 mg/ml) para eliminar o excesso 

de nitrito, l,0ml de 1-naftiletilenodiamina (0,5mg/ml), resul-



FIGURA 1: Determinação da atividade enzimática sôbre substra

tos aminoacil-g-naftilamida

0 método consiste em medir a quantidade de g-naftil 

mina (II) liberada por hidrólise enzimática do substrato ami 

noacil- -naftilamida (I), isto é feito através da diazotiz 

ção da g-nafti lamina (III) acoplamento do produto formado co 

a N-(l-naftil) etilenodiamina, resultando em um azo-corant 

azul estável (IV).
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(I)

CH3 — CH2—CH2 —CH
COOH

X

\nh2

(IV)

(III)

. 2HC1

NHCH2—CH2—NH2.2HC1
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tando em um azo corante azul estável. Apôs 20 minutos de repou 

so, foi feita a quantificação dos produtos de hidrõlise da - 

naftilamida através de espectrofotometria, utilizando-se um 

comprimento de onda de 56ünm (Goldbarg et al, 1959).

2.2.3 - Determinação da concentração de proteínas nas frações

enzimáticas

A concentração de proteínas nas frações enzimáticas' 

foi determinada pelo método de Lowry (1951), utilizando-se co

mo padrão albumina bovina (1 mg/ml).

O perfil de proteínas durante as cromatografias foi 

realizado através da absorção de luz ultravioleta, no compri

mento de onda de 230nm e 280nm, pelas frações obtidas.

2.2.4 - Diãlise de amostras

Um volume da fração sobrenadante foi dialisada a 4<?C, 

utilizando-se membranas de diãlise, contra quatro volumes do
-3 tampao Tris-HCl 0,05M, contendo g-mercaptoetanol (10 M) rea 

lizando-se um mínimo de cinco trocas. As trocas foram efetua

das a intervalos de 10 horas.

2.2.5 - Cromatografia em coluna de DEAE - celulose (DE-52)

A cromatografia em coluna de DEAE celulose (DE-52)foi 
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realizada de acordo com o método descrito por OLIVEIRA et al, 

(1976), MARTINS (1977) e CARVALHO (1981), modificado.

A resina de DEAE, apõs ser reciclada de acordo com 

as especificações do fabricante (WHATMAN), foi equilibrada 

com lavagens exaustivas de Tris-HCl 0,05M, pH 7,5, até o pH 

do tampão permanecer inalterado.

A coluna, medindo 2,6cm de diâmetro por 30cm de com

primento, foi compactada por gravidade com um fluxo de 600ml 

por hora, utilizando-se durante a cromatografia um fluxo de 

72ml por hora, obtido com o auxílio de uma bomba peristãltica.

Apõs ter sido submetido a várias diãlises o sobrena

dante do homogeneizado foi aplicado ã coluna DEAE, e em segui 

da eluído por aumentos discretos da força iônica dos tampões 

que continham 0,05M, 0,07M, O,1M, 0,15M, 0,3M e 1,OM de NaCl.

2.2.6 - Concentração das frações enzimãticas por ultrafiltra- 

ção sob pressão reduzida

Uma membrana para díalise, medindo 25cm de comprimen 

to, com um nõ em uma das extremidades, foi adaptada a uma pi- 

peta, a qual foi introduzida em uma rolha de borracha vedan
«

do um kitasato com capacidade para 4.000ml. Apõs a aplicação 

da amostra na pipeta, o ar do interior do kitasato foi aspira 

do com o auxílio de uma bomba de vácuo, concentrando-se a a- 

mostra ã temperatura de 2-49C.
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2.2.7 - Eletroforese preparativa em coluna de gel de poliacri- 

lamida

A eletroforese em coluna de gel de poliacrilamida 

foi realizada segundo um novo sistema desenvolvido por CARVA 

LHO (1981) e CARVALHO & CAMARGO (1981)

Em nossos experimentos foram introduzidas pequenas 

modificações, tendo sido reduzido o espaço da câmara de elui- 

ção e abolida a câmara de refrigeração.

A coluna de gel (T*  = 10,34% e C*  = 3,22%) , prepara 

da conforme descrição no item 2.2.8 (Métodos), tinha 4,0cm de 

diâmetro e lOcm de comprimento. As cubas superior e inferior 

continham tampão Tris-glicina, pH 8,2 (0,012M de Tris e 0,095M 

de glicina). O tampão de eluição penetrava na câmara através 

de duas conexões laterais e saía pelo centro da membrana de 

diálise que foi adaptada a dois anéis de plásticos, cpntendo 

um filtro de teflon com um orifício central conectado a um tu

bo de polietileno (cubeta de eluição cujo espaço vazio foi 

preenchido com sephadex G-25) . A porção central da membrana 

permanecia em contacto com o tampão da cuba inferior para per-

(p/p) da quantidade total de monômeros.

mitir a passagem de corrente.

t

* T = peso total de monômeros/lOOml de solução.

* C = quantidade de bis acrilamida expressa como percentagem
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O fluxo utilizado para o tampão de eluição foi de 5ml/ 

hora (1,66 ml/fração). Após uma pré corrida de 20 horas,usando 

como indicador o azul de bromofenol, com uma corrente de 20mA, 

para eliminar prováveis impurezas do gel, a amostra foi adicio 

nada lentamente ao topo do gel.

Nos experimentos foram utilizados no máximo 25mg de 

proteínas, obtendo-se uma boa separação das bandas.

O método foi desenvolvido a 09C em câmara fria.

2.2.8 - Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida

A eletroforese foi realizada segundo método de MAI- 

ZEL (1965) modificado para proteínas nativas com o sistema de 

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

As soluções utilizadas na preparação do gel, foram 

guardadas em frascos escuros a 49C e desprezadas após 6 meses 

do seu preparo. Exceção feita a solução de persulfato de amô- 

nio que deve ser preparada na hora.

Solução A: -

HC1 1.0N....................  48,0ml

Tris......................... 36,3g
I

Temed........................ 0,23ml

Agua. . . . qsp................ lOOml 

(ajustar o pH para 8,9)
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Solução B:

HC1 1.0N ..................  48,Oml

Tris....................... 5,98g

Ãgua. . . . qsp ............. lOOml

(acertar o pH para 6,7)

Solução C:5

Acrilamida ............... 19,2g

Bis acrilamida............ 0,64g

Ãgua .... qsp............. 40ml

Solução G:

Persulfato de amônio..... 35mg

Ãgua .... qsp ............ 25ml

Solução H:

Tris ...................... l,5g

Glicina ......     7,2g

Ãgua .... qsp ..........  lOOOml

Diluente da amostra:

Glicerol....... ..........  15,Oml
t

Solução B ................ 5, Oml

Ãgua ...................... 10, Oml
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_ * *

* Notação de HJERTON (1962) para representar as concentrações 
de acrilamida e bis-acrilamida nos géis, onde T = peso to
tal de monomeros/lOOml de solução; C = quantidade de bis- 
acrilamida expressa com percentagem (p/p) da quantidade to 
tal dos monomeros.

Os géis com T = 10,34% e C = 3,22%, foram obtidos 

da mistura de 7,9ml da solução A com 13,3ml da solução C e 

10,5ml de água, deaerada, adicionada a solução G (44.38mg/ 

31,7ml água), também deaerada.

A solução final foi agitada cuidadosamente, evitan

do-se a formação de bolhas, e imediatamente pipetada no inte 

rior do espaço formado por duas placas de vidro (Fig. 2 A e 

2 B) acopladas por garras de metal e vedadas com o auxílio 

de fitas de acrílico besuntadas com silicone. Após o preenchí 

mento das placas, foi introduzido um "pente" de acrílico(Fig. 

2 C) entre ambas, formando "poços" com a polimerização da 

poliacrilamida e bis-acrilamida. Em seguida, as placas 

foram conectadas ãs cubas de eletroforese, contendo tam

pão Tris-glicina, pH 8,2 (0,012M de Tris e 0,095M de gli 

cina).

Após uma pré corrida de uma hora, utilizando ’ o co

rante azul de bromofenol em 20% de glicerol (v/v), as amos

tras obtidas das etapas de purificação, foram colocadas nos 

"poços", diluídas na proporção máxima de 1:1 (v/v).

O processo eletroforético foi desenvolvido em câma
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* *

* Notação de HJERTON (1962) para representar as concentrações 
de acrilamida e bis-acrilamida nos géis, onde T = peso to
tal de monomeros/lOOml de solução; C = quantidade de bis- 
acrilamida expressa com percentagem (p/p) da quantidade to 
tal dos monomeros.

Os géis com T = 10,34% e C = 3,22%, foram obtidos 

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

10,5ml de água, deaerada, adicionada a solução G (44.38mg/ 

31,7ml água), também deaerada.

A solução final foi agitada cuidadosamente, evitan

do-se a formação de bolhas, e imediatamente pipetada no inte 

rior do espaço formado por duas placas de vidro (Fig. 2 A e 

2 B) acopladas por garras de metal e vedadas com o auxílio 

de fitas de acrílico besuntadas com silicone. Após o preenchí, 

mento das placas, foi introduzido um "pente" de acrílico(Fig. 

2 C) entre ambas, formando "poços" com a polimerização da 

poliacrilamida e bis-acrilamida. Em seguida, as placas 

foram conectadas ãs cubas de eletroforese, contendo tam

pão Tris-glicina, pH 8,2 (0,012M de Tris e 0,095M de gl_i 

cina).

Após uma pré corrida de uma hora, utilizando ' o co

rante azul de bromofenol em 20% de glicerol (v/v), as amos

tras obtidas das etapas de purificação, foram colocadas nos 

"poços", diluídas na proporção máxima de 1:1 (v/v).

O processo eletroforético foi desenvolvido em câma



FIGURA 2: Aparelho para eletroforese em placa de gel de polia

crilamida

Placas de vidro (A, B) que depois de acopladas com

garras metálicas são preenchidas pel a soluç ao que forma o gel.

Apõs o preenchimento das placas, um "pente" de acrílico (C)

foi introduzido entre elas, formando "poços" apõs a polimeri- 

zação do "gel" e retirada do pente.
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ra fria a 09C, utilizando-se uma corrente de 16mA, interrompí, 

da quando a banda de corante atingia uma distância de aproxi

madamente 5mm do término do gel. Este após ser retirado da 

placa, foi fixado e corado durante 30 minutos a 569C, com uma 

solução de Coomassie Brilliant Blue (0,3g de Coomassie B. 

Blue, 9,0g de ácido sulfosalicilico e 30g de ácido tricloroa- 

cético dissolvidos em 75ml de metanol e 186ml de água) e des 

corado com lavagens sucessivas de uma solução constituída por 

água, etanol e ácido acético (65:25:8). (Vesterberg, 1972).

A conservação dos géis foi feita em uma solução de 

ácido acético a 7% (v/v).

2.2.9 - Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida com do 

decil sulfato de sódio

A eletroforese foi realizada de acordo com o método 

descrito por WEBER & OSBORN (1969), CARVALHO (1981), modifi

cado .

Foram utilizados géis com T = 10,34% e C = 3,22%, 

preparados com proporções adequadas das soluções apresentadas 

no item 2.2.8 (Métodos), adicionados de 0,1% (p/v) de SDS.

As amostras foram diluídas na proporção de 1:1(v/v) 

com o tampão Tris-glicina pH 8,2 (0,012M de Tris e 0,095M de 

glicina), contendo 2% (p/v) de SDS e 2% (v/v de 6 mercaptoeta 

nol. A seguir, esta solução foi aquecida a 1009C, durante 3 
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minutos e colocadas nos ,:poços". As cubas de eletroforese con 

tinham tampão Tris-glicina, pH 8,2 (0,012M de Tris e 0,095M 

de glicina) com 0,1% (p/v) de SDS. O aparelho de eletroforese 

permaneceu à temperatura ambiente durante todo o experimento. 

A eletroforese foi desenvolvida com uma corrente de 16mA e in 

terrompida após cerca de 4 horas de migração.

Os géis foram corados por 4 horas ã temperatura am

biente com uma solução de Coomassie B. Blue 0.2% (p/v) em ãci. 

do acético, água, metanol (2:9:9) e descorados com lavagens 

sucessivas da mesma solução sem o corante, sendo conservados 

em uma solução de ácido acético a 7% (v/v).

2.2.10 - Focalização isoelétrica em placa de sephadex G-25

A focalizaçao foi realizada com o objetivo de deter 

minar o ponto isoelétrico da enzima de acordo com o método 

descrito por RIGHETTi& DRYSDALE (1970) modificado.

O método baseia-se na separaçao de proteínas pela 

diferença no ponto isoelétrico, diferença conseguida devido 

ao estabelecimento de um gradiente de pH numa matriz (Camar

go, 1972), onde se faz migrar a preparação enzimãtica a ser 

analisada. O gradiente d,e pH é conseguido pela adição de uma 

substância anfótera (amfoline - LKB) ã matriz (no caso, se

phadex G-25) e estabelecendo-se uma diferença de potencial 

nas extremidades do aparelho que contém a preparação.
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A "matriz" foi preparada com 2,0g de sephadex G-25 

ao qual foi adicionado uma solução contendo 10% de glicerol e 
k

1,5% de amfoline . Em seguida, adicionou-se l,5ml da prepara 
ção proteíca, a qual foi distribuída no aparelho - formado de 

uma placa de vidro com uma "escavação" em toda sua extensão e 

uma placa plana que se superpõe a parte "escavada" (conforme 

Fig.3). Nas extremidades da camada de sephadex, ou melhor 

da pasta preparativa, colocou-se pequenos pedaços de esponja 

contendo ácido sulfúrico 1M e hidróxido de sódio 1M, cuja fi

nalidade foi a de estabelecer contato com os eletrodos.

A focalização foi realizada em câmara fria a 2°C, 

durante 24 horas.

0 processo foi desenvolvido, utilizando-se uma vol 

tagem em torno de 220V e uma corrente de 4mA. Entretanto, à 

medida em que ocorria a migração, a amperagem caía gradualmen 

te enquanto a voltagem mantinha-se constante.

No término da focalização, a camada de sephadex G- 

25 foi dividida em 35 pedaços com 0,5cm de largura, com o au

xílio de um pente de metal..A essas porções foram adicionadas 

1, Oml de ãgua bidestilada gelada e deaerada, filtrando-se em 

seguida através de tubos contendo filtro de teflon,com a ajuda 
de uma bomba de vácuo,-detíermiiiado-se o pH do filtrado e adicionan-

* A substância anfótera (amfoline) utilizada, produz um gra 
diente de pH no sephadex que varia entre 4 a 6.



FIGURA 3: Aparelho para focalizaçao isoelétrica em sephadex

G-25

Placa de vidro com "escavação" central central na 

qual foi distribuída a preparação proteica (A) e placa plana 

que se superpõe a parte escavada (B)_ . Pente metálico (C) , cu 

ja finalidade ê dividir o gel após a focalização.



31



32

do-se a cada fração lOOyl de tampão Tris-HCl 0,5M, pH 7,5, 

contendo 1M de NaCl a fim de que pudéssemos neutralizar as so 

luções e determinar a atividade enzimãtica destas.

2.2.11 - Cromatografia em coluna de Sephadex G-200

A cromatografia em coluna de Sephadex G-200 foi rea 

lizada segundo metodologia descrita por ANDREWS (1970), FIS- 

CHER (1971), CARVALHO (1981). Sua finalidade principal foi a 

determinação do peso molecular da enzima purificada, utilizan 

do para isso padrão de proteínas, conforme descrição no item 

3.3.1.1.

Inicialmente o pó de Sephadex G-200 foi adicionado 

em ãgua deionizada, permanecendo em repouso durante 48 horas 

ã temperatura ambiente, tempo suficiente para haver um entu- 

mescimento do gel. As partículas mais finas foram decantadas 

e o gel foi lavado várias vezes com ãgua deionizada. Na últi

ma lavagem foi adicionado tampao Tris HC1 0,5M pH 7,5, conten 

do l,0M de NaCl, na proporção 1:1 (volume do tampão: volume

da suspensão do gel). Em seguida, uma coluna com dimensões de 

2,5cm de diâmetro por 150cm de comprimento foi compactada com 

Sephadex G-200, por gravidade, a 4°C, tendo-se o cuidado para t
que a altura entre a superfície do líquido do topo da coluna 

e o fim do polietileno de escoamento do tampão da mesma, não 

ultrapassasse lOcm. A coluna foi lavada com tampao Tris - HC1 

0,05N, pH 7,5, contendo O,1M de NaCl, utilizando-se um fluxo 
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de 12ml/hora (aproximadamente 90% do fluxo de compactamento), 

obtido com o auxílio de uma bomba peristãltica.

Antes da aplicação da amostra, uma solução a 0,2% 

(p/v) de blue dextran 2.000 foi cromatografada com a finalida 

de de verificar-se possíveis defeitos de compactação do gel.

2.2.12 - Análise dos produtos de degradação da encefalina pe

lo analisador automático de aminoãcidos e peptídeos

2.2.12.1 - Preparação das amostras

Após o tempo de incubação desejada, em lml do volu 

me de reação contando com uma quantidade conhecida do substra 

to (.encefalina)., uma alíquota da enzima previamente ativada a
-437<?C por 10 minutos com ditiotreitol (5 x 10 M) em tampao 

Tris-HCl 0,05M, pH 7,5, contendo 0,1M de NaCl, foi acrescen

tado tampão citrato de sódio 0,2M com polietileno glicol 15%. 

Alíquotas desta fração foram aplicadas no reservatório de a- 

mostras do analisador automático de aminoãcidos e peptídeos.

2.2.12.2 - Análise dos aminoãcidos originados da hidrõlise en

zimãtica da erjcefalina

A análise de aminoácidcs foi realizada de acordo com 

o método de SPACKMAN et al (1958) modificado por CARVALHO

(1984). Este método baseia-se na separação dos peptídeos por 
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cromatografia de troca iônica e posterior quantificação do e- 

fluente da coluna por um processo fotométrico, fundamentado na 

cor originada da reação da ninidrina com os grupamentos - NE^ 

dos peptídeos. Utilizou-se um registrador automático para as 

medidas de absorção feitas em 5/0 e 440 nm, em que a concentra 

ção do peptídeo é diretamente proporcional ã área do pico obti_ 

do no registro cromatografico. A identificação e quantificação 

dos produtos de hidrólise da encefalina eluídos da coluna, fo

ram realizadas comparando-se o cromatograma da amostra com o 

cromatograma padrão (.figura 4)..

O cromatograma padrão foi obtido utilizando-se uma 

coluna de Aminex A-5, de dimensões 0,2 x 50cm, e desenvolvida 

a 559C, a um fluxo de 0., 15ml/min com tampões citrato de sódio 

0,2M, pH 3,18 e pH 3,70.



FIGURA 4: Cromatografia de Glu, Tre, Ser, Asp, Pro, Gli, Ala,

Cis, Vai, Met, Isoleu, Leu, Tir, Fen

0 cromatograma foi obtido com uma coluna de Aminex 

A-5, de dimensões 0,2 x 50cm, desenvolvida a 55<?C, a um flu

xo de 0,15ml/min, cora tampões citrato de sódio 0,2M, pH 3,18 

e pH 3,7. A amostra continha 3 nmoles de Glu, 3 nmoles de 

Tre, 3 nmoles de Ser, 3 nmoles de Asp, 3 nmoles de Pro, 3 nmo 

lès de Gli, 3 nmoles de Ala, 1,5 nmoles de Cis, 3 nmoles de 

Vai, 3 nmoles de Met, 3 nmoles de Isoleu, 3 nmoles de Leu, 3 

nmoles de Tir, 3 nmoles de Fen.
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3 RESULTADOS

3.1 - Purificação da encefalinase de encéfalo humano

3.1.1 - Extração enzimãtica

Após centrifugação do homogeneizado de. encéfalos hu

manos, a fração sobrenadante apresentou 74% da atividade ini

cial, sendo purificada de 5,3 vezes. A fraçao correspondente ao 

precipitado, embora não conste na tabela 1, apresentou cerca 

de 26% da atividade inicial e um índice de purificação menor 

que aquele do próprio homogeneizado.

A quantificação enzimãtica do homogeneizado com tempo 

de "post mortem" variando entre 3-6 horas não apresentou dife 

rença significativa.

3.1.2 - Cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE celu

lose (DE-52)'

A figura 5 apresenta o perfil cromatogrãfico da colu 

na de DEAE celulose (DE-52) da fração sobrenadante 25.000 x 

g x 90 minutos, submetida previamente ã diãlise em tampao Tris
-3HC1 0,05N, pH 7,5, contendo B mercaptoetanol (10 M) e realiza 

da por aumentos discretos da força iônica dos tampões eluentes
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FIGURA 5: Cromatografia em coluna de DEAE-celulose (DE-52)

A coluna, com dimensões de 2,6cm de diâmetro e 30cm 

de comprimento, foi equilibrada com tampao Tris-HCl 0,05M, pH 

7,5 e desenvolvida a 4<?C, com o fluxo de 72ml por hora.

A amostra foi dialisada contra o mesmo tampao de 

equilíbrio da coluna e mediu um volume de 3500ml contendo
3125263,6 nmol hidrolisado x 60min x 10 de atividade enzima- 

tica e 11568mg de proteína.

Apõs a aplicação da amostra, a cromatografia foi de 

senvolvida por aumentos discretos da força iônica, cujas se

tas indicam o local da mudança dos tampões utilizados, que fo 

ram Tris-HCl 0,05M, pH 7,5 contendo NaCl nas seguintes concen 

trações, respectivamente: 0,05; 0,07; 0,1; 0,15; 0,3 e 1,0M 

de NaCl.

As frações de números 275 a 284 e 338 a 345 foram 

reunidas para a formação dos-"pools" de atividade enzimãtica, 

os quais foram concentrados a 4<?C, por ultrafiltração sob 

pressão reduzida. A determinação da atividade enzimãtica do 

eluente da coluna foi realizada de acordo com método de GOLD

BARG et al (1959) modificado (ver métodos).
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TABELA 1: Purificação e recuperação da atividade enzimãtica de encéfalo humano

Etapas de

purificação

Atividade total 
nmoles hidrolizado 
x 60min/ml (x 10^)

Proteína

total(mg)

Recuperação 

proteína(%)

Recuperação

atividade (%)

Atividade 
específi

ca

Purifica

ção

Homogeneizado 168705 82650 100 100 2,04 1

Sobrenadante 
25000 x g 90min

125263,6 11568 13,9 74,25 10,82 5,3

DEAE celulose"

"pool I"(lOOmM) '24309,1t 276,8 0,33 14,4 87,82 43

"pool II"(150mM) 20386,7 231,4 0,27 12,08 88,10 43

ELETROFORESE 
"pool I"(lOOmM)

"pool I" 8855,5 2,08 0,005 5,3 4257,4 2084

"pool II" 3879,0 4,0 0,009 2,3 967,5 473,5

ELETROFORESE
"pool II"(150mM)

"pool I" 6198,8 2,08 0,005 3,7 2980 1458,5

"pool II" 2709,0 4,0 0,009 1,6 677,2 331,5

UJ 
o?
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(Martins et al, 1980; Carvalho, 1981).

O cromatograma demonstra que:

. a maior parte das proteínas aplicadas ã coluna de 

DEAE não foram adsorvidas.

. as frações que continham proteínas não adsorvidas, 

não possuiam atividade enzimática.

. a maior parte da atividade enzimática foi eluída 

com tampões Tris-HCl 0,05N, pH 7,5, contendo 0,1 

e 0,15M de NaCl.

A recuperação e o grau de purificação da atividade 

enzimática desde a homogeneização encontra-se na tabela 1, on 

de pode ser observado que:

. a recuperação da atividade enzimática do sobrena 

dante foi cerca de 11% em relação ao homogeneizado.

. o grau de purificação foi crescente.

. o "pool" principal da coluna de DEAE foi purifica 

do cerca de 43 vezes em relação ao homogeneizado.

3.1.3 - Eletroforese prepatativa em coluna de gel de poliacri 

lamida
t

O "pool" I da coluna de DEAE - celulose foi dividido 

em volumes iguais e submetidos separadamente ã eletroforese 

preparativa em coluna de gel de poliacrilamida, conseguindo-se



FIGURA 6: Eletroforese preparativa em coluna de gel de polia

crilamida

A eletroforese foi realizada de acordo com métodos 

descrito por CARVALHO (1981). A coluna de gel (T = 10,34% e 

C = 3,22%) apresentou dimensões de 4,0cm de diâmetro e lOcm 

de comprimento. As cubas superior e inferior continham tampão 

Tris-glicina pH 8,2. O fluxo na câmara de eluição foi de 5ml/ 

hora (1,66/ml/fração/20 minutos). Após uma pré-corrida de 20 

horas com uma corrente de 20mA, para eliminar possíveis impu

rezas do gel, uma alíquota do "pool I" obtido da cromatografia 

em DEAE celulose, foi adicionada ao topo do gel lentamente, 

com o auxílio de uma bomba peristâltica.

A atividade das frações eluídas na eletroforese fo

ram determinadas de acordo com métodos de GOLDBARG et al(1959) 

modificado. Em seguida as frações de números 43 a 50 foram reu 

nidas em um "pool-" de atividade enzimãtica que foi concentrado 

por ultrafiltração a 49C.
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resultados reproduzíveis.

A figura 6 apresenta o perfil cromatografico do "pool" 

I submetido à eletroforese. Observa-se a presença de três pi

cos de proteínas e um pico de atividade enzimãtica.

A tabela 1 apresenta o grau de recuperação e purifica 

ção dos "pools" I e II da coluna de DEAE, submetidos ã eletro

forese. Verificou-se que o "pool" I da coluna de DEAE submeti

do ã eletroforese foi purificado cerca de 2084 vezes, enquanto 

o "pool" II foi purificado cerca de 1458 vezes.

3.2 - Avaliação do grau de pureza da encefalinase

3.2.1 - Eletroforese analítica em pica de gel de poliacrilada

A figura 7 apresenta a eletroforese analítica em pla

ca de gel de poliacrilamida da encefalinase purificada:uma úni 

ca banda de proteína foi indentificada.

3.2.2 - Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida com do

decil sulfato de sódio (SDS)

A figura 8 most(ra a eletroforese em placa de gel de 

poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS) da encefali

nase purificada: uma única banda de proteína foi identificada.



FIGURA 7: Eletroforese analítica em placa de gel de poliacri- 

lamida

A eletroforese foi realizada conforme descrito em 

métodos. A amostra continha 25pg da enzima purificada.
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FIGURA 8: Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida 

dodecil sulfato de sódio

A eletroforese foi realizada conforme descrito

métodos. A amostra continha 25yg da enzima purificada.

com

em
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3.2.3 - Focalização isoelétrica em sephadex G-25

A figura 9 mostra a focalização isoelétrica em se

phadex G-25, contendo 2% de amfoline na faixa de pH 4-6, da 

encefalinase■purificada: um único pico de atividade enzimãti

ca foi identificado.

3.3 - Propriedades da enzima purificada

3.3.1 - Determinação do peso molecular

Para determinar o peso molecular foram utilizados a 

cromatografia em coluna de sephadex G-200 (Andrews, 1970) e a 

eletroforese em placa de gel de poliacrilamida com dodecil sul 

fato de sódio (Weber & Osborn, 1969).

3.3.1.1 - Cromatografia em coluna de sephadex G-200

As seguintes proteínas puras foram utilizadas como 

padrões para a determinação do peso molecular: albumina bovina 

(p.m. 68.000), ovoalbumina (p.m. 45.000), gama-globulina (p.m. 

150.000). Um "pool" medindo um volume de 2ml foi formado pe- 
t

la dissolução de lOmg de cada uma das proteínas citadas acima 

em Tris-HCl 0,05N, pH 7,5, contendo 0,lM de NaCl e a seguir 

submetido ã cromatografia em sephadex G-200.

Colocando-se em um gráfico os logaritmos dos pesos



FIGURA 9: Determinação do ponto isoelétrico da enzima purifi

cada por focalização isoelétrica em sephadex G-25

A focalizaçao isoelétrica em sephadex G-25 foi rea

lizada conforme descrito em métodos, identificando-se um único 

pico de atividade na região de pH 4,9.
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FIGURA 10: Determinação do peso molecular da encefalinase 

por cromatografia em coluna de sephadex G-200

A cromatografia foi realizada conforme descrição 

em métodos.

A estimativa do peso molecular foi calculada co

locando-se no gráfico os logaritmos dos pesos moleculares na 

ordenada e as mobilidades relativas, na abscissa, encontran

do-se uma relação linear para os pontos obtidos. Neste caso, 

o peso molecular foi estimado em torno de 100000 daltons.

t
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moleculares na ordenada e as mobilidades relativas na abcissa 
pode-se encontrar uma relação linear para os pontos obtidos. 

Neste caso, o peso molecular foi estimado em torno de 100.000

daltons (figura 10) .

3.3.1.2 - Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida com 

dodecil sulfato de sódio (SDS)

As seguintes proteínas puras foram utilizadas como 

padrões para a determinação do peso molecular por eletrofore

se em placa de gel de poliacrilamida com SDS: albumina bovina 

(68.000), ovoalbumina (p.m. 45.000). Estas proteínas foram 

dissolvidas em tampão Tris-glicina, pH 8,2 contendo 1% de SDS 

e 1% de g-mercaptoetanol, em quantidade suficiente para uma 

concentração de cada uma delas de lmg/ml. Este "pool" foi a- 

quecido em banho maria a 1009C por 5 minutos.

Uma alíquota de 25pl deste "pool", contendo 50pg de 

cada proteína, foi submetida ã eletroforese em gel de polia

crilamida com SDS.

Terminada a eletroforese, os cálculos da migração 

das proteínas citadas acima foram feitos pela seguinte fórmu

la: •

. distância, da proteína da origem (mm)
distância do corante da origem (mm)

Colocando-se em um gráfico os logaritmos dos pesos 

moleculares na ordenada e as mobilidade relativas na abscis



FIGURA 11: Determinação do peso molecular da enzima purificada

por eletrofores em gel de poliacrilamida com SDS

A eletrofores foi realizada conforme descrição em 

em métodos.

A estimativa do peso molecular foi calculada colo

cando-se no gráfico os logaritmos dos pesos moleculares na or 

denada e as mobilidades relativas na abscissa, encontrando -se 

uma relação linear para os pontos obtidos.
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sa, pode-se encontrar uma relação linear para os pontos obti

dos (Weber & Osborn, 1969). 0 peso molecular foi estimado em 

torno de 100000 daltons (figura 11).

3.3.2 - Determinação do ponto isoelétrico

A figura 9 apresenta a focalização isoelétrica em 

placa de sephadex G-25. Conforme acha-se ilustrado, foi encon 

trado um unico pico de atividade na região de pH 4,9.

3.3.3 - Determinação do pH ótimo

A figura 12 apresenta a variação do pH do meio de incuba 

ção para a atividade da encefalinase de encéfalo humano purificada.

A faixa de pH compreendida entre 5 e 8 foi obtida 

com tampões fosfato do Sorensen.

0 valor de pH ótimo para a atividade da encefalina

se utilizando substrato Tir-g-naftilamida foi 7,5.

3.3.4 - Determinação da constante de Michaelis (Km)

As figuras 13,( 14 e 15 apresentam a variação da velo 

cidade de reação em função da concentração do substrato 

do meio de incubação para quantidades determinadas da enzima 

pura, utlizando-se como substratos Lis-B-naftilamida e Tir-



FIGURA 12: Determinação do pH ótimo para a atividade encefali-

nãsica purificada

A faixa de pH compreendida entre 5 e 8 foi obtida 

com tampões fosfato de Sorensen.

O meio de reação continha: uma alíquota da enzima 

previamente ativada por 10 minutos, a 379C, com DTT e Tir-g- 

naftilamida nos tampões fosfato de Sorensen com os diversos 

valores de pH apresentados acima. A quantificação da ativida

de enzimática foi realizada conforme descrito em métodos.



ATIVIDADE ENZIMÃTICA
NMOLES DE TiR-B-NAFTILAMIDA HIDROLISADA X 80mIN/mL

CD -
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FIGURA 13: Determinação da constante de Michaelis (K ) para

Lis-B-naftilamida

A constante de Michaelis (Km) foi determinada de 

acordo com o método de LINEAWER BURK.

0 meio de reação continha: uma alíquota da enzi 

ma pura previamente ativada por 10 minutos, a 37°C, com DTT e 

várias concentrações de Lis-B-naftilamida em tàmpão Tris-HCl 

0,05N, pH 7,5, contendo 0,1N de NaCl.
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FIGURA 14: Determinação da constante de Michaelis para a Tir- 

B-naftilamida

A constante de Michaelis (Km) foi determinada de 

acordo com o método de LINEAWER BURK (1934) .

O meio de reação continha: uma alíquota da enzima 

pura previamente ativada por 10 minutos, a 37^c, com DTT e vá

rias concentrações de Tir-B-naftilamida em tampão Tris—HC1 

0,05N, pH 7,5, contendo 0,1M de NaCl.
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g-naftilamida e Met-encefaline. A constante de Michaelis (K ) 
foi determinada através do método de LINEAWER BURK (1934).

A encefalinase apresentou os seguintes valores de
— 4 -4Km: 2,0 x 10 para a Tir-g-naftilamida, 1,66 x 10 para a 

-5Lis-8-naftilamida e 4,16 x 10 M para Met-encefalina.

3.3.5 - Inativação por metais pesados

A tabela 2.e a figura 16 apresentam a inativação da 

enzima pura quando incubada com cloreto de zinco, cloreto de 

níquela, cloreto de manganês, cloreto de cobre em diversas concentrações.

3.3.6 - Inibidores enzimãticos

A tabela 3 apresenta a inativação da enzima pura 

incubada com puromicina, bacitracina, paraminomercurioaqetato 

e com o agente quelante EDTA em várias concentrações. A figu

ra 17 apresenta a inativação da enzima incubada com bacitraci_ 

na e p-aminomercurioacetato.

3.3.7 - Determinação da constante de inibição para a puromici

na (K.)1 »

A figura 18 apresenta a constante de inibição para a
_5puromicina que foi cerca de 2,5 x 10 M.



FIGURA 15: Determinação da constante de Michaelis para a Met- 
encefalina

A constante de Michaelis (K ) foi determinada de 

acordo com o método de LINEAWER BURK (1934) .

0 meio de reaçao continha: uma alíquota da enzima 

pura previamente ativada por 10 minutos, a 379C, com DTT e vã 

rias concentrações de Met-encefalina em tampão Tris-HCl 0,05N, 

pH 7,5, contendo 0,1M de NaCl.

t
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TABELA 2: Efeitos dos

rificada de

metais pesados sobre

encéfalo humano

a encefalinase pu-

Ion Cone. (M) Inibição (%)

IO-3 100
Cu++ 10"4 91

10~5 31,5

io"3 96,7
Zn++ io"4 86,6

IO"5 72,2

IO"3 67,8
Ni++ io"4 61,1

IO"5 22,2

io"3 22,2
Mn++ IO-4 16,6

IO-5 6,1 ;

IO-3 15,0
Fe++ IO-4 11,0

-510 11,0

Co++ ■ io"3
IO-4

19,5
16,2

O meio de incubação continha 0,25ml de íon dissolvido em di
versas concentrações, uma alíquota da enzima e 0,25ml de subs 
trato Tir-B-naftilamida. A quantificação enzimãtica foi reali_ 
zada conforme descrito em métodos.



FiGURA 16: Efeitos dos íons metálicos na atividade enzimãti 

ca purificada de encéfalo humano

A atividade enzimãtica para hidrolisar Tir-g-naf 

tilamida, não tratada por íons metálicos foi tomada como 100%.
Zn+*~ , Ní++q , Mn++À , Cu++o

O meio de reaçao continha: uma alíquota da enzi

ma, 0,25ml dos íons citados acima, dissolvidos em tampão Tris 

HC1 0,05N contendo 0,1M de NaCl, e 0,25ml de substrato g-naf- 

tilamida.

A quantificação da atividade enzimãtica foi de

terminada pelo método de GOLDBARG (ver métodos).



PERCENTAGEM DA ATIVIDADE ORIGINAL 
NMOLES DE TIR-B-NAFTILAMIDA HIDROLIS, / 6ÜMIN
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TABELA 3: Efeitos dos inibidores enzimáticos sobre a encefali

nase purificada de encéfalo humano

Inibidor Cone.
(M)

Inibiçãoo.”O

10"3 83

Bacitracina ío"4 71,4
IO-5 31,8

io-3 74,9

Puromicina IO-4 43,5
10“5 7,5

10-3 47,7

p-aminomercurioacetato 10-4 21,4
io~5 18,9

-3 •
10 5,3

PMSF 10~4 1,0

ío’5 0
. -3* 10 1,09EDTA

ío’4 0

0 meio de incubação continha 0,25ml de inibidor dissolvido em 
várias concentrações, uma alíquota da enzima e 0,25ml do subs 
trato Tir-B-naftilamida. A quantificação enzimãtica foi reali 
zada conforme descrito em métodos.



FIGURA 17 : Efeito do p-aminomercurioacetato e da bacitracina 

na enzima purificada

A enzima não tratada com estes inibidores foi to

mada como possuindo 100% de atividade enzimãticá.

O meio de reação continha: uma alíquota da enzi 

ma, 0,25ml das substâncias citadas dissolvidas em tampao Tris- 

HCl 0,05N contendo 0,1M de NaCl, e 0,25ml de substrato g-nafti 

lamida.

A quantificação da atividade enzimãtica foi deter

minada pelo método de GOLDBARG (1959) modificado.
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FIGURA 18 Determinação da constante de inibição para puromici

na

O meio de incubação continha: uma alíquota da enzi 

ma, puromicina dissolvida em tampões Tris-HCl 0,05n contendo 

0,1M de NaCl.

Meio de incubação (descrito em métodos) continha: 

À - £ apenas enzima e • - • enzima mais puromicina em várias 

concentrações.
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3.3.8 - Efeito do ditiotreitol sobre a encefalinase

A tabela 4 e a figura 19 apresentam a ativação da 

enzima quando incubada com ditiotreitol (DTT) em varias con

centrações (Cleland, 1964). O máximo de ativação obtido foi
-394% com a concentração de 1 x 10 M de DTT.

3.3.9 - Degradação enzimãtica da encefalina pela enzima puri-

f icad d.

O único produto de hidrõlise identificado apôs a in 

cubação da encefalinase purificada com a Met-encefalina foi a 

tirosina. A figura 20 apresenta as quantidades de tirosina li_ 

beradas do meio de incubação em diversos tempos. Observa-se 

também que não ocorreu liberação de outros aminoácidos.
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TABELA 4: Efeitos do Ditiotreitol sobre a enzima purificada

Cone• • (M) Ativaçao (%)

1 x 10“3 94,1

0,5 x 10“3 91

DTT 1,0 x 10"4 76,1

1,0 x 10-5 65,2

1,0 x 10-6 55,2

O meio de incubação continha 0,25ml do DTT dissolvido em vá

rias concentrações, uma alíquota da enzima e 0,25ml do subs 

trato Tir-B-naftilamida. A quantificação enzimãtica foi rea

lizada conforme descrito em'métodos.

1



FIGURA 19:

ma, 0,25ml

tiotreitol

Efeito do Ditiotreitol (DTT) sobre a enzima purifi 

cada

0 meio de incubação continha: uma alíquota da enzi 

de tampão Tris-HCl 0,05N contendo 0,1N de NaCl, di 

em várias concentrações.
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FIGURA 20: Degradação enzimãtica da encefalina pela enzima pu

rificada

A análise de aminoácidos foi realizada como descri

to em métodos (item 2.2.12).

O meio de incubação continha 100 nmoles de Met-ence 

falina e 10]jg de enzima purificada dissolvidos em 0,45ml de 

tampão Tris-HCl, pH 7,5, contendo 0,1M de NaCl. Nos tempos de 

incubação 30,60 e 120 minutos foram retirados alíquotas- de 

0,15ml do incubado aos quais foram adicionados 0,15ml de tam

pão citrato, pH 2,2, contendo 15% de polietilenoglicol.

• Tir, a Gli, Fen e ■ Met
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4 - DISCUSSÃO

4.1 - Metodologia utilizada para a purificação da encefalina

se de encéfalo humano

A metodologia empregada para a purificação da ence 

falinase de encéfalo humano foi montada pela primeira vez em 

nosso laboratório graças a eficiente orientação do Prof. CAR

VALHO .

Basicamente foi a mesma metodologia utilizada por 

CARVALHO (1981) para a purificação de endopeptidases A e B do 

cérebro de coelho, com exceção da precipitação em pH 5.0, do 

fracionamento com sulfato de amônio e da cromatografia em 

sephadex G-100, métodos que não elevaram significativamente o 

índice de purificação da enzima.

O perfil cromatografico da coluna de DEAE- celulose 

(conforme visto em resultados), apresenta a eluição de um pi

co principal de atividade enzimãtica com tampão Tris-HCl 0,05 

N contendo 100mM de NaCl, pH 7,5. O pico secundário provavel

mente é uma outra aminopeptidase, porém como foi menos abun-
t

dante suas propriedades nao foram estudadas nesse trabalho.

A eletroforese preparativa em coluna de gel de po

liacrilamida com eluição contínua, foi o método mais eficaz 

na purificação (ver resultados). Como descrito por CARVALHO 

64
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(1981) , o método apresenta a vantagem de associar simultanea

mente dois processos de separação: por carga e por tamanho mo 

lecular (Morris & Morris, 1976; Carvalho, 1981; Carvalho & Ca

margo , 1981).

0 aparelho de eletroforese que utilizamos apresenta 

duas modificações em relação ao original construído por CARVA

LHO (1981): uma menor câmara de eluição, preenchida com sepha 

dex G-25, na tentativa de minimizar a formação de uma câmara 

de mistura; ausência da coluna de refrigeração, uma vez que o 

aparelho foi mantido em câmara fria ã uma temperatura de 

0-29C. Como a capacidade de proteínas do sistema não deve ul

trapassar 25mg (Carvalho, 1981), submetemos parceladamente os 

"pools" obtidos da coluna de DEAE-celulose (DE-52), parcialmen 

te purificados, ã eletroforese.

Os resultados foram reproduzíveis, havendo semelhan

ça nos perfis de eluição das proteínas e da atividade 'da ence 

falinase obtidos nos diversos experimentos.

4.1.1 - Estabilidade da enzima durante o processo de purifica

ção

A enzima parecí ser bastante lâbil, pois a atividade 

da fração solúvel diminui cerca de 30% após a permanência da 

mesma durante uma semana a 49C, diminuindo drasticamente apõs 

congelamento e descongelamento sucessivos. A utilização do B-
_3mercaptoetanol (10. M) - redutor de pontes dissulfetos - no tam 



66

pão de diálise atenua a perda de atividade. O uso do glicerol 

a 20% (v/v), citado por MARTINS (1977) e CARVALHO (1981) como 

uma forma de evitar a perda de atividade cininásica das endo- 

peptidases, aparentemente não evitou a perda de atividade da 

encefalinase, porém,pareceu preservá-la melhor, quando submetí 

da a sucessivos descongelamentos.

4.1.2 - Determinação da atividade enzimática

A determinação da atividade enzimática da encefalina 

se foi realizada durante todo o processo de purificação, atra 

vés da quantificação dá hidrólise do substrato tirosil-B-nafti. 

lamida, uma vez que ele contém o aminoácido terminal das ence

falinas. Utilizamos esse substrato sintético devido a rapidez 

e precisão da quantificação da hidrólise enzimática (Hayashi & 

Oshima, 1977; Traficante et al, 1980).

4.2 - Critérios de homogeneidade aplicados à encefalinase pu

rificada

Segundo MORRIS & MORRIS (1976) a homogeneidade quími

ca de um produto natural só pode ser obtida pela sua síntese. 

Logo, os critérios de pureza aplicados a uma substância recém 

isolada apenas sugerem a sua homogeneidade.

Existem várias formas de avaliar o grau de pureza de 

uma substância, porém o método mais utilizado ainda é a eletro 
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forese em gel de poliacrilamida (Morris & Morris, 1976), devi

do ao alto poder de resolução com a utilização de pequenas 

quantidades de proteínas.

Os métodos eletroforéticos que utilizamos incluiram e 

letroforese analítica em gel de poliacrilamida e eletroforese 

em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS).Na 

eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, as proteínas, 

previamente desnaturadas por aquecimento a 1 009C durante 5 mi

nutos, tiveram suas pontes dissulfetos (S-S) reduzidas por B- 

mercaptoetanol (10%) e comportaram-se como ânions ao serem com 

plexadas ao dodecil sulfato de sódio (2%) (Morris & Morris, 

1976, Carvalho, 1981). Ambos os métodos demonstraram a presen

ça de uma única banda de proteína quando a enzima pura foi sub 

metida a tais critérios de homogeneidade. 0 peso molecular de

terminado por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e 

por cromatografia em sephadex G-200 são semelhantes, o gue eli 

mina a possibilidade de existir monõmeros idênticos ã enzima. 

Esses resultados sugerem que ela é constituída de uma única ca 

deia polipeptídica.

Até o momento, a maioria das aminopeptidases, isola

das de cérebro, que hidrolisam as encefalinas, têm sido descri 

tas também como polipeptídeos constituídos por uma única ca

deia de peso molecular variando entre 90.000 e 100.000 dal- 

tons, quando submetidas ã eletroforese em poliacrilamida com 

SDS (Hayashi & Oshima, 1977; Traficante et al, 1980; Hersh & 

Mc Kelvy, 1981; Wagner et al, 1981). A única exceção foi uma
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aminopeptidase purificada do cérebro de rato por SCHNEBLI et 

al (1979), constituída de duas cadeias polipeptídicas, fato no 

entanto, não comprovado por WAGNER et al (1981).

4.3 - Propriedades da enzima purificada

O peso molecular da enzima pura, estimado através de 

filtração em coluna de sephadex G-200 e por eletroforese em 

gel de poliacrilamida com SDS, foi aproximadamente 100.000 dal 

tons, semelhantes àqueles determinados para as aminopeptidases 

purificadas do cérebro de macaco (Hayashi & Oshima, 1977), cé

rebro de rato (Schnebli et al, 1 979; Wagner et al, 1981) , cére 

bro bovino (Hersh & Mc Kelvy, 1981). Esse resultado difere da

quele encontrado para enzima do corpo estriado do cérebro hu 

mano, o qual teve seu peso molecular estimado em torno de

62.000 daltons (Traficante et al, 1980).

O ponto isoelétrico da nossa encefalinase não pode 

ser comparado a outras enzimas que hidrolisam encefalinas devi 

do a falta desse dado na literatura, lamentavelmente não justi 

ficado.

O valor de pH ótimo para a atividade enzimãtica da en 

cefalinase de encéfalo hi^mano está em torno de 7,0 sendo seme

lhante aos valores determinados para as aminopeptidases de cé 

rebros de outros mamíferos (Hayashi & Oshima, 1977; Schnebli 

et al, 1979; Swerts et al, 1979; Traficante et al, 1980; Wag

ner et al, 1981; Hersh, 1 982 ; Shimamura et al, 1 983) -
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A constante de Michaelis (Km), da nossa enzima, apa
rentemente homogênea, para a lisina-B-naftilamida (1,66 x 10 4M) 

-4e para a tirosina B naftilamida (2,0 x 10 M), sugere uma li

geira preferência pelo substrato básico lisina-B-naftilamida . 

Apresenta ainda, uma ampla especificidade por outros substra

tos B-naftilamidas básicos e neutros, assemelhando-se as amino 

peptidases encontradas na literatura (Hayashi & Oshima, 1077; 

Schnebli et al, 1979; Hersh, 1982), Ocorre, entretanto, ligei

ra diferença na ordem de preferência (Hayashi & Oshima, 1977; 

Schnebli et al, 1979; Traficante et al, 1980, Wagner et al, 

1981; Shimamura et al, 1983). Assim como a nossa enzima, as 

demais estudadas até hoje não hidrolisam substratos ácidos,con 

tendo por exemplo, o ácido aspãrtico e ácido glutâmico (Hayashi 

& Oshima, 1977; Schnebli et al, 1979; Traficante et al, 1980;

Wagner et al, 1981; Hersh, 1982; Shimamura et al, 1983) .

O fato dessas enzimas hidrolisarem aminoácidos-B-naf 

tilamidas, permite a sua classificação como arilamidases (Hersh, 

1982) . As arilamidases têm sido encontradas em outros tecidos 

além do cérebro, como por exemplo: fígado de rato (Hopsu et 

al, 1966), rim de rato (Mahadevan et al, 1967) e fígado huma

no (Smith et al, 1965) . Entretanto, serão necessários maiores 

estudos com essas enzimais para demonstrar se elas são idênti

cas ou se apenas apresentam algumas propriedades semelhantes.

Nossa aminopeptidase foi inativada cerca de 96% por 
Zn++ (10 ^m) , 68% por Ni++(10 ^M) e 100% por Cu++ (10 ^M) . Ao 
ser incubacla com Mn++(10 ^M) , Fe++(10 3M) , Co++(10 3M) perdeu 
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cerca de 20% de sua atividade. O EDTA pareceu não afetar a a- 

tividade enzimãtica, diferindo de outras enzimas encontradas 

no cérebro de rato e macaco, as quais são inativadas por essa 
substância e reativadas pela adição de íons Co++, Zn + +, Mn++ 

(Havashi & Oshima, 1 977; Schnebli et al, 1 979; Wagner et al, 

1981). Entretanto, ela assemelha-se a enzima do cérebro bovi

no que também não é afetada pelo EDTA e é inativada por Co+t 
(10~3M), Zn + +(10_3M), Mn + +(10_3M) (Wagner et al, 1981). Aenzi 

ma do núcleo striatum do cérebro humano, também é inativada 
por metais pesados como Ni + +(10 ~'M) , Zn + +(10 3M) , porém o EDTA 

(10 M), conseguiu inibir 20% da sua atividade enzimãtica, o 

que a diferencia da enzima purificada no presente trabalho.

A enzima ora isolada foi inibida por puromicina e ba- 

citracina, assemelhando-se às aminopeptidases de cérebro encon 

tradas na literatura (Hayashi & Oshima, 1977; Schnebli et al, 

1979; Vogei & Altstein; 1979; Traficante et al, 1980; Hersh & 

Mc Kelvy, 1981; Wagner et al, 1981; Hersh, 1982; Shimamura et 
al, 1 983). Nosso Ki para a puromicina foi cerca de 6.7x10~3 M. 

Até o momento, o seu efeito.. inibitório não foi bem explicado 

(Hayashi & Oshima, 1977; Barclay & Phillips, 1978; Hersh,1982). 

A bacitracina, por sua vez, apesar de ser descrita como um ini 

bidor de baixa potência (Chaillet et al, 1983), parece prote

ger a encefalina exógena da degradação "in vivo" (Pathy,1977). 

Entretanto, a puromicina, que é um potente inibidor não proteje 

significativamente a degradação de encefalinas. A dificuldade 

de interpretação dos resultados reside na inespecificidade des 
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ses inibidores (Malfroy et al, 1979).

Nossa enzima não foi afetada pelo fenilmetilsulfonil- 

fluoreto, assemelhando-se a aminopeptidase do rato (Schnebli 

et al, 1979). Esse estudo não foi realizado com outras amino

peptidases de cérebro.

A utilização de outros inibidores de aminopeptidases, 

tem conduzido a alguns resultados duvidosos e algumas vezes 

negativos (Chaillet et al, 1983). Entre esses inibidores, po

demos citar os tióis (Gorenstein & Snyder, 1 980) ,reagentes sul 

fidrílicos como p-cloromercuriobenzoato, iodoacetamida (Vogei 

& Altstein, 1979) e os barbituratos, tais como secobarbital, 

pentobarbital e fenobarbital, cujos mecanismos de ação permane 

cem desconhecidos (Hersh, 1982). Esforços no sentido de utili 

zar-se substâncias como tiorfano, um potente inibidor das "ence 

falinases" descritas na literatura (Roques et al, 1 980; Baum, 

et al, 1983) , leucinal - um inibidor estruturalmente relaciona 

do a substratos peptídicos - têm sido realizados no sentido de 

potenciar a analgesia induzida pelas encefalinas (Davis et al, 

1983). Além disso, várias tentativas vem sendo realizadas no 

sentido de se conceituar o sítio ativo das encefalinas, utili

zando-se para isso modelos hipotéticos (Cushman et al, 1977; 

Gordon et al, 1 983) . <
_3O ditiotreitol (1x10 M) - redutor de pontes dissul- 

feto - ativou a enzima pura em torno de 94%, enquanto que a en 

zima purificada por HAYASHI & OSHIMA (1977) do cérebro de ma

caco, foi ^tivada pelo referido composto em torno de 150%.
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A encefalinase purificada de encéfalo humano degra
12 dou a encefalina apenas na ligaçao Tir -Gli , resultado seme 

lhante àqueles encontrados para a encefalina purificada do cê 

rebro de rato (Wagner et al, 1981)o corpo estriado do cérebro 

humano (Traficante et al, 1980) , Entretanto todos os demais 

trabalhos com encefalinase de cérebros de mamíferos demonstra 

ram que essa enzima degradava totalmente a molécula de encefa 

lina a aminoãcidos livres. Provavelmente a enzima purificada 

por esses autores encontrava-se contaminada por outras pepti- 

dases.

Pelo que podemos observar analisando o aparente com 

portamento da enzima que isolamos e comparando-a ãs enzimas 

descritas na literatura, nos aventuramos a sugerir que possi 

velmente a encefalinase de encéfalo humano seja a mesma ami- 

nopeptidade encontrada em cérebros de outros mamíferos, tais 

como rato, boi e macaco. Não obstante a atividade dessas ami- 

nopeptidases hidrolisando encefalinas em extratos do SNC, sua 

participação na inativação fisiológica das encefalinas ainda 

não foi comprovada. A hipótese de que tenham uma única função 

poderá ser descartada, uma vez que foi demonstrado uma distri_ 

buição quase que homogênea entre as regiões e frações subcelu 

lares de cérebros de mamíferos (Sullivan et al, 1978; Malfroy 

et al, 1979; Gorenstein & Snyder, 1979; Vaughan, 1981; Under- 

friend & Kilpatrick, 1982; Chaillet et al, 1983; Ikeda et al, 

1983) .

Os objetivos principais aos quais nos propusemos 



73

inicialmente, foram plenamente alcançados. A purificação de 

uma aminopeptidase de encéfalo humano que hidrolisa encefali

nas vem acrescer ã literatura mais uma candidata a degradação 

fisiológica destas substâncias, atualmente tão especulada. 

afirmação de que realmente participariam na degradação fisiolõ 

gica de encefalinas, no momento foge aos nossos objetivos,pois 

para isso necessitaríamos, no mínimo, de experimentos em que 

fossem utilizados inibidores dessas enzimas em um modelo ani

mal "in vivo" e que o nível de encefalinas pudesse ser quanti

ficado. Quanto a sua preservação no processo evolutivo, talvez 

os estudos realizados na escala filogenética, em nosso labora

tório, por COELHO DE SOUSA (resultados não publicados) possam 

vir a esclarecer alguns pontos ainda obscuros.

Estudos "in vivo" com inibidores específicos da enzi 

ma, bem como a produção de anticorpos anti-enzima serão desen

volvidos em nosso laboratório e poderão auxiliar no esclarecí 

mento dessas funções.



5 CONCLUSÕES

- A maior parte da atividade encefalinãsica do encé

falo humano foi detectada na fração solúvel.

- Na cromatografia em coluna de DEAE-celulose a ati

vidade enzimãtica foi eluída com tampão Tris-HCl 0,05N,pH 7,5, 

contendo 0,1M e 0,15M de NaCl.

- A enzima foi obtida aparentemente pura apõs a rea

lização da eletroforese em coluna de gel de poliacrilamida.

- Os critérios de homogeneidade utilizado para a en- 

cefalinase foram: eletroforese analítica em gel de poliacrila

mida com e sem dodecil sulfato de sódio (SDS), onde uma única 

banda de proteína foi detectada e focalização isoelétrica, on 

de um único pico de atividade foi encontrado.

_ A estimativa do peso molecular foi determinada pe 

la cromatografia em coluna de sephadex G-200 e por eletrofore 

se em gel de poliacjrilamida como 100000 daltons.

_ O pH ótimo para a atividade enzimãtica utilizando- 

se a Lis-g-naftilamida e Tir-B-naftilamida como substrato foi t
em torno dc 7,5.

- As constantes de Michaelis (Km) para a Lis-B-nafti
-4 -4lamida e Tir-6-naftilamida foram 1,66 x 10 M e 2,0 x 10 M, 

respectivamente.
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- A presente enzima foi ativada por ditiotreitol(DTT) 
e foi fortemente inibida por Cu+', Zn++, Ni++, puromicina e ba- 

citracina,

_ A encefalinase é bastante lábil pois perdeu cerca 

de 30% de sua atividade após permanecer uma semana a 4?C e mais 

de 50% após três congelamentos e descongelamentos sucessivos .

- Os resultados obtidos na purificação e caracteriza

ção desta enzima sugerem uma semelhança com as aminopeptidases 

purificadas anteriormente de cérebro de mamíferos por outros au 

tores.

_ A enzima purificada hidrolisou a encefalina exclusi.
.1 2 vamente na ligaçao Tir -Gli .
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