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ABREVIATURAS

ALFA-NEO-END. OU ALFA-NEO = ALFA-NEO-ENDORFINA

BAM 12 = PEPTIDEO OPIOIDE CONTENDO 12 AMINO-ACIDOS
BAM 22 = PEPTIDEO OPIOIDE CONTENDO 22 AMINO-ACIDOS
ENDO-A = ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A

S.D.S = DUODECILSULFATO DE SODIO



RESUMO

A endo-oligopeptidase-A de membranas do cerebro humano
foi purificada préoximo a homogeneidade, apresentando o0s seguintes
passos de purificacao:

a) homogeneizacdo com agua na proporcdo de 1:4 (P.U);

b) centrifugacdo a 25.000 G,durante 60 minutos;

c) cromatografia em DEAE-celulose ; e

d) eletroforese preparativa em gel de poliacrilamida

ApOs a purificacao,a enzima foi submetida a eletroforese
em placa sem S.D.S.,resultando no aparecimento de uma banda de
proteina ,com um leve contaminante

A enzima purificada apresentou as seguintes
propriedades

- pH otimo préximo da neutralidade;

- ponto isoelétrico de 5,36;

- peso molecular de 70.000 Dalton ;

- inibicao pelos cations Cu++,Zn++,Ni++,Co++,Ca++ e

Fe++,inibicdo pelo PMAC e PMSF;

- nao foi Iinibido pelo EDTA e ortofenantrolina ;

- houve uma reativacao com B-mercaptoetanol

A endo-oligopeptidase-A de membranas liberou MET e LEU-
encefalinas dos peptideos opidides, tais como Dinorfina 1-8 ;MET-
ence.-ARG-GLI-LEU-LIS; Octopeptideo ;BAM 12 ;B-neo-endorfina, Alfa-

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



peptideos opidides com numero de amino-acido

<



SUMMARY

From the membranes of human brain,the endo-
ol igopeptidase - A was purified close to homogeneity, introducing
the following steps of purification
a) homogeneization with water in the proportion of 1:4
(W/V) 1
b) centrifugation at 25,000 G.,during 60 min;
c) cromatography in DEAE-cellulose; and
d) preparative electrophoresis in poliacrilamide 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 cations 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-enkephalin-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.



INTRODUCAO



1. - INTRODUCTIO.

1.1 PEPTIDEOS OPIOIDES.

0 fato de que alcaldides, semelhantes a morfina
produziam no ser humano analgesia, sonoléncia, alteragdo do humor e
obnub 1l acdo, criou a hipotese da existéncia de receptores opidides
no S.N.C.

Com o avanco da tecnologia radioisOdtopa e com 0 uso de
antagonistas e agonistas opiodides, foi possivel a determinacdo de
estruturas especificas, no S.N.C. as quais tinham afinidade com
agonistas e antagonistas opidides (PERT e SNYDER - 1973; SIMON e
cols. 1973; TERENIUS - 1973). Tais estruturas foram designadas de
receptores opiodides.

Apos a identificacao dos receptores opidides,levantou-se
a idéia de que,no organismo,havia uma substidncia endoégena que
tinha alta afinidade com os receptores opidides,e que produziam
efeitos semelhantes ao da morfina.

Em 1975, HUGHES e cols. isolaram ,no homogenato do
cérebro do porco,uma estrutura,biologicamente ativa, capaz de se
ligar a receptores opidides. A substancia endégena isolada era uma
mistura de pentapeptideos com sequUéncia de amino-acidos 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 Iinibitdrios das

poderiam ser completamente revert idos pela

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



Un outro peptideo de trinta e um amino-acidos foi
isolado da hipodfise do camelo (LI e CHUNG - 1976), e designado de
B-endorfina, 0 qual estava contido na sequéncia terminal da B-
lipotropina Com a verificacao da correlacdo entre a B-endorfina e
a B-lipotropina (B-LPH), houve um maior interesse na descoberta de
novos peptideos a nivel de S.N.C.

A partir do fato de que a B-lipotropina continha a
seqgiléncia de amino-acidos da B-endorfina, surgiu a idéia de que
possive l 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 macromolécula

denominada de pro-opiomelanocortina (POMC).

1.2 - Familias dos peptideos opioides.

macromoléculas, precursoras dos
peptideos opidides enddégenos, foi realizada gracas a tecnologia do
DNA recombinante, que permitiu a prima-
rias das trés familias dos peptideos opidides existentes, a saber

1.2.1 PRO-OPIOMELANOCORTINA identificada por ROBERTS
e cols.,em 1977, e NAKANISHI, em 1979,

1.2.2 PRO-DINORFINA ou PRO-ENCEFALINA B -identificada
por KARIDANI e cols- 1982

1.2.3 PRO-ENCEFALINA ou PRO-ENCEFALINA A -identificada
por NODA e cols .- 1982, e COM e coOls.,em 1982.

1.2.1 - FAMILIA PRO-OPIOMELANOCORTINA (POMC).

A proé-opiomelanocortina é uma macromolécula que contém

241 amino-acidos. Sua extremidade amino terminal glicosilada possui



residuos de cisteina seguida das sequéncias ACTH e B-LPH,que ficam
na extremidade carboxila.

A proé-opiomelanocortina ¢ produzida tanto no lobo
anterior como no lobo intermediario da hipofise. Os fragmentos
produzidos pelo processamento da POMC variam de acordo com a regiao
da hipofise.

No Iobo anterior da hipotese, a POMC ¢é clivada em
fragmentos amino terminal glicosilados (fragmento 16k),peptideos de
juncdo (J.P),ACTH e B-LPH A B-LPH é processada dando origem a Y-
LPH e a B-endorfina

No lobo intermediario da hipofise, o ACTH ¢é clivado a
ALFA-MSH e CLIP (peptideo tipo corticotrofina do lobo
intermediario). A B-LPH é clivada em Y-LPH e B-endorfina A Y-LPH e
clivada em B-MSH

No curso do processo de maturacao da POMC a hidrolise
enzimatica se da entre os pares de amino-acidos basicos.

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 hipofise do porco,
um peptideo opidide distinto da B-endorfina. Através de técnicas
bioquimicas classicas,verificou-se que esse peptideo continha 17
amino-acidos com a sequéncia TIR-GLI-GLI-PHE-LEU da LEU-
encefalina,que toma a designacdo de dinorfina

A obtencdo de anti-corpos para a dinorfina permitiu uma

purificacado melhor; assim,determinou-se a sequUéncia de amino-acidos
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da dinorfina,chamada posteriormente de dinorfina A (GOLDSTEIN e
CcoOls.-1981).

KARIDANI e cols.,em 1982,conseguiram identificar a
seqUéncia de amino-acidos do precursor da dinorfina (pré-encefalina
B),no cérebro do porco,através de técnicas do DNA recombinante

A pro-encefalina B consiste de 234 amino-acidos
contendo,na extremidade amino terminal,grupamentos de cisteina, e,na
extremidade carboxil terminal: a neo-endorfina,dinorfina A e
dinorfina B (fig.2 ). As diferentes enzimas proteoliticas, nas
diversas regides do S.N.C., processam a prodinorfina em diferentes
fragmentos contendo neo-dinorfina e dinorfina.

No Ilobo anterior da hipofise, a pro-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 (residuo 1-17) e dinorfina B (rimorfina).

Na neurohipofise e no S.N.C., a pro-dinorfina é
processada,dando como resultado a ALFA-neo-endorfina,B-neo-
endorfina,dinorfina A e dinorfina B.

As regides mais ricas de peptideos opidides derivados da
pro-dinorfina estdo situadas na parte reticulada da substancia
negra,no hipocampo ,globo palido ventral,ndcleos supra-oticos e

trato solitario.

1.2.3 - FAMILIA DA PRO-ENCEFALINA A.

A glandula adrenal de algumas espécies é particularmente

rica de encefalinas e peptideos correiatos.Numerosos peptideos
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contendo encefalinas foram isolados da glandula supra-renal de
boi. Por tal razao, 0o modelo adrenal tem sido usado para
0 estudo da sintese das encefalinas.
A completa sequéncia de nucleotideo da pré-encefalina A
de boi foi elucidada por NODA e cols.-1982. A pré-encefalina A
possui, na sua estrutura, uma sequUéncia de 263 amino-acidos,
incluindo o peptideo sinal. A extremidade amino terminal contém 6
grupos de cisteina seguidos por 4 copias de MET-encefalina, uma
LEU-encefalina. um octopeptideo MET-ENCEF-ARG-GLI-LEU (adrenorfina
ou metorfamide >,um hept apeptideo MET-ENCEF-ARG-FEN, 0s quais se
encontram na extremidade carboxil terminal. Todos esses peptideos
estdo ligados, entre si, por pares de residuos de amino-acidos, e
representam,aparentemente,o0 sitio de processamento proteolitico
Outros peptideos menores resultantes do processamento da
pro-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 IEp.
0 esquema da biossintese da pro-encefalina A,a nivel de
medula adrenal e sistema nervoso,é sugerido por PATEY e coOls-

1986,como mostra figura 3.

1.3 - DISTRIBUICAO de PEPTIDEOS OPIOIDES.

Os peptideos opidides resultantes dos processamentos das
trés familias,anteriormente vistos, encontram restritos
apenas no também no Sistema Nervoso
Periférico e

A nivel de S.N.C., os peptideos opidides estao
distribuidos de forma bastante heterogénea, sendo encontrados em

maior quantidade no nucleo caudado, nucleo lentiforme,nos nldcleos
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supra-oticos e para-ventriculares do hipotalamo e na hipofise.

A nivel de sistema nervoso simpatico,os neuréneos
encefalinérgicos estao presentes entre os neurdneos pré-
ganglionarios, o0s quais tém origem na médula espinhal .

A nivel de sistema nervoso parassimpatico, foi detectada
a presenca de encefalinas nas fibras do nervo vago.

No sistema nervoso entérico, as encefalinas foram
constatadas nos neurbneos intrinsecos, cujos corpos celulares estao
localizados nos ganglios mesentéricos

A nivel Nnervosos, 0os peptideos
correi acionados com os opidides foram localizados em células
enddcrinas do trato gastroentestinal (LARSON 1981 ) ,pancreas
(BRUNI e cols -1979 Jgbnadas do sistema reprodutivo macho e fémea |,

sistema imunolégico (linfocitos) e medula supra-renal

1.4 DEGRADACAO DE PEPTIDEOS OPIOIDES ENDOGENOS,

A biossintese de precursores opioides é regulada tanto
pelas taxas de DNA como de RNA No entanto,as quantidades de
fragmentos biologicamente ativos,dos precursores opidides,dependem
de varios processamentos enzimaticos ativos. Pelo fato de que
peptideos opidides estdao intimamente relacionados com hormodnios da
pituitaria (HG,ACTH, gonadotrofinas, TSH,prol actina, e VIP) é de se
esperar a

de encefalinas.

1.4.1 ENZIMAS DE DEGRADAGCAO DE ENCEFALINAS.

Trés tipos bem definidos de peptidases ativas, no



sdo Aminopeptidase, Dipeptidilcarboxipeptidase (encefalinase A),
Dipeptidilaminopeptidase (encefalinase B) e enzima conversora de
Angiotensina (EGA).

Os sitios de hidrdlise,na molécula de encefalina,se

encontram nos seguintes pares de amino-acidos:

a) TIR1L - GLI2 (AMINOPEPTIDASE),
b) GLI2 - GLI3 (ENCEFALINASE B);

c) GLI3 - FEN4 (E.C.A e ENCEFALINASE A).

Ou melhor configurado no esquema abaixo:

AMINOPEPTIDASE I- E.C.A.

- ENCEFALINASE

H2N GLI2 GLI3 - FEN4 - MET - OH

ENCEFALINASE B

a) AMINOPEPTIDASE

As encefalinas s&o hidrolisadas por aminopeptidases en-
tre o par de amino-acido TIR1-GLI2, na extremidade amino terminal
da encefalina.

aminopeptidase tem sido realizada em
homogenat o de cérebros de espécies diferentes, apresentando
propriedades semelhantes As espécies utilizadas para a purifi-
cacdo foram os cérebros de macaco (HAYASHI e cols.-1978); de rato
(SCHNEBLI e coOIs-1979- e WAGNER e cols- 1981); de boi (HERSH e

cols.—1981) | striatum humano (TRAFICANTE e cols.-1980), e encéfalo



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 otimo,proximo da neutralidade.Contém em sua
estrutura grupamentos tiol e metalicos,todavia, essa enzima ¢

inibida pela puromicina,bestatin,amostatin e bacitracina.

b) DIPEPTIDILAMINOPEPTIDASE

Em 1978,CRAVES e cols. observaram a hidrdlise da MET-
encefalia na SNYDER confirmaram esta
observacdo em 1980 e tentaram purificar uma enzima,a encefalinase B
que cliva a MET-encefalina GLI2-GLI3.No entanto,outros autores
relataram que a encefalinase B poderia ser separada em duas encefa-

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

LEE e SNYDER,1982 isolaram de cérebro uma

dipeptidilaminapeptidase I11.

c) DIPEPDILCARBOXIPEPTIDASE (encefalinase A)

Extratos de cérebros,quando incubados com MET-
encefalina ou LEU-encefalina,produziam tripeptideo (TIR-GLI-GLI-)
resultantes da divagem da MET ou LEU-encefalina na ligacdo GLI3-
FEN4 (SULLIUAN e coOls.,1981;MALFROY e coOIls.,1978).

A encefalinase A néo parece ser uma tiol-pept idase

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

enziméat ica nao é alterada por reagentes tiodis

1i



cloromercuriofenil sulfamato). Evidéncias experimentais mostraram
que a encefalinase contém ion Zn++ no sitio ativo que pode ser
quelado pelo EDTA e o-phenantrolina,resultando da
atividade enzimatica (J.P. SWERTS e coOls.-1979) .A presenca de ion
Zn++,no sitio ativo da encefalinase, € compativel com uma
metalopeptidase. Reagentes tipo di-isopropilfluorofosfato

alteram sua atividade,sugerindo auséncia de residuo de serina.

0 pH otimo da encefalinase extraida da membrana do
cérebro de rato ¢é entre 6.5 e 7 (SULLIVAN e cols.,1978 ; VOGEL e
cols.,1981).

A encefalinase ¢ inibida por tiorfan,fosfatos e o ion

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

ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA(EGA)

A enzima conversora de Angiotensina (ECA),conhecida tam-
bém como cininase Il,catalisa angiotensina | em angiotensina Il,que
€ um potente vasoconstrictor.E uma glicoproteina com peso molecular
de 140.000 Dalton e contém em sua estrutura um ion de Zn++; ativi-

dade dependente da concentragcdo de ion de cloro e é inibida pelo

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

A enzima conversora de angiotensina esta envolvida com a
inativacdo da brdicinina que é nonapeptideo com seqdéncia de amino-
acidos 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 ligacado GLI3-PHE4 da MET ou

LEU-encefalinas,liberando fragamentos TIR-GLI-GLI e PHE-MET ou PHE-



LEU.Tal demonstracdo admitiu a possibilidade de a E.C.A. estar
envolvida na inativacao fisioldgica das encefalinas na fenda
sinaptica encefalinérgica. Em contraste, a E.C.A. ndo se encontra
distribuida paralelamente a receptores opidides ou a encefalinas,no

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

1.5 - ENZIMAS LIBERADORAS DE ENCEFALINAS.

A  pro-insulina contém,na sua estrutura,pares de amino-
acidos basicos (ARG-LIS ou LIS-ARG) que estao situados nos pontos
de clivagem,dando origem as insulinas B e A e ao peptideo de
coneccao C. Esses pares de amino-acidos basicos (LIS-ARG e ARG-LIS)
tém sido encontrados na sequUéncia de amino-acidos dos diferentes
precursores dos nheuropeptideos. 0 fato de que o0s amino-acidos

basicos,acima citados, sdo pontos de clivagem e

tanto nos precursores da insulina como nos precursores dos
neuropeptideos, foi sugerido num modelo de biossintese dos
neuropept ideos (PATEY e ccoOIs.,1986) ,a partir de um precursor

prot €ico:

ENDOPEPTIDASE EXOPEPTIDASE
(tipo Tripsina)

!
!
!
!
!
v

LIS L 1SS—- NEUROPEPTIDEOS - L IS-LIS
ou o u A ou A ou
ARG ARG ! ARG ! ARG
[ |
! ENDOPEPTIDASE
AMINOPEPTIDASE (tipo Tripsina)
Na mat urag ao dos precursores protéicos,ocorre uma

sequéncia de protedlise envolvendo trés diferentes tipos de



prot eases: 1) uma endopeptidase do tipo tripsina e uma

aminopeptidase,as quais liberam fragmentos LIS ou ARG na
extremidade amino terminal do precursor; 8) na extremidade
carboxil-terminal, uma exopeptidase do tipo carboxilpeptidase B e
uma endopeptidase do tipo tripsina que clivam ligacdes peptidicas

LIS-X ou ARG-X.
As quatro enzimas,descritas acima, resultam na liberacao
do neuropeptideo na sua forma ativa,como proposto por PATEY e

cols.,1986.

Uma nova enzima proteolitica foi purificada no
homogenato do cérebro do coelho por CARVALHO e CAMARGO (1981): € a
designhada de endo-oligopeptidase-A

CARMARGO e ccoOIs.(1985,1987) demonstraram que a endo-
oligopeptidase-A ,purificada do cérebro do boi,clivava
peptidicas de varios peptideos opidides (8 a 16 residuos),liberando
MET-encefalina e LEU-encefalina Essa liberacdo foi feita com
apenas uma hidrdlise,demonstrando um modelo alternativo para o

modelo proposto por PATEY e coOls.,1986.

CAMARITfO, em 1987,purificou e caracterizou a endo-
oligopeptidase-A solavel,do encéfalo humano,com as seguint es
caracterist icas: ponto isoelétrico 4,9; peso molecular em torno
de 70.000 Dalton; inibigcdo pelo p-mercurio acetato, Cu++,Zn++,Ni++
e Co++ inibida pelo EDTA, fosforamidon,bactracina e

puromic ina
Em 1984, a endo-oligopeptidase-A foi catalogada pelo
NOMENCLATURE COMMITTEE OF THE INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY

como a E.C.3.4.19.22.
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CARVALHO,em 1978,demonstrou a existéncia da endo-
oligopeptidase-A em membranas de cérebro do coelho, mas realizou
apenas um isolamento e caracterizacado parcial dessa enzima.

ORLOWSKI e cols. (1981 e 1983) isolaram uma
endopeptidase neutra que,quando incubada com dinorfina,alfa-
neodinorfina e B-neoendorfina,liberava LEU-encefalina Essa enzima
foi designada de metaloendopeptidase,por ter no sitio ativo um (1)
atomo de Zn++.0Outros peptideos foram clivados pela

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

(ARG-ARG)iluliberium (HIS2-TRP3 e TRI5-GLI6) e substancia P (PRO4-

GLI5,PHE7-PHES e PHES8-GLI9) .Algumas propriedades foram
determinadas: pH oOtimo,proximo da neutralidade;peso molecular de
67.000 Dalton; inibicao pelo EDTA, o-fenantrolina e reativacao

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

Todavia, TOFOLETTO e coOIs.(1988) demonstraram que a
metaloendopeptidase (ORLOWSKI,1981) e a endo-oligopeptidase-A
(CARVALHO e CAMARGO,1981) sé&o duas enzimas distintas,como

concluiremos na discussao.

1.6 - OBJETIVOS.

1.6.1 - Purificar e caracterizar a endo-oligopeptidase-A
de membranas do cérebro humano,num tempo "post-mortem" maximo de 6
horas

1.6.2 - Determinar as possiveis diferencas entre a endo-

ol igopept idase-A, de membranas, e a endo-oligopeptidase-A soluvel.



MATERIAL E METODOS



MATERIAL E METODOS.

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

Ceara,ap6s um tempo "post mortem” de 6 horas.

2.1.2 - PEPTIDEOS UTILIZADOS.

BAM 22

BAM 12

B-NEO-ENDORFINA

LEU-ENKPHALIN-ARG

LEU-ENKPHALIN

MET-ENKPHALIN

-Cambridge Research Biochemicals
-Cambridge Research Biochemicals.
-Cambridge Research Biochemicals
-Seva

-Calb io Chem

-Calbio Chem

MET-ENKPHALIN-ARG-PHE . -Pemsula Synthetic

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

ALFA-NEO-ENDORFINA

DIN 1-27 e, ‘

OCTOPEPTIDEO ................. .

DINORFINA 1-8 ............ :

DINORFINA-B  ...............

2.1.3 - MATERIAIS

TRITON - X 100 ...

BRIJ 25

-Cambridge Research Biochemicals
-Cambridge Research Biochemicals
-Cambridge Research Biochemicals
-Cambridge Research Biochemicals

-Cambridge Research Biochemicals

DIVERSOS.

-Beck man

-Sigma, U.S.A



DITHIOTREITOL (DDT).. -Calbio Chemicals>San Diego,Cali-
B-MERCAPTOETANOL -E.Merck, Darnsdatt
GLICINA P A -E.Merck, Darnsdatt.

MEMBRANA P/ DIALISE -Union Carbide Corp.l1llions,E.U.A

DEAG CELULOSE -Whatman, Maidstone-Inglaterra
METAND P.A -Merck

HIDROXIDO DE SUDIO .. -Reagen, Brasil.

ACIDO CLORIDRICO Merck, Brasil.

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

N-NMETILENO-BIS-ACRI-

LAMIDA e -Fluxa A.G. Buchs S.G.

TMED LOT 3683 -Canalco.

GLICEROL -Cario Erba,Brasil.

ACIDO ACETICO P.A .. -E.Merck , Darnsdatt .

COMASIE BLUE Lote 18C-032,No B1l131 -Sigma
REAGENTE DE FOLIN .. -E.Merck, Darnsdatt .

ATROPINA -Merck

ALBUMINA BOVINA -Miles Laboratories Inc.,E.U.A.
OVOALBUMINA -Pearce Chemical Co. , Rock -Ford ,

1! lions, U.S.A.
SEPHADEX-G.100 FINE
(40-120)............. -Pharmacia Fine Chemicals AB,
Upala, Suécia.

ANPHOLINE (pH 4-6)

BLUE DEXTRAN . -Pharmacia Fine Chemicals,Upal a,
Suec ia

SULFATO FERROSO .. -Reagen

CLORETO DE CALCIO ... -Merck.

EDTA -Carlo Erba

CLORETO DE COBALTO .. -Merck
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2.1.4 APARELHOS.

LICOQOUIIDIFICA DOR
CENTRIFUGA REFRIGERA-
DA -Beckmann,modelo J-21C,rotores

JA-14.NA-20 -Beckmann Instru-
ments,Inc, Cali 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 .. -Construido em nosso laboratorio.
ESPECTROFOTOMETRO
MOD.G-2.400 ....ccooeevevvnnnnnn -Beckmann Instruments,Inc.Munchen,

Alemanha
TRANSDUTOR - N.B.S. —Microbio-Systems Microcraph F-60.
REGISTRADOR ECD-MODELO RB 102-SERIE 486.-S.Paulq,Brasil .

COLUNA DE VIDRO PARA DETERMINACAO DE PESO MOLECULAR.

POTENCIOMETRO MV 85 . -Clamann & Grahmert, Dresden.
2.2 - METODOS.
2.2.1 - EXTRACAO ENZIMATICA.

0 cérebro humano, com o peso médio de 1 kg.e
200 gramas,obtido em um tempo "post mortem” de 6 horas,foi
homogeneizado em &agua (1:4 p/v) a 4 graus C,liquidificado durante
90 segundos,com palhetas girando cerca de 6.000 rotac8es por minuto
sem carga

0 homogenato foi centrifugado em centrifuga
refrigerada <0 graus C -4 graus C),usando 25.000 G,durante uma

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



0 precipitado 1 foi novamente ressuspenso e

centrifugado por duas vezes com agua nas mesmas condicdes descritas

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

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

extrair enzimas de membranas dessa fracdo (ver a seguir a

determinacdo do método de solubilizacdo).A mistura (precipitado 2 +

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

precipitado 3, que foi descartado, e o0 sobrenadante 3, que foi

utilizado para o processo de purificacdo. 0 processo de purificacao

enzimatica foi todo realizado em camara fria, a 4 graus C.

Apds a segunda centrifugacdo,o sobrenadante 3

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

Nos tampdes da dialise foram acrescentados B-mercaptoetanol 10-3M e

Triton X-100 0,01%.

A figura 4 mostra todo o processo de extracao

enzimatica utilizado.

2.2.2 - DETERMINACSO DO METODO IDEAL DE SOLUBILIZA-

Cfio0 DA ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A DE MEMBRANAS.

Un teste piloto foi realizado para definir

qual o método de solubilizacdao a ser utilizado na purificacao.Seis
tipos de experimentos preliminares foram efetuados,usando as
seguintes solucdes:
a) Solugdo contendo TRIS-HCL O,05M PH 7,5.
b) Solugdo contendo TRIS-HCL O,05M PH 7,5+Triton X-100 a 1%
c) Solugdo contendo TRIS-HCL O,05M PH 7,5 + Brij-35 a 0, 1%
d) Solugcdo contendo TRIS-HCL O,05M PH 9, 0.
€) Solucdo contendo TRIS-HCL D, 05M PH 9, O+Triton X-100 a 1%



FlGURA— 4 Processo de extracao enzimatica

CEREBRO

- Homogeneizacdo agua ( 1:4; p/v )

- Centrifugacdo 25.000 x G x 1 h.

SOBRENADANTE ( 1 ) PRECIPITADO ( 1 )

-Ressuspensao em
H20 ( 1:4; p/v )
-Cent ri fugacao

25.000 x G x 1 h

SOBRENADANTE ( 2 > PRECIPITADO ( 2 )

- Ressuspensdo em
triton-x-100 17,
- Centrifugacao

25.000 x G x 1 h

SOBRENADANTE ( 3 ) PRECIPITADO ( 3 )



f) Solucdo contendo TRIS-HCL O0,05M pH 9,0 + Brij-35 a 0,1%.

0 precipitado 2 foi ressuspenso com as

solugcdes acima,na proporcado de 1:4 (p/Vv), 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 ileo de

cobaia

2.2.3 - CROMATOGRAFIA EM COLUNA DEAE - CELULOSE.

A resina de DEAE-celulose foi reciclada com
acido sulfdrico 0,5N e hidroxido de sédio a 0,5N de acordo com o
fabricante

A Cromatografia DEAE-celulose foi realizada de
acordo com os meétodos 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
didmetro. Apoés o0 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 peristaltica 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 forca idnica crescente, tais como: 0,05M;

0,07M; O,IM; 0,15M e 0,3M de cloreto de sdodio.



2.2.4 - CONCENTRACAO DAS FRACOES ENZIMATICAS POR UL-
TRA FILTRACAO SOB PRESSAO REDUZIDA.

Uma menbrana de dialise,medindo em torno de 25

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

cromatografada foi aplicada no interior do funil de separacdo e o
ar do interior do Kitasato foi aspirado por uma bomba a vAcuo.A
amostra foi concentrada até mais ou menos 2 ml. Todo esse processo

ocorreu a temperatura de 4 graus centigrados

2.2.5 ELETROFORESE PREPARATIVA EM COLUNA DE GEL
DE POLIACRILAMIDA
A  metodologia para eletroforese preparativa

foi semelhante a utilizada por CARVALHO (1981),com algumas

0 gel foi preparado em uma concentracao final

de 6% de poliacrilamida
As solucdes utilizadas nas preparacdes do gel
foram guardadas em frascos escuros a 4 graus C e despejadas apds 6
meses persulfato de aménio que foi
solug 6es abaixo sédo prdéprias

do Laboratoério

SOIUGCAO A: HCL 1. 0N e 48,0 ml.
TRIS e 36,3 ¢
TEMED e 0,23 ml
AGUE e a e 100,00 ml .

(ajustar o pH para 8.9)



SOIUGAO B: HCL 1.0N e 48,00 ml.
TRIS e 5,98 g.

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

Solugcdo C: Acrilamida ..... ... 19,20 g.
Bis-acrilamida ..., 0,64 g.
AGURE o 40,00 ml.
Solucao G: Persulfato de amonio ..........iineen 35,00 mg.
AGUA i 25,00 ml.
SOIUGAO H: TRIS e 1,50 g.
GliCiNa . 7,20 9
AGUA i 100,00 ml
Diluente da amostra: Glicerol ... 15,00 ml
SOl B e, 5,00 mi
AGUA i 10,00 ml

0 gel com T* = 10,34% e C* = 3,22% foi
obtido da mistura de 7,9 ml da solucdo A com 13,3 ml. da solucéao
C e 0,5 ml.de agua, deareada, adicionada a solucédo G (44,38 mg./

1,7 ml. agua) também deareada.

Notacdes de HJIERTEN (1962).
T* = peso total de mondmeros/100 ml. da solucao.
C* = quantidade de bis-acrilamida expressa como percentagem (p/pP)

da quantidade total de mondémeros.



0 aparelho para eletroforese preparativa ¢

constituido 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, h& uma camara de eluicdo,composta de
uma membrana de dialise e pérolas de vidro.

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

Ap6s aplicagdo do gel de poliacrilamida, na
coluna de vidro, a camara de eluicao foi feita com o auxilio de
uma membrana e preenchida com TRIS-glicina pH 8.2. Na cuba superior
foi adicionado 1,5 Ilitro de TRIS-glicina pH 8.2,contendo B-
mercaptoetano ! 10-3M e colocado um eletrodo negativo em contacto
com a solucéao.

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 tampdes 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.<fracdo 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 Poliacrilamida

No final da eletroforese,as fracdes que
apresentaram atividades foram reunidas e concentradas até o volume

de 2 ml
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2.2.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENDO-OLIGO-

PEPTIDASE - A.

A atividade foi verificada de duas maneiras:

a) Atividade t.estada com relagcdo a amplitude de

b)

contracao do ileo de cobaia,induzida pela

brad ic inina
A atividade da endo-oligopeptidase - A foi

monitorizada por um ensaio bioldgico no ileo isolado

de cobaia, que foi mantido a 37 graus centigrados em
uma cuba contendo solucédo de Tyrode, atropina
(3, 7x10-8M) e benadril (1,5%10-6M). A atividade

enzimatica foi medida pela reducdo da amplitude da
contragcdo do ileo de cobaia produzido pela quantidade
de bradicinina hidrolisada e comparada com a amplitu-
de de contracdo do ileo ,obtida por um controle con-
tendo uma concentragcdo conhecida de bradicinina e
TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 (CAMARGO & GRAEFF - 1969).

0 meio de incubacdo foi preparado com 5 ul.de
bradicinina (mg./ml.),1000 ul.de TRIS-HCL pH 7,5 e
uma aliguota de enzima ndo superior a 200 ul

A quantidade de enzima utilizada foi aquela
para se obter de 40% a 50% de hidrolise de bradicini-
na,no periodo de 15 a 30 minutos de incubacéao.
Atividade medida em relacdo com os produtos de
hidrdlise de bradicinina.

A atividade da endo-oligopeptidase - A pode

ser determinada pelo produto de hidrolise da



bradicinina, o qual foi determinado pelo analisador
de amino-acidos. A figura 5 mostra o sitio de
hidrolise 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 CAMARA&O-1987.

0 micro-analisador de amino-acidos (ALONZO e
HIRS - 1968),com modificagcdes introduzidas por
CARVALHO, foi utilizado para determinar os produtos
de hidrdlise da bradicinina.Esse método baseia-se na
separacdo de peptideos por cromatrografia de troca
ibnica e posterior quantificagcdo do efluente da
coluna por um processo fotometrico,fundamentado na
cor originada da reacdo de Ninidrina com os
grupamento -NH2 dos peptideos.

Um registrador foi utilizado para as
quantificacdes de absorcdo feitas em 570 nm..em que a
concentracdo do peptideo é diretamente proporcional a
area do pico obtido no resgistro cromatografico Cs
peptideos padrbées 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.
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FlGURA- 5- Hidrdlise da bradicinina pela endo-oligopeptidase-A

membranas do cérebro humano.

ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A

ARG1-PR02-PR0O3-GLI4-FENS5----- SER6-PRO7-FEN8-ARG9

ARG1-PRO2-PRO3-GLI4-FENS SERG6-PRO7-FEN8-ARGY9

(Fragmento ARGI1-FEN5) (Fragmento SERG6-ARGY9)



A quantificacdo e a identificacdo dos produtos
de hidrolise da bradicinina foram realizados, compa-
rando-se 0 cromatograma da amostra com o comatograma
padrdo apresentado na figura O06.

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

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

substrato bradicinina. Apols a incubacéao foi
adicionado 100 ul de polietilenoglicol,tampéao
citrato de sdédio (0,EM - pH 2,2) e acido cloridrico
concentrado,nas proporcdes 30:69:1 A seguir,esse
material foi aplicado no micro-analisador de
peptideos para a identificagcdo dos produtos de

hidrolise de bradicinina.

8.2.7 - FOCALIZACao ISOELETRICA EM PLACA 5EPHADEX
G-25.

A  metodologia utilizada foi a descrita por
RIGHETTI & DRAYSDAL (1970) modificado.

A focalizacao isoelétrica consiste na separacgédo
de proteinas pelos diferentes pontos isoeiéetricos,a qual €
conseguida por um gradiente de pH em uma matriz,onde se faz
migrarem as diferentes proteinas,quando se aplica uma diferenca de
potencial elétrico. A matriz utilizada foi o Sephadex-G-25,contendo
400 ul de uma substancia anfotera (ampholine pH 4-6),glicerol a 10%
e 500 ul de enzima. Essa matriz foi distribuida,uniformemente,em
uma placa de vidro,com uma escavacao uUnica e uma outra placa de

vidro plana foi superposta. Nas duas extremidades da placa escavada



FIGURA 6 - Cromatografia de ARG-ARGI1-FEN5; ARG1-PRO7, GLI4-ARG9,
FEN5-ARG9,SER6-ARGY9 e FEN-ARG em uma coluna de aminex

A-5 acoplada ao micro analisador de peptideos
A coluna de aminex A-5, com dimensdo 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 tampao de citrato de sdédio 0,65 M, pH 4,2,
apo6s 87 minutos o tampao eluente foi trocado para citrato de soédio
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-

trador



FIGURA 6 - Cromatografia de ARG-ARGI1-FEN51 ARG1-PRO7, GLI4-ARG9,
FEN5-ARG9,SER6-ARGY9 e FEN-ARG em uma coluna de aminex
A-5 acoplada ao micro analisador de peptideos.

A coluna de aminex A-5, com dimensdo de 0,2 x 50 cm foi
equilibrada e desenvolvida a 80 graus C, utiliaando-se um fluxo de
0,15 ml/min., com um tampao de citrato de sdédio 0,65 M, pH 4,8,
apoés 87 minutos o tampao eluente foi trocado para citrato de sdédio
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-

trador
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foi colocada duas esponjas embebidas com acido sulfdrico 1M e
hidroxido de sodio IM,com a Finalidade de manter os eletrodos em
contacto com a matriz.

Todo o processo de Focalizacdo Foi realizado
com uma Vvoltagem em torno de 530 volts e uma corrente de 4 mA. A
medida que ocorria a Focalizacdo a mA caia,gradativamente,enquanto
a voltagem permanecia constante.

Ap6s 24 horas de Focalizacao, a matriz de
sephadex -G-25 Foi cortada em pequenos pocos,utilizando-se um pente
de metal.Cada porcdo contida nos pocos Foi retirada e colocada em
um Filtro de teFlon e lavada com 1 ml de agua bidestilada,gelada e
deaerada. 0 Filtrado Foi colhido em tubo e medido o pH.Depois da
medicdo do pH,Foram adicionados 100 ul.de TRIS-HCL 0,05M pH 7,5,com
0o iIintuito de neutralizar a solucdo e determinar a atividade

enzimaéat 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 agua
deionizada e aquecido a 100 graus centigrados,durante 5 horas,com o
iNntuito de entumescer o gel. Ap6és o resFriamento do gel,Foram
decantada as particulas ultra-Finas que Ficaram no sobrenadante. A

resina Foi lavada varias vezes com agua deionizada. A segquir, a
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resina foi lavada,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 c¢m de
diametro Durante o empacotamento,manteve-se uma coluna de liquido
a qual ndo ultrapassou a 25 cm. acima do nivel de escoamento.lsto
para ndo 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 wuma bomba peristaltica

Antes que a amostra fosse aplicada na coluna
de sephadex-G-100,foi adicionado,lentamente no topo do gel, 1 ml
de blue-Dextran 0,2X,com o0 objetivo de verificar alguma imperfeicdo
na compactacdo da resina.

Ap6s a corrida do blue-Dextran,foi aplicado um
"pool" de proteinas,com peso molecular e concentracdo conhecidas.
As proteinas utilizadas foram: ovoalbumina (p.m. 45.000);a lbumina
bovina (p.m. 68.000) e gama-globulina (p.m. 150.000). A quantidade
de cada proteina aplicada foi de 15 mg./3 ml.

A seguir, da cromatrografia das proteinas
padrfies, uma amostra foi aplicada na coluna de sephadex-G-100 e
elulda com tampao TRIS-HCL 0,05M pH 7,5,contendo B-mercaptoetanol a
10-3M.

Os volumes da eluicdo,obtidos para cada

proteina,foram plotados em grafico (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 proteinas nativas com
sistema de tampao para proteinas acidas,descrito por DAVIS (1964).

0 gel utilizado para eletroforese,em placa,foi
0 mesmo da eletroforese preparativa: 7,5 ml. da solucédo A; 3,3
ml.da solucédo C; solugcdo G (44,38 mg./31,7 ml. de H20) e 10,5 ml.de

agua deaerada.

0 aparelho da eletroforese em placa é
constituido de duas placas de vidro plano. Nos trés Ilados das
placas de vidro foram colocadas,com silicone, 3 tiras de acrilico

e,na parte superior de cada placa,foi adpatado um pente de
acrilico,com a finalidade de formar pocos. As duas placas foram
superpostas,vedadas com silicone, e acopladas por garras de metal
em todos os lados.

Ap6s ter sido feita a mistura do gel,essa
mistura foi escoada,lentamente, entre as duas placas até cobrir
totalmente o0 pente de metal,na porcdo superior das placas. Com a

polimerizacdo do gel, o pente foi retirado,deixando pocos feitos.A

placa foi conectada as duas cubas contendo TRIS-glicina pH 8,2. 0
processo da eletroforese ocorreu dentro da camara fria (@O e 4
graus centigrados),com uma corrente de 12 mA

O corante azul de bromofenol foi aplicado no
primeiro poco (da esquerda para a direita) e nos pocos seguintes
foi aplicada a amostra vinda da eletroforese preparativa. A eletofo-

rese foi cessada, quando o corante estava a 5mm do término do gel

—3



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 acido
aceéetico <9,2%),metanol (45%) e agua. A seguir o gel foi descorado

com uma solugcdo contendo &acido acético (7,5%),metano! (5%) e agua.

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

A liberacdo de encefalinas dos peptideos
opidides foi identificada pela cromatografia Iliquida de alta
performance,utilizando-se uma coluna de fase reversa com
grupamentos C-18 (u - Bondaback). Os peptideos opidides foram

incubados a 37 graus centigrados,em intervalo de tempo preé-
estabelecido. A seguir, a reacao de incubacdo foi interrompida com
acido fosforico concentrado e a amostra aplicada no

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

A cromatografia transcorreu em duas etapas
A primeira.com gradiente isocratico de acido fosfdorico a 0,1%,por

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

2.2.11- DETERMINACSO DA CONCENTRACSO DE PROTEINAS
NAS FRACOES ENZIMATICAS.

0 teor de proteina,nas fragcdes enzimaticas,foi
determinado pelo método de LOWRY (1951),utilizando-se a albumina

bovina (Img./ml.) como padréao



Durante a cromatografia e a eletroforese
preparativa foi tracado o perfil de proteinas,através da absorcao
de luz ultra-violeta,no comprimento de onda 280 nm.pelas fracdes

obtidas.
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método

RESULTADOS.

DETERMINACAO DO METODO IDEAL PARA SOLUBILIZA-
Cfi0O DA ENDO-OLIGOPEPTIDASE

Os testes

solubilizacao

result ados:

acima,observa-se

TRITON-X-100 A

solubilizacao

1) Solucéao

pilotos,

a

ser utilizado,

2) Solucédo contendo TRIS-HCL
+Brij -35 a 0,1%

3) Solucdo contendo TRIS-HCL
T 0 N-X-100 a 1%

4) Solucédo contendo TRIS-HCL

5) Solucdo contendo TRIS-HCL
+Brij -35 a 0,1%

6) Solucdo contendo TRIS-HCL

TRITON-X-100 a 1%

De

que
1%,

da

acordo com

0,05M pH

0,05M pH

os

A DE MEMBRANAS.

realizados

apresentaram

resultados

para

contendo TRIS-HCL 0,05M pH 7,5

9,0.

definirem

qual o

0s seguintes

- Nenhuma
solub 1lizacao.

- 36% de
solubilizacao

- 65% de
solubilizacao

- 59% de
solub 1lizacao

- 65% de
solub 1lizacao.

- 90% de
solub 11i zac¢ &o.

apresentados

0 meétodo,utilizando TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 +

enzima,isto €,

apresentou-se

mais

cerca de 90%

eficiente

da

enzima

para a

foram
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extraidas 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 fracdo solubilizada do precipitado, realizada
com um discreto aumento da forca idnica do eluente.

Na figura sete, observa-se dois tipos de
graficos

a) 0 grafico com linhas cheias representa a leitura de

proteinas no espectrofotdbmetro em 280 nm. 0 pico |
representa a eluicdo de proteinas que ndao foram
adsorvidas pela resina. Os picos 11 e 11l de proteinas

foram eluidos com TRIS-HCL 0,05 pH 7,5 contendo 50 mM.
e 70 mM. de Nacl, respectivamente

b) 0 grafico com linhas pontilhadas representa a atividade
cininasica que foi monitorizada pelo ileo de
cobaia.Observa-se que,nas fragcdes eluidas antes do

aumento discreto da forgca iGnica,ndo existia nenhuma

atividade cininasica. No entanto, os picos "a" e "b”
apresentaram atividade cininasica,correspondente aos
tampdes TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 contendo 50 mM. e 70 mM
de cloreto de sddio,isto é, a endo-oligopeptidase - A
foi eluida da resina com 50 mM e 70 mM de Nacl

As fragdes com atividade cininasica foram

reunidas e concentradas sob pressdo 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 ( fragcdao 10 ml ).
0 tampdo TRIS-HCL 0,05M pH 7,5 foi utilizado como eluente com forca
ibnica crescente ( 0,05M,- 0,07M; 0O,1M; 0,15M e 0,3M de cloreto de
sédio >. A leitura de proteinas em 280 nm (o—-+) apresentou 3 picos

de proteinas;

- pico | representando as proteinas nao adsorvidas a
resina
- pico 11 representa proteinas eluidas com TRIS-HCL

50 mM de cloreto de soédio;
- pico 1l representa proteinas eluidas com TRIS-HCL
70 mM de cloreto de soédio.

A atividade cininasica ( o--- 0 ) apresentou 2 picos:

a) pico "a" representa atividade cininasica eluida com
TRIS-HCL 50 mM de Nacl.
b) pico "b" representa atividade cininasica eluida com

TRIS-HCL 70 mM de Nacl.
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Aliqguotas dos concentrados foram incubados com
bradicinina a 37 graus centigrados em TRIS-HCL 0,05M pH
7,5 até a hidrdlise de 100% de substrato (bradicinina)
e monitorizado pelo ileo de cobaia.Essas aliquotas
foram diluidas em citrato de sdédio 0O,2M pH 2,2 conten-

do 15% de PEG (polietilenoglicol)na proporgcdo de 1:1

(V/U) e aplicadas no micro-analisador de amino-
acidos.Os fragmentos ARG1-FEN5 e SER-ARG foram
observados e quantificados - figura 08.

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 graficos:

a)

b)

atividade

cininasica

0 grafico com linhas e circulos cheios representa a
leitura das proteinas no espectrofotbmetro em 280 nm.
Observa-se a existéncia de,pelo menos, dois picos de
proteinas (pico | e pico 11). Detecta-se,também, uma
coincidéncia do pico de proteinas (pico I11) com o pico
de atividade (pico "al’).
0 grafico com linhas continuas e circulos ndo cheios
representa a atividade cininasica.

Na eletroforese preparativa, as proteinas sem

cininasica foram separadas das proteina,com atividade



FIGURA 8 - Quantificacado dos produtos de hidrodlise da bradicini-
na pela endo-oligopeptidase-A de membranas do cérebro
humano em coluna de Aminex A-5 acoplada ao micro
analisador de peptideos.

A coluna de Aminex A-5, com dimencoes de 0,2 x 50 cm.,
foi equilibrada e desenvolvida a 80 graus C, utllizando-se um fluxo
de 0,15 ml/min., com um tampao citrato de sdédio 0,65 M pH 4,2; apés
87 minutos o tampao eluente foi trocado para citrato de sdédio

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

continha aliquotas dos pools das fracdes com atividade
endopeptidasica eluidas com 50 a 70 mM de cloreto de sdédio
resultantes da cromatografia em DEAE-celulose incubados com
bradicinina a 37 graus C em tampao TRIS-HCL 0,05 M, pH 7,5, ate’ a
hidrdlise de 100% do substrato acompanhada pela atividade bioldgica
no fileo isolado de cobaia. Essa fracdo foi diluida com tampao de
citrato de sdédio 0,2 N pH 2,2 contendo 15% de polietilenoglicol na

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

acidos .
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FIGURA 9 - Eletroforese preparativa em gel de poliacrilamida 6%

0 tampédo TRIS-glicina pH 8,2 foi utilizado como
eluente. 0 fluxo da bomba foi de 3,6 ml./h ( fracao de 0,9 ml ) A
corrente utilizada foi de 30 mA A leitura de proteinas foi lida em
280 nM  (  e-—-- e ) apresentando 2 picos ( I e 11 ). Atividade

cininasica ( o-—--0 ).Nos tampdes foi adicionado B-mercaptoetanol
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A endo-oligopeptidase-A de membranas foi
purificada bem préoximo da homogeneidade (figura 17). A  enzima
apresentou uma alta instabilidade,mesmo congelada a -25 graus
centigrados, 20% de glicerol, perdendo praticamente toda a atividade
em torno de 30 dias. As causas desse fenbmeno sido desconhecidas e

estudos futuros deverSo ser realizados para o esclarecimento dessa

instabilidade.

3.4 - DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DA ENDO-OLIGO-
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 - FOCALIZACAO ISOELETRICA DA ENDO-OLIGOPEPTIDA-
SE - A DE MEMBRANAS.

A figura 12 mostra o perfil da focalizacao
isoelétrica em placa com sephadex G-25. Apenas um pico de

atividade enzimatica foi detectado nas fracbes com pH de 5,36.

3.6 - EFEITOS DE CATIONS DIVALENTES E SUBSTANCIAS
INIBIDORAS E ATIVADORAS SOBRE A ENDO-OLIGO-

PEPTIDASE - A DE MEMBRANAS.
A figura 13 mostra os efeitos dos cations
divalentes e substancias inibidoras e ativadoras sobre a endo-
oligopept idase - A de membranas Observamos que os ifons

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



FIGURA 10 - Cromatografia em Sephadex G-100.

0 Sephadex G-100 foi empacotado em uma coluna cilin-
drica de vidro com altura de 1,6m e diametro de 1,9cm.

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 proteinas foi lida em 280 nM

(=——m). A atividade cininasica e representada pelo gra'fico (o---- 0).
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FIGURA 11 - Determinacdo do peso molecular da enzima em coluna
de Sephadex G-100.

As proteinas padrdes utilizadas foram a ovalbumina

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

quantidade de cada proteina aplicada foi de 15 mg./3 ml.
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FIGURA 12

at ividade

Final de 1

bradic inina

- Determinacao do ponto isoelétrico da enzima purifica-
da por focalizacao isoelétrica em Sephadex G-25.
0 meio de reacao utilizado para a determinacao da
endopeptidasica das fracdes, apresentou um volume
ml uma aliquota de cada fracédo e 5 x 10-6M de

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



FIGURA 13

Efeitos dos cations divalentes, inibidores enzimati-
cos e substancia ativadora sobre a endo-oligopepti-

dase-A de membranas do cérebro humano.

0 meio de reacao utilizada

a)

b)

cations divalentes - 5 ul de enzima, 2,5 x 10-6 M de
Bk e 10-3 M e 10-4 M de cations divalentes ;
inibidores enzimaticos - 5 ul de enzima, 2,5 x 10-6 M
de Bk e 10-3 M e 10-4 M de inibidor enzimatico;

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

e 10-3 M de substancia ativadora (B-mercaptoetanol)
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concentragcdo 10-4M com as seguintes percentagens de inibicao:
93%,86%,36% e 5%, repectivamente. Os ions Ca++ e o Fe++ causaram na
concentracdo 10-3M uma inibicdo com as seguintes percentagens! 36% e
38%,respectivamente. As substdncias PMAC e PMSF apresentaram,na
concentracdo de 10-3M, inibicGes com as seguintes percentagens: 21%
e 15%,respectivamente D bestatin e o proctolin,na concentragcdo de

10 -5M, nédo causaram nenhuma Iinibicado signiFicativa de endo-

oligopeptidase - A de membranas. A ortoFenantrolina a 10 -1M né&o
causou inibicdo da endo-oligopeptidase - A de membranas. No
entanto,o EDTA causou uma inibicdo de 31% ,mas nédo devido a

quelacao.e sim por uma inibicao inespeciFica pois, quando a mistura

de EDTA e enzima Foi diluida, houve uma ativagcao enzimatica.

3.7 - LIBERACfiO DE ENCEFALINAS PRESENTES EM PEPTI-
DEOS OPIOIDES,QUANDO INCUBADOS COM A ENDO-
OLIGOPEPTIDASE - A DE MEMBRANAS DO CEREBRO
HUMANO.
A Figura 14 mostra o sitio de clivagem dos

peptideos opidides,quando sdo incubados com a endo-oligopeptidase-A

de membranas puriFicadas do cérebro humano.Observamos que:

a) peptideos opidides com o numero de amino-acidos <=
7,ndo ocorre liberacdo de enceFalinaSi

b) peptideos opidides com o numero de amino-acidos => 17,
ndo ocorre liberacdo de enceFalinas;

C) peptideos opidides com o numero de amino-acidos entre

8 e 16,0corre liberacdo de enceFalinas.

As Figuras 15 e 16 representam a cinética



FIGURA 14

0

Estruturas e sitios de divagem dos peptideos opioi-
des utilizados como substrato pela endo-oligopepti-
dase-A de membranas do cérebro humano.

meio de reacdo continha 20 ul da enzima pura, 20

nmoles de cada peptideo em um volume de 200 ul Apds 20 minutos de

incubacdo a 37 graus C, a reacao Foi detida com adicao de 5 ul de

acido fosForico concentrado em uma aliguota de 50 ul e aplicada no

cromatégraFo

liquido de alta perFormance.

As setas indicam o local de hidrolise nos substratos.



PEPTIDEOS

MET-encefalina
LEU-ENCEFALINA
LEU-ENC.-ARG
HEPTAPEPTIDEO
OCTOPEPTIDED
MET-enc.-GLI-LEU-LIS
DINORFINA 1-8
B-neo-endorfina

ALFA-neo-endorfina

BAM-12

Dinorfina-B

Dinorfina 1-17

BAM-22

FIGURA-14

ESTRUTURA E SITIO DE CLIUAGEM

TIR-GLI-GLI-FEN-MET
TIR-GLI-GLI-FEN-LEU
TIR-GLI-GLI-FEN-LEU-ARG
TIR-GLI-GLI-FEN-MET-AIRG-FEN
TIR-GLI-GLI-FEN-MET--IARG-GLI-LEU
TIR-GLI-GLI-FEN-M ET-l-ARG-GLI-LIS
TIR-GLI-GLI-FEN-LEU--TA\RG-ARG-ILE

TIR-GLI-GLI-FEN-LEU—-lARG-LIS-TIR—PRO

TIR-GLI-GLI-FEN-LEU--ARG-LIS-TIR-PRO
-LIS 1
TIR-GLI-GLI-FEN-MET *-ARG-ARG-UAL-GLI
-ARG-PRO-GLU

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

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

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 liberacado da MET-encefalina por hidro-
lise enzimatica MET-encefalina-ARG-GLI-LEU-LIS ( 0 »
octopeptideo (A) e BAM-12 (O) pela endo-oligopep
tidase-A de membranas purificadas do cérebro humano

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

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

graus e foram retirados do meio de incubacdo aliquotas de 50 ul aos

tempos respectivos de 5, 10 e 20 minutos, misturadas, cada amostra,
com 5 ul de acido 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
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FIGURA 16 - Cinética de liberacao da LEU-encefalina por hidrdlise
enzimatica de dinorfina 1-8 ( 0 ), B-neo-dinorfina
(= ), alfa-neo-dinorfina (o » e dinorfina-B ( m )
pela endo-oligopeptidase-A de membranas purificadas
do cérebro humano.
meio de reacdo continha 20 ul da enzima purificada;
20 nmoles do substrato em um volume de 200 ul. A reacao ocorreu a
37 graus e foram retirados do meio de incubacdo aliquotas de 50 ul
aos tempos respectivos de 5, 10 e 20 minutos, misturadas, cada
amostra, com 5 ul de acido fosfdrico concentrado e aplicadas no

cromatografo liquida de alta performance.



FIGURA-16

O-DINORFINA 1-8
= -B-NEO-ENDORFINA
= -ALFA-NEO-ENDORFINA

m -DINORFINA-B
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Figura 17 - Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida 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 proteinas.



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

e endo-oligopeptidase-A soldvel do cerebro humano.
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FIGURA 19 - Efeitos dos cations divaientes(conc.de 10-3M e 10-4M)
e dos inibidores enzimaticos (conc.de 10-3M e 10-4 M)
sobre as endo-oligopeptidase-A de membranas e da fra-

cao soluvel do cérebro humano.
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de liberacdo de MET-encefalina e LEU-encefalina dos seguintes
peptideos. MET-encefalina-ARG-GLI-LEU-LIS, octopeptideo, BAM iB,

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

4.1 - METODOLOGIA DE SOLUBILIZACSO E PURIFICACTIO.

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

Realizamos experimentos preliminares de

solubilizac&o, para difinir qual dos métodos a ser utilizado na
seis

enzimatica, apenas a solugdo TRIS-HCL 0.005M pH 7,5 mais TRITON X-
100 A 1% apresentou uma eficiéncia de 90% na solubilizacdo da
atividade enzimatica da endo-oligopeptidase A, ligada a
membranas, uma vez que a extragdo controle sem triton X-100 n&o
solub 1lizou praticamente nenhuma atividade enzimatica. As demais
condigbes utilizadas nao foram tao eficientes quanto o trinton X-
100 a 1%.

A solucédo 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 - Purificacdo da endD-oligopeptidase-A de mem-
branas do cérebro humano.

A metodologia de purificacdo utilizada foi
basicamente a empregada por CAMARAO,1987.,na purificacdo da endo-
ol igopept idase-A da fracao soluvel do cérebro humano.

A endo-oligopeptidase-A foi isoladada da fra-
cdo do precipitado do homogenato do cérebro humano,de forma quase

homogénea, 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 instabil idade,mesmo congelada a -25 graus centigrados,
com 20X de glicerol. As causas desse fendbmeno sao desconhecidas.
4.2 - CARACTERIZACAO DA ENDD-OLIGOPEPTIDASE —~A DE

MEMBRANAS DO CEREBRO HUMANO __E COMPARACAO COM
A ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A SOLUVEL

Apos a purificacao e demonstracéao da
forma quase homogénea 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 fracdo solavel do cérebro
humano (CAMARAO,1987),do cérebro de boi e do de coelho (CARVALHO,
1981 i CAMARGO, 1987) e do coelho (CICILINI e
cols.,1988) -Figuras 18 e 19. As propriedades foram as seguintes:
peso molecular de 70.000 Dalton; PH otimo préoximo da

cromatografia de DEAE-celulose com TRIS-HC1

0,05M pH 7,5,com 50mM e 70mM de cloreto de
DTT, B-mercaptoetanol;inibicdo pelo Cu++, Zn++, Ni++, Co++ e
PMSF, degradacdo da bradicinina a fragmentos ARG1-FENS5 e SERG6-ARGY,
em quantidades estequiometricas Ndo houve inibigcdo pelo EDTA;
LEU-encefalina de peptideos opidides tais como
a DIN-A 1-8, DIN-B, ALFA-NEO-ENDORFINA e B-NEO-ENDORFINA; !ibe-
MET-encefalina de peptideos opiodides,tais como
octopeptideos TIR-GLI-GLI-FEN-MET-ARG-GLI-LEU, BAM-12 e MET-encefa-

lina-ARG-GLI-LEU-LIS



No entanto.a endo-oligopeptidase-A, de mem-
branas ,e a endo-oligopeptidase-A soluvel apresentaram pequenas di-
ferencas em relagcao ao ponto isoelétrico e a inibicao 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 soldvel. A inibicao da endo-oligopeptidase-A de membranas
induzida pelo Fe++,foi ligeiramente maior do que a endo-oligopepti-
dase-A soldavel. 0 PMAC inibiu a endo-oligopeptidase-A de membranas

menos do que a endo-oligopeptidase-A soluvel.

De acordo com as propriedades das
endopeptidases, acima relatadas vimos que existem varias
semelhancas e leves diferencas em relagdo a suas propriedades, 0

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

SUPATTONI e cols. (1988) caracterizaram,em
granulos, medula supra-renal bovina, uma endopeptidase neutra com
peso molecular e com pH o6timo semelhante ao da endo-oligopeptidase-

A soldavel,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)7?

ORLOIdSKI e cols. (1981,1983 e 1989) isolaram
uma metaloendopeptidase (EC.3.4.24.15) da fracao soluvel do cérebro
e testiculo de rato com as seguintes propriedades: peso molecular
de 67000 Daltons; pH otimo préoximo da neutralidade; forte inibicao
pelo EDTA e ortofenantrolina; reativacao pelo Zn+2, Co+2 e Mn+2;

inibicao especifica pelo inibidor sintético BZ-GLI-ALA-ALA-FEN-PAB;
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degradacao da bradicinina,neurotensina,luliberium e substancia P.;
liberacao de encefalinas de peptideos opidides 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 soluvel e a

meta l opeptidase (EC.3.4.24.15) soldvel sdo 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
ndo ser hidrolizado pela endo-oligopeptidase-A

Como vimos, a endo-oligopeptidase-A de
membranas ¢é quase idéntica a endo-oligopeptidase-A da fracao
solavel,ou seja, provavelmente sao isoenzimas. Com a contestacao de
TOFFOLETTO e CAMARGO (1988) de que a endo-oligopeptidase-A solavel
e a metalopeptidase (EC.3.4.24.15) sdo enzimas distintas, podemos
concluir, por extrapolacéao, que a endo-oligopeptidase-A de
membranas e a metalopeptidase (EC.3.4.24.15) sédo peptidases

di ferent es.

4.4 - ENVOLVIMENTO DA ENDO-OLIGOPEPTIDASE-A DE MEM-
BRANAS NA LIBERACfiO DE ENCEFALINA A PARTIR DE
PEPTIDEOS INTERMEDIARIOS CONTENDO ENCEFALINA.

Desde a descoberta da pré-opiomelanocortina

(NAKANISHI e col. 1989), evidéncias mostraram que peptideos

biologicamente at ivos sdo originados de grandes proteinas



precursoras, nas quais pares de amino-acidos basicos sao

reconhecidos como sinais para a divagem proteolitica Esse fato
levou a hipdtese de um modelo proteolitico para a liberagcdo de

peptideo biologicamente ativo a partir de um precursor maior. Nesse

modelo duas
envolvendo uma endopeptidase tipo tripisina e o0s seguintes passos
envolvendo uma carboxipeptidase e uma aminopeptidase (STEINER e
col . 1980) .

No entanto, em estudos recentes (CAMARGO e

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

demonstrados que peptideos opidides derivados da pro-dinorfina e
pro-encefalina foram clivados pela endo-oligopeptidase-A, dando
origem a LEU-encefalina e MET-encefalina, respectivamente em apenas
uma etapa de reacgao. Esse fato nos surgere que essa enzima pode
estar envolvida na liberagcdo de encefalina a partir de peptideos
intermediarios contendo encefalina.

A endo-oligopeptidase-A de membrana liberou
encefalina de peptideos opidides intermediarios derivados da pro-
dinorfina (DIN1-8; DIN-B; alfa-NEO e B-NEO) e da pro-encefalina
(octopeptideo, nonapeptideo e BAM-18). Esses resultados mostram que
a endo-oligopeptidase-A de membranas pode estar envolvida com a
liberacao de encefalinas a partir de peptideos opidides
intermediarios (8 a 16 residuos).

0 fato da endo-oligopeptidase-A de membranas
liberar encefalinas a partir de peptideos opidides intermediarios,
nos encentivou a elaborar modelos hipotéticos de como essa

liberagcdo poderia ocorrer. Os modelos hipotéticos sao 1) A endo-
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oligopeptidase-A de membranas poderia estar situada na membrana

sinaptica, voltada para sinapse, sendo assim capaz de liberar
encefalinas a partir de peptideos opidides intermediarios
existentes na sinapse; 2) A endo-oligopeptidase-A de membranas

poderia estar na membrana do Complexo de Golgi voltada para o Ilado
de dentro, onde clivaria peptideos opidides Iintermediarios 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 peptideos opidides intermediarios,
presentes no citoplasma, a encefalinas; 4) A endo-oligopeptidase-A
de membranas poderia estar nas membranas das vesiculas voltada para
0o lado do citoplasma celular e clivaria peptideos opidides
intermediarios a encefalina.

As hipoteses, acima propostas. podem ser
averiguadas com a producdo de anti-corpos para endo-oligopeptidase-

A de membranas sendo assim possivel o mapeamento dessa enzima.

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

A localizacdo de receptores opidides (KUHAR e
cols.,1973) e neurdbnios contendo encefalinas no talamo, substancia
cinzenta periaqueductal e substancia gelatinosa da medula espinhal
sugere um envolvimento dos peptideos opidides enddégenos com a
modulacao da dor nesses trés niveis (HOKFELT e cols ,1977;SIMANTDV
e cols,1977)

A estimulacdo elétrica da substancia cinzenta



periaqueductal no mesenceéfalo produz analgesia em

animais, mimetisando a ag¢do da morfina,quando injetada nesse local.

Essa analgesia é parcialmente revertida pelo naloxone e é efetiva a

presenca de peptideos opidides endégenos e receptores opidides

(AKIL e cols. ,1976) .

GOODMAN e cols.,1980,detectaram receptores
opidides na medula espinhal.

BOTTICELLI e cols1981.demonstraram a
presenca de dinorfina na medula espinhal de mamiferos a niveis
compativeis com o hipotalamo anterior.

Agonistas opidides tais como a B-endorfina
(OYAMA e cols.,1980) e D-ALA2-D-LEU5-encefalina (ONOFRIO e
YAKSH,1983)foram usadas por via intratectal, para aliviarem dores
crbnicas intrataveis.

A endo-oligopeptidase-A soluvel (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 peptideos opidides intermediarios. Esse
resultado sugere um possivel envolvimento da endo-oligopeptidase-A
com a fisiologia da dor.

Quando um tecido é injuriado ha uma liberacao
de mediadores que estimulam receptores especificos nos neurdnios
sensoriais nociceptivos. A bradicinima - um nonapeptideo (ARG-PRO-
PRO-GLI-PHE-SER-PRO-PHE-ARG)- é considerada um mediador quimico
nos processos inflamatdrios,devido a:

1) Haver um aumento da concentragdo de bradici-

nina, quando um tecido ¢é injuriado (GARCIA
LEME,1978).
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2) A bradicinina possui um potente efeito algi-
co (ARMSTRONG,1970; CLARCK,1979).

STERANKA e coOIs.,1988, utilizando bradicinina
triciada demonstraram a presenca de receptores especificos da
bradicinina na substdncia gelatinosa,raiz dorsal, em pequenas
células do ganglio trigeminal e nas fibras aferentes da coronaria e
do miocardio. A localizacao de receptores especificos de
bradicinina,em areas ricas de neurdnios sensoriais
Nnociceptivos, suporta a idéia de que a bradicinina seja um mediador
fisioldgico da dor.

A bradicinina é um excelente substrato para a
endo-oligopeptidase-A solavel (CARVALHO,1981 e CAMARfiO,1987) e a de
membranas (CARVALHO,1978).Essas duas enzimas clivam a bradicinina
na ligacdo FEN5-SER6 resultando na inativacdo da bradicinina. Tal
constatacdo sugere a possibilidade de a endo-oligopeptidase-A estar
envolvida no processo de degradacdo fisioldgica da bradicinina.

Cone luindo,pode-se lancar a hipotese geral de
que a endo-oligopeptidase-A pode estar correlacionada com a

fisilogia da dor em dois aspectos que resultaram em uma agao

sinérgica de liberacdo de encefalinas,a partir de pept iduos
opidides intermediarios,causando analgesia e inativando a
bradicinina - substancia algésica.

Os estudos futuros com anticorpos e inibidores

enzimaticos poderdao esclarecer em definitivo o papel fisioldgico da

endo-oligopeptidase-A.
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CONCLUSOES



5.0

CONCIL USOEsSs.

51 — A2\ endo-oligopeptidase-A de membranas do

cérebro humano foi purificada, apresentando um leve contaminante,

utilizando-se o0s seguintes passos de purificacao:

a)

b)

©)

d)

e)

L))

Homogeneizagdo em agua na proporcdo de 1:4 (p/v),
centrifugacdo a 25.000 G, durante 1 h, cromatografia
de troca iOGnica, em coluna de DEAE-celulose,eletrofo-

rese preparativa em coluna de gel de poliacrilamida
Na eletroforese em placa de gel de poliacrilamida,sem
S.D.S., apresentou um leve contaminante

A endo-oligopeptidase-A de membranas e endo-
peptidase-A da fracao soluvel parecem ser isoenzimas.
A endo-oligopeptidase - A de membranas e a
metalopeptidase E.C.3.4.24.15 sdo enzimas diferentes.
A endo-oligopeptidase-A de membranas purificada
liberou MET e LEU-encefalinas de peptideos opidides
(em concentracdes fisioldgicas),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,
peptideos opidides com numero de amino-acidos < = 7

ou > = 17 nao liberaram encefalinas.

A endo-oligopetidase-A de membranas do cérebro humano

pode estar correlacionada com a fisiologia da dor,por

causa de suas acbOes sinergicas 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 liberacao

mFisiologica de encefalina.
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