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ABREVIATURAS

aminoacil-2-naftilamida
aminoacilamida
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INTRODUGAD

Aminopeptidases

Aminopeptidases saoc a-amino-peptidil hidrolases do-
tadas de especificidade n3ao restrita para a hidrolise da liga
cao peptidica envolvendo L-aminoacidos localizados na posigao
N-terminal de proteinas e peptideos. Devido a esta especifici
dade relativa a literatura a respeito de aminopeptidases & extensa e con
fusa.Estas enzimas hidrolisam tambem L-aminoacil-p-nitroanili-
das (AApNA) e L-aminoacil-2-naftilamidas (AANA) liberando ami
noacidos e p-nitroanilina ou 2-naftilamina, proporcionando, nes
te caso, um conveniente meio para o ensaio de suas atividades
(Fig. 1). Por sugestao de G.G. Glenner (PATERSON et al: 1963)
a hidrolise de aminoacil-2-naftilamidas foi denominada ativi-

dade arilamidasica.
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Fig. 1 - Ensaio da atividade arilamidasica de aminopeptidases. A enzima hidrolisa a ligagao

amida liberando aminoacido e 2-naftilamina. A 2-naftilamina reage com sal de garnet

(o-aminoazotolueno) formando um composto com absorbancia maxima em 525 nm que e man-
tido em solugao no meio contendo detergente.



Em 1968 Marks sugeriu que a inibigao por puromicina po-
deria discriminar aminopeptidases de arilamidases pois este an
tibiotico inibiria apenas arilamidases sem agcao sobre pepti-
deos. Entretanto, aminopeptidases tipicas (CAMARGO et al, 1972;
GUIMARAES et al, 1973; BORGES et al, 1974) sao inibidas por pu
romicina. Assim o termo aminopeptidase deveria ser reservado
apenas para enzimas que comprovadamente tenham agao sobre pep
tideos e proteinas, empregando-se a expressao arilamidase pa-
ra enzimas que hidrolisam AANA e cuja agao sobre peptideos &

nula ou ainda desconhecida.

0 Comite de Nomenclatura da International Union of
Biochemistry (1968) menciona e classifica as aminopeptidases da

seguinte forma:

Ne NOME
3. 8:1V:] Aminopeptidase (citosol)
3.4.11.2 Aminopeptidase (microssomal)
3. 4. 31.3 Cistil-aminopeptidase
3.4.11.4 Tripeptideo-aminopeptidase
3.4.11.5 Prolina-iminopeptidase
3.4.11.6 Arginina-aminopeptidase



NO NOME
3.4.11.7 Aspartato-aminopeptidase
3.4.11.8 Piroglutamil-aminopeptidase
3:4.:11.9 Aminopeptidase P
3.4.11.10 Aeromonas proteolvtica - aminopeptidase
3.4.11.11 Aminopeptidase
3.4 1112 Aminopeptidase termofilica
3.4.11.13 Clostridium histolyticym - aminopeptidase

3411 Aminopeptidase (figado humano)

Cinco das eqzimas mencionadas na classificagao sao
de origem exclusivamente bacteriana: prolina-iminopeptidase
(EC 3.4.11.5); aminopeptidase P (EC 3.4.11.9); Aeromonas pro-
teolytica - aminopeptidase (EC 3.4.11.10); aminopeptidase ter

mofilica (EC 3.4.11.12) e Clostridium histolyticum - aminopep

tidase (EC 3.4.11.13). A piroglutamil-aminopeptidase (EC 3.4.11.8)
parece ser tambem de origem exclusivamente bacteriana pois sua

presenga no figado de rato nao foi ainda confirmada.

Aminopeptidase do citosol (EC 3.4.11.1) & a classi
ca leucina-aminopeptidase e foi obtida de rim suino (SPACKMAN

et al, 1955). Apesar de conter Zn’* na molécula (HIMMELOCH, 1969)



2+ o MgZ* (SMITH e SPACKMAN, 1955). Tem alta

€ ativada por Mn
especificidade sobre leucinamida; di- e tripeptideos contendo

L-leucina na extremidade N-terminal (SMITH e SPACKMAN, 1955).

Foi contudo demonstrado por Paterson et al (1963) que
enzimas distintas hidrolisam leucinamida e LeuNA., Por isto a
atividade sobre este uUltimo substrato nio pode ser creditada
exclusivamente a leucina-aminopeptidase (LAP). Alem disso, a
atividade arilamidasica da LAP com LeuNA, MetNA e sobre poli-
peptideos como substratos & muito baixa em relagdo a sua ati-
vidade sobre Leu-Gly-Gly (BORGES et al, 1974). Desta forma a
LAP se comporta mais propriamente como uma tripeptidase doque

como uma tipica aminopeptidase.

A aminopeptidase microssomal (EC 3.4.11.2) foi puri
ficada (WACHSMUTH et al, 1966) da fracio microssomal do rim
suino. E uma metalo-enzima que contém Zn®* e tem natureza gli
coproteica (WACHER, 1974). Hidrolisa preferencialmente liga-
¢coes envolvendo residuos de alanina N-terminal e tem pH otimo

em 9,0.

A cistil-aminopeptidase ou oxitocinase (EC3.4.11.3)
foi identificada no soro de primatas prenhes. E, aparentemen-

te, produzida no sinciciotroflasto (PAGE et al, 1961); hidroli-



sa a ligacao peptidica do residuo de cisteina MN-terminal da
oxitocina (Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu) e tambem da L-cis
teina-di-2-naftilamida (TUPPY e NESVADBA, 1957) sem redugao

das respectivas pontes dissulfeto.

A tripeptidil-aminopeptidase (EC 3.4.11.4) tem pH
otimo em 7,8; a atividade perdida na dialise contra agentes

2+, Hg2+ ou Mn2+. E

quelantes & recuperada por Co totalmente
inibida por oxidantes de -SH. Requer substratos com grupos car
boxilico e amino livres e separados por uma distancia equiva-

lente a tres residuos de aminoacidos (CHENOWETH et al, 1973).

A arginina-aminopeptidase (EC 3.4.11.6), obtida de
figado de rato, age somente sobre AANA de aminoacidos basicos
(ArgNA e LysNA) e_dipeptTdens. A enzima depende de cloreto e
@ inibida por p-hidroximercuribenzoato, cisteina, 1,10-fenan-
trolina, Cu?*,.zn?*, co®*, Hg?* e Pb2* (HOPSU et al, 1966a;

HOPSU et al, 1966b).

A aspartato aminopeptidase (EC 3.4.11.7), obtida de
rim e duodeno de rato e de duodeno de suino (GLENNER et al,
1962), embora tendo agao sobre Glu-Phe e Arg-Arg so hidrolisa
AANA de acido glutamico e acido aspartico. Inativa tambem an-
giotensinas I e II por remogaoc dos respectivos residuos de Asp

N-terminais (ONO et al, 1968).



A aminopeptidase (EC 3.4.11.11) purificada por Donlon
e Fottrell (1973) a partir de Tleo de cobaio & ativada por Hn‘?f
Hidrolisa LeuNA e um grande niumero de di- e tripeptideos mas

nao age sobre LeupNA e tetrapeptideos.

A aminopeptidase (EC 3.4.11.14) obtida por Behal et
al (1969) do figado humano também foi encontrada no rim huma-
no (KAO et al, 1978). Esta enzima, embora com maior especifi-
cidade para AlaNA, age também sobre AANA de aminoacidos basi-
cos. E formada por duas sub-unidades iguais de 119 000 daltons

contendo um atomo de Zn por sub-unidade (KAO et al, 1978).

A atividade sobre peptideos de algumas das enzimas
listadas pela Comiss3ao de Nomenclatura nunca foi determinada.
Mesmo os estudos em que eram empregadas preparacoes homogeneas
de enzimas foram realizados exclusivamente com AANA,AApNA ou MLNH2
como substratos. Assim a classificagao destas enzimas como ami
nopeptidases € duvidosa pois ja foi demonstrada a discrepan-
cia existente entre atividades arilamidasica e aminopeptidasi
ca (MARKS et al, 1968; FREITAS Jr. et al, 1979a). Alem disto
o emprego de AANA e AApNA de aminoacidos distintos em varias
das publicagoes nao permite uma boa compreensio entre os re-
sultados da literatura e € a fonte da introdugcao de conceitos

erroneos no conhecimento das aminopeptidases. Como estas enzi-



mas nao tem especificidade absoluta, o emprego indiscrimina-
do de substratos diferentes torna impossivel determinar a que

enzima se referem os resultados apresentados em muitos traba-

Thos,

Apesar de obtidas de fontes diferentes algumas das
enzimas listadas pela Comissao de Nomenclatura possuem espe-
cificidade e outras propriedades semelhantes, nao estando as
sim excluida a possibilidade de que se trate de uma mesma en

Zima.

Papel fisiologico das aminopeptidases

A alta taxa de renovagao ("turnover") de enzimas e
de outras pratg?nas nobres em tecidos e 17quidos biologicos
constitui fato intrigante para a biologia (SCHINKE e BRADLEY,
1975). Esta renovagao continua de proteinas se constitui em
um processo de aparente desperdicio celular implicando em de
gradagao enzimatica (protedlise) e imediata sintese "de novd
de tais moleculas, a qual, por sua vez, requer disponibilida
de de aminoacidos livres. Embora o mecanismo de renovagao de

proteinas ainda nao seja conhecido a participagao de endo- e



exopeptidases & inevitavelmente admitida.

A agao hidrolitica de exopeptidases (amino- e carbo
xipeptidases) @ essencial para a degradagao intracelular de
proteinas até aminoacidos. Assim as aminopeptidases poderiam
estar envolvidas tanto nos processos de inativagao como nos de
sintese de proteinas, neste caso colocando aminoacidos livres

a disposigao dos mecanismos biossintéticos.

Um outro aspecto importante do papel fisiologico das
aminopeptidases € o seu possivel envolvimento na remocao da
metionina na cadeia polipeptidica de proteinas recém sinteti-
sadas. Como se sabe tanto em células procaridoticas como em eu
carioticas a metionina, formilada ou nao, € o aminoacido ini-
ciador da sintese ribossomal de proteinas. Metionina ou for-
mil-metionina & removida posteriormente da cadeia polipeptidi
ca por acao direta ou combinda de uma deformilase seguida,pre
sumivelmente, de uma aminopeptidase. Neste processo a metioni
na e preservada para a sintese de novas proteinas. Embora a
existencia dessa aminopeptidase nao tenha sido ainda proposta
em definitivo, descrevemos recentemente (FREITAS Jr. et al,
1979b; TERMIGNONI et al, 1979; TERMIGNONI et al, 1980) no fi-
gado de rato uma metionil-aminopeptidase particulada (micros-

somal e mitocondrial) com agao hidrolitica preferencial para



resTduo N-terminal de metionina. 0 papel dessa enzima no meca
nismo de usura pelo qual metionina e removida da cadeia poli-
peptidica nascente e transferida para o seu t-RNA especifico

nao foi ainda esclarecido.

A participacao de aminopeptidases na regulacao meta-
bolica, especialmente na regulacao da atividade (ativagao e
inativagao) de hormonios peptidicos esta, em alguns®casos,bem
caracterizada. Tuppy e Nesvadba [IQS?}Ldemonﬂtraram que a ina
tivagao da oxitocina por plasma de mulheres gravidas ocorre
por acao de uma aminopeptidase que hidrolisa a ligagao pepti-
dica do residuo N-terminal deste octapeptideo ativoe sobre a
musculatura lisa. A inativagao da angiotensina Il que ocorre
por remogao do residuo N-terminal (PAIVA e PAIVA, 1960) pode
também ocorrer fisiologicamente por agao de uma angiotensina-

se (OND et -al, 1968; KOBUKU et al, 1969).

Mais recentemente o papel de aminopeptidases na ina
tivacao de outros hormonios peptidicos tem sido sugerido.0 fa
tor de liberagao do hormonio estimulante de melanocitos(L-Pro-
-Leu-GlyNH,) € inativado por uma aminopeptidase do cérebro bo

vino (SIMMONS E BRECHER, 1973). A inativagao de Leu- e Met-en

Leu
Met

ciada a membranas cerebrais foi demonstrada por Knight (1978).

cefalina (L-Tyr-Gly-Gly-Phe- ) por uma aminopeptidase asso-
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Entre os processos de ativagao de hormonios peptidi
cos foi sugerida a participagao de aminopeptidases na conver-
sao de cininas tanto no plasma e urina humanos(WEBSTER e PIERCE,
1963) como no plasma canino {ERDﬁs et al, 1963) onde a lisil-
-bradicinina (LBK) seria convertida em bradicinina (BK, L-Arg-
-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) pela remogao do residuo de

lisina N-terminal.

Qualquer que seja o0 processo envolvendo aminopepti-
dases, ativagao ou inativagao de hormonios peptidicos, um me-
lThor conhecimento das propriedades destas enzimas & fundamen-
tal, principalmente para determinar qual a importancia fisio-
1ogica destas enzimas no metabolismo desses hormonios peptidi

COS5.

Aminopeptidases cinino-conversoras

A hidrolise dos residuos N-terminais da metionil-1i
sil-bradicinina (MLBK) e da 1isil-bradicinina (LBK) por amino
peptidases foi denominada atividade cinino-conversora (GUIMA-
RAES et al, 1971). Nesta reacao a bradicinina & o produto 1i-

mite da agao enzimatica devido 3 presenga do residuo de proli



s

na na posigao 2 da molécula do peptideo produto (GUIMA-

RAES, 1972).

Embora a sugestao da participacao de aminopeptidases
na conversao de cininas tenha sido feita anteriormente (WEBSTER
e PIERCE, 1963; ERDOS et al, 1963),Prado et al (1969) foram os
primeiros a demonstrar a existencia no plasma equino, de uma
aminopeptidase capaz de converter lisil-bradicinina em bradi-
cinina. Na purificacao desta enzima a partir do plasma huma-
no foi verificado um paralelismo entre as atividades converso
ra e arilamidasica (GUIMARAES, 1972; GUIMARARES et al, 1973).A
purificagao, a partir do figado humano, de uma enzima semelhan
te sugere que a enzima do plasma tenha origem hepatica (BOR-
GES et al, 1974; FREITAS Jr. et al, 1979a) e, possivelmente se
ja semelhante senao a propria aminopeptidase (EC 3.4.11.14) des
crita por Behal (1969). Da urina humana tambem foi purificada
uma aminopeptidase com propriedades semelhantes as das enzi-
mas do plasma e do figado (BRANDI et al, 1976). Camargo et al
(1872) separaram do cérebro de coelho uma cininase e uma enzi
ma conversora que também hidrolisa diferentes AANA. Estes au-
tores demonstraram ainda que esta aminopeptidase remove sequen

cialmente metionina e lisina de metionil-lisil-bradicinina.
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Uma arilamidase com especificidade para ArgNA e Lys-
NA foi purificada do figado de rato por Hopsu et al (1964). A
enzima, EC 3.4.11.6, denominada aminopeptidase B (HOPSU et al,
1966a) seria capaz de converter lisil-bradicinina em bradici-
nina. Na ilustragao do experimento (uma cromatografia em pa-
pel) de conversao publicado (HOPSU et al, 1966c) nao fica cla
ro e inequivocamente comprovado que houve hidrolise da liga-
¢ao Lys-Arg do substrato. Esta foi a unica oportunidade em que
procuraram demonstrar atividade aminopeptidasica tipica para
a aminopeptidase B. A existéncia de atividade arilamidasica des
ta enzima foi posteriormente demonstrada em varios tecidos {Hé
KINEN et al, 1969; MAKINEN, 1968; MAKINEN, 1968; MAKINEN e MA
KINEN, 1971; H;KIHEN, 1972 HEKINEH e HRKINEN, 1972; MEKHEH e
HEKIHEM, 1978). Em nenhuma destas publicagoes, no entanto, o0s
autores fizeram estudos com peptideos, especialmente Tlisil-bra
dicinina, substrato tido como responsavel pelo seu possivel pa
pel fisiologico. Assim a atividade aminopeptidasica desta en-
zima permanece por ser desvendada. Contrariamente, Freitas Jdr
et al (1979a) purificaram parcialmente do figado humano uma ari
lamidase com propriedades semelhantes a aminopeptidase B, mas
desprovida de atividade aminopeptidasica e apresentando prefe

rencia para a hidrolise de dipeptideos contendo residuos de ar
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ginina ou lisina N-terminais. Desta forma foi proposto que a
aminopeptidase B do figado humano teria caracteristicas de uma

dipeptidase (FREITAS Jr. et al, 1979a).

Estudando o catabolismo de cininas por orgaos do ra
to submetidos a perfusao "in situ" com "by pass" pulmonar,Pra
do et al (1975) observaram que além de inativacao de bradici-
nina havia tambem conversao "in vivo" de metionil-lisil-bradi
cinina e de lisil-bradicinina em bradicinina. Posteriormente,
Borges et al (1976) demonstraram também a inativagao da bradi
cinina, além da conversao de angiotensina I em angiotensina 11,
pelo figado perfundido do rato. 0 1iquido de perfusao (solu-
cao de Tyrode) recuperado apos alguns minutos nao demonstrava
presenca apreciavel de enzimas capazes de metabolisar polipep
tideos. A adigao de Triton X-100 (um detergente anionico) ao
1iquido de perfusao (BORGES et al, 1979) foi capaz de remover,
presumivelmente do leito vascular hepatico, algumas enzimas.
Neste perfusato foi encontrada atividade cininasica e ativida
de arilamidasica sobre LeuNA. A presenga de atividade cinino-
-conversora nao foi determinada no perfusato contendo Triton
X-100 devido 2 presenca de cininases na preparagao. Nos pare-
ceu importante no estudo do metabolismo de cininas pelo figa-

do, determinar se a atividade arilamidasica removida na perfu
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sao com TRITON X-100 corresponde 2 uma atividade cinino-conver

sora, caracterizando assim uma atividade aminopeptidasica ti-

pica.

Objetivos

Neste trabalho procuramos estudar aminopeptidases re

moviveis por perfusao do figado do rato com Triton X-100. Ob-

jetivamos especificamente:

otimizar condigoes de remocao de enzimas por per
fusao com o detergente;

determinar a possivel origem intracelular das en
Zimas;

fracionar e c8racterizar os tipos de arilamida-
ses presentes no perfusato;

obter dados que possam esclarecer a duvida levan
tada sobre a discrepancia entre atividade arila
midasica e aminopeptidasica da aminopeptidase B
(EC 3.4.11.6) obtida do figado de rato.
demonstrar a existencia de atividade cinino-con
versora em enzimas obtidas do perfusato e sepa-

radas cromatograficamente.



MATERIAL

Animais
Ratos adultos da raca Wistar pesando entre 250 e 300¢g

e cobaios com aproximadamente 250 g foram fornecidos pelo Bio

terio Central da Escola Paulista de Medicina, Sao Paulo.

Resinas

DEAE-celulose (Cellex D) e Bio Gel A,  m foram obti

dos de Bio Rad Laboratories, USA.



substratos

L-leucil-2-naftilamida; L-arginil-2-naftilamida; DL -
-metionil-2-naftilamida e L-alanil-2-naftilamida foram obti-
dos de Sigma Chemical Co., USA; L-lisil-2-naftilamida foi for
necida por Nutritional Biochemicals, Co., USA; Lys-Gly-GlyNH,,
Lys-Val, Arg-¥al, Arg-Asp, Ala-Gly, Ala-Arg, Leu-Gly e Leu-
-Gly-Gly foram fornecidos por Ciclo Chemical Co., USA; bradi-
cinina, lisil-bradicinina e metionil-lisil-bradicinina, foram

fornecidos por Protein Research Foundation, Japao.

Proteinas
Albumina sérica bovina e y-globulina bovina foram ob

tidos de Sigma Co., USA; ovoalbumina foi fornecida pela Worthington

Biochemical Co., USA.

Qutras substancias

Puromicina,L-arginina e L-metionina foram obtidas de

Nutritional Biochemical Co., USA; Fast Garnet, Triton X-100,
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Coomassie brilhante azul e p-hidroximercuribenzoato de sodio
foram fornecidos por Sigma Co., USA; acido 2,4,6-trinitroben-

zeno sulfonico foi obtido de Eastman Co., USA.

0s demais reagentes utilizados eram pro-analise e da

melhor procedencia possivel.

Equipamentos

Centrifuga refrigerada RC-2B, Ivan Sorval Inc.,USA;
espectrofotometro DU, Beckman Instruments, USA; espectrofoto-
metro Spectronic 20, Bausch & Lomb, USA; coletor de fracgoes
Ultrorac 7000 e bomba peristaltica Varioperpex, LKB Productors
AB, Suécia; agitador eletromagnético PC 353, Corning Glass Work,
USA; medidor de pH E 520, Metrohm, Suica; condutimetro CDM Ze,
Radiometer, Dinamarca; sistema de concentragao e dialise"Hallom
Fiber" equipado com fibra oca modelo DC-2, Amicon Co., USA;ba
nhos termostaticos, Fanen, Brasil; quimografo-registrador Drum,
Palmer, Inglaterra; tubos de dialise Visking, The Scientific
Instruments Center Ltd, Inglaterra; Potter-Elvehjem, Arthur
Thomas, USA; bomba peristaltica 1210 e aparelho para respira-

¢ao de roedores 680, Harvard Apparatus, USA; microscopio ele-
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tronico EM-200, Phillips, Holanda, microtomo Potter-Blum MT-1
Ivan Sorval Inc., USA e analisador de aminoacidos construido

segundo descrito por Alonzo et al. (1968).



METODOS

Perfusao do figado do rato "in situ"

Preparo do animal - Ratos adultos da raga Wistar
eram anestesiados atraves da administragao intraperitoneal de
uma solugao de uretana 20% (2g/Kg peso). Ao perder o reflexo
plantar o animal sofria traqueotomia e era mantido sob respi-
racao artificial (6 movimentos por minuto). Para a perfusao
do figado "in ﬁitu“ foi utilizada a técnica descrita por Bor-
ges et al (1976). 0 rato era fixado pelos quatro membros, em
decubito dorsal, numa lamina de cortiga cuja face inferior era
aquecida por uma lampada de 60W de modo que a temperatura do
animal permanecia em 37°C. Abertas as cavidades toraxica e ab
dominal as arterias esplenica e mesentérica superior eram liga

das e preparados fios para ligaduras; dois na veia portae pr§



ximos entre si e dois na veia cava inferior (um proximo a au-
ricula direita e outro logo acima da emergencia da veia re-
nal). Apds a heparinizagdao (300 unidades de heparina por via
intracardiaca) a veia porta era ligada na porgao distal e, na
porcac proximal, era feita uma incisao pela qual se introduzia
a canula de infusao que era fixada pelo segundo fio. Atraves
de incisao realizada na auricula direita era introduzida, na
veia cava inferior, a canula de coleta do perfusato. Esta ca-
nula era fixada pela sutura preparada anteriormente. A porgao
caudal da veia cava inferior era ligada e a bomba de perfusao

acionada.

Tipos de perfusao - 0 sistema para a perfusao do fi
gado do rato (fig. 2) consistia em duas tubulagoes plasticas:
uma levava o liquido de perfusao de uma balao rotatorio, onde
era continuamente oxigenado com 3 litros de oxigenio por minu
to, para veia porta. Esta tubulagao era intercalada por uma
serpentina imersa em banho mantide a 37°C e tinha uma deriva-
¢ao que, mantida em posigcao vertical e com a extremidade supe
rior aberta permitia, pela medida da altura da coluna liquida,

o controle da pressao com que o 1iquido de perfusdao penetrava



Fig. 2 - Perfusao do figado de rato "in situ”. Uma bomba pe-
ristaltica (A) impulsiona 17quido (B) de um oxigena-
dor (C) atraves de uma serpentina aquecida em banho
a 37°C (D) ao figado (E). Por meio de uma torneira de
3 direcoes o perfusato € coletado (G) ou entao diri-
gido ao balao de aereagao (C) para recircular peloor
gao. A pressao, em cm de agua, € medida diretamente
atraves de uma derivagiao da tubulagao (H) mantida aber-
ta ao exterior e em posgao vertical. 0 balao de ae-
reagao recebe oxigenio sob pressao. 0 movimento rota
torio do balao permite ao 17quido de perfusao uma fa
cil troca de gazes.
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no orgao. 0 1iquido de perfusao era infundido no orgao atra-
vés de uma bomba peristaltica intercalada nesta tubulacido. A"
segunda tubulagao levava o perfusato recolhido na veia cava
inferior de volta ao balao de areacao ou a um frasco coletor
A re-infusao deste 1iquido para nova passagem pelo F?gaﬂo con
sistia o sistema de perfusao fechado. No sistema de perfusao
aberto o perfusato era continuamente coletado sem nova passa
gem pelo orgao. 0 volume do 17quido de perfusaoc foi mantido em
28 ml no sistema fechado e, no sistema aberto, este volume va
riava conforme o tempo de perfusao. 0 fluxo do 1iquido de per
fusao foi mantido em 14 m1 por minuto e a pressao oscilava en

tre 15 e 20 cm de agua.

Antes da perfusao o figado era exanguinado atraves
da infus3o do tampao fosfato de sodio 0,01 M - sacarose 0,25 M
pH 7,0 durante 10 minutos. Imediatamente apds a exanguinagao
iniciava-se a perfusdo pela adicao de quantidades adequadas
de Triton X-100 ao tampao fosfato de sodio 0,01 M - sacarose
0,25 M, pH 7,0 contido no balao de areagao. Apdos a perfusao
o figado era removido, pesado e um fragmento preparado para a

observacao microscopica.



Controle das lesces hepaticas - 0 controle das le-
soes provocadas pelo Triton X-100 foi realizado comparando-se,
ao microscopio eletronico, preparagoes de figado perfundido com
e sem Triton X-100. Fragmentos de figado de aproximadamente
1,0 mm> eram fixados em glutaraldeido-acido osmico e inclui
dos em resina Polylite (WEIGHL e KISIELIUS, 1872). Os cortes
foram feitos em microtomo Potter-Blum MT-1 de avango mecanico

e observados em microscopio eletronico Phillips EM-200.

Preparc de homogenato de figade - 0 figado era exan
guinado como descrito, cortado em pequenos fragmentos e homo-
genizados a 4% em Potter-Elvehjem (10 movimentos) com tampao
fosfato de sodio 0,01 M - sacarose 0,25 M, pH 7,0 (4,0 m1 de

tampao por grama de tecido).

Concentragao de amostras diluidas

As preparacoes foram concentradas, a 4nt, em um sis
tema de dialise sob pressao em tubos de dialise Visking 8/12

(GUIMARAES, 1972). 0 tubo era firmemente preso por uma arrue-
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la de borracha a um dos dois gargalos de um balao de vidro. 0
tubo de dialise era entao introduzido dentro de uma coluna de
vidro longa e mantida sob atmosfera umida. No balao era colo-
cada a amostra e nitrogenio até pressao de 1,0 Kg!cmz. As so-
lugoes sob concentragao podiam ser submetidas simultaneamente

a dialise contra liquido dialisante colocado dentro da coluna.

Os tubos de dialise utilizados para este fim eram
previamente preparados por aquecimento a 55°C em agua por 24h
A seguir eram armazenados em solucac de bicarbonato de
sodio 0,025 M - EDTA 0,01 M - borato de sodio 0,01 M - azida

sodica 0,02 %, pH 9,0.

Volumes superiores a 500 m! foram concentrados em
sistema "Hallow Fiber" da Amicon Corp., usando fibras com ex-

clusao nominal de 10 000 daltons.

Ensaio da atividade enzimatica

Ensaio da atividade arilamidasiea - Dois metodos de
medida da atividade arilamidasica foram empregados: para en-
saios na ausencia de 2-mercaptoetanol foi utilizado o método

descrito por Hopsu (1966a). Neste ensaio, aliquotas de 100 yul
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de diluigoes apropriadas das preparagoes eram incubadas a 37°¢
em 2,8 ml de tampao fosfato de sodio 0,01 M, pH 7,0, contendo
ou nao NaCl 0,15 M, e o substrato (LysNA, ArgNA, LeuNA, MetNA
ou AlaNA, 70 yM) por intervalos de tempo (10 - 180 minutos) su
ficientes para a hidrolise de ate um tergo da quantidade de
substrato presente. Ao final da incubagac era adicionado 1,0ml
de solugao recente de cloreto de diazonio-o-amino - azotolueno
(sal Fast Garnet 1,0 mg/m] em tampao acetato de sodio 0,2 M,
pH 4,2 contendo 10%, v/v, de Tween 20). Esta solugcac promovia
tanto a interrupgaoc da reacao por abaixamento do pH como tam-
bém se destinava a diazotagao da 2-naftilamina pelo sal Fast
Garnet. Nos ensaios visando determinar as constantes cinéti-
cas 0 substrato foi utilizado em concentragao que variaram en

tre 7 yM e 560 M.

Na presenca de 2-mercaptoetanol, que interfere na
reacao de diazﬁta;ﬁu, 0s ensaios de atividade arilamidasica fo-
ram feitos pelo método descrito por Barrett (1972). Nestes en
saios 100 pl de diluigoes apropriadas das amostras eram incu-
badas, a 37°C, em 1,4 m] de tampao fosfato de sodio 0,01 M,pH
7,0, contendo ou nao NaCl 0,15 M, na presenca de 2-mercaptoeta
nol 1,0 mM e substrato (LysNA, ArgNA, LeuNA, MetNA ou AlaNA,

70 uyM) por intervalos de tempo apropriados. Ao final da incu-
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bagcao eram adicionados 1,1 ml de uma mistura (1:1) de solucao
recente de Fast Garnet (0,5 mg/ml contendo 4%, v/v, de Brij
35) com solugao de p-hidroximercuribenzoato de sdodio 10 mM -

EDTA 30 mM, pH 6,0.

gica na presenga de ini

i

Ensatic da atividade ar. .amid
Eigores - Aliquotas de 100 _1 de diluicoes apropriadas da amos
tra eram adicionados a 1,2 ml de tampao fosfato de sadio 0,01 M
pH 7,0, com ou sem NaCl 0,15 M, e com 100 .1 de solucao de um
dos seguintes inibidores: tetrationato de sodio, p-hidroximer
curibenzoato, EDTA, puromicina, metionina ou arginina.Apos pre
-incubacao por tempo conveniente adicionava-se substrato (con
centragao final: 70 uM) e, apos incubacao a 37%., a reacao era
interrompida e a 2-naftilamina formada diazotada. Para verifi
car a revyersibilidade da inibigao apds a pré-incubagao com te
trationato de sodio (ou p-hidroximercuribenzoato de sodio)uma
segunda pre-incubagao era realizada (20 minutos, temperatura

ambiente) adicionando-se a mistura de incubagao 2-mercaptoeta

nol antes do substrato.
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Determinagao da atividade sobre di-e tripeptidecs - Foi
usado o método de determinagao de amino-grupo livre de Fields
(1971). A incubacao [S?UC} era realizada adicionando-se 300ul
de uma diluigao apropriada da amostra a 1,9 ml de tampao fos-
fato de sodio 0,01 M - NaCl 0,15 M, pH 7,0 contendo substrato
1.14 x ]D'qH. A reacgao era interrompida pela adigao de 200 ul
do incubado a 1,0 ml de solugao de Na,B,0, 0,05 M em NaOH O,05N
e 25 Ul de acido 2,4,6-trinitrobenzenosufonico 0,18 M. Esta @l
tima solugao era preparada imediatamente antes do uso. Apds 5
min. de incubagao a 37°C adicionava-se 2,0 ml de Na,50, 1,5 m¥
em NaHEPGq 0,1 M, pH 4,0. A quantidade de aminoacido liberado
na hidrolise era calculada pelo aumento na absorbancia (420 nm)
em relacao ao tempo zero de reagao. 0 coeficiente de extingao

médio para o-aminogrupos usado foi de 22 500 M oem ).

Ensaic da atividade conversora de MLBK ¢ LBK a BK - Es
ta atividade foi acompanhada através de ensaio biologico que
utiliza as diferengas de sensibilidade de resposta do musculo
1iso (7leo de cobaio) para a contragao induzida pelos tres pep
tideos {SCHﬁREDER,19?D} como um parametro de conversao. Tam-

bém foram analisados os aminoacidos liberados na conversao.
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Amostras de 100 a 200 ul das preparagoes enzimaticas
foram incubadas com 100 uM de Met-Lys-bradicinina ou Lys-bra-
dicinina em volume apropriado (400 - 1200 ul) de tampap fosfa

to de sodio 0,01 M - 0,15 M NaCl, pH 7,0, a 37°C.

Definigac de unidade - A unidade de atividade enzi-
matica para todos os casos foi considerada como a quantidade
de enzima capaz de hidrolisar 1 ymol de substrato por minuto

em tampao fosfato de sodio 0,01 M, pH 7.0 a e

Ensaio bioldgico - Aliquotas de 20 yl1 de cada incu-
bado eram removidas a intervalos de tempo convenientes (20-120
minutos) e diluidas com 1,4 ou 2,8 ml HC1 0,001N para inter-
romper a reagio e possibilitar diluicao adequada 3 sensibili-
dade do ensaio biologico dos peptideos. Acompanhou-se a con-
versao de cininas procedendo-se ao ensaio biologico do incuba-
do em preparagao isolada do Tleo de cobaio segundo descrigao
de Guimaraes et al (1973). Neste ensaio usou-se a preparagao

biologica segundo a técnica descrita por Webster e Prado(1970).



30

Andlise de aminodeides - A intervalos de tempo sufi
cientes para a conversao como acompanhado pelo ensaio biologi
co aliquotas de 200 ul do incubado eram transferidas para um
tubo contendo 300 ul de HC1 0,001N e a mistura mantida em ba-
nho fervente a 100°C por 10 minutos. As amostras eram congela
das até o momento de uso e entao diluidas com 0,5 ml de tam-
paoc citrato de sodio 0,1 M - polietilenoglicol-400 15% (v/v),
pH 2,2 e processadas em analisador de aminoacidos conforme téc
nica de Spackman et al (1958). A atividade aminopeptidasica foi
acompanhada pela medida das quantidades de metionina e lisina

formadas pelas enzimas.

Atividade einindsica - Foi determinada somente emen
saio biologico utilizando bradicinina (0,7 uM) como substrato.

As incubagoes eram acompanhadas durante 120 minutos.

Determinacao da proteina

Foi utilizado o método descrito por Spector (1978).

A 100 u1 de uma diluicao apropriada da amostra eram adiciona-
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dos 2,9 ml de solucao de Coomassie brilhante azul G-250 (100
mg do corante solubilizados em 50 ml de etanol; adicionado 100
ml de acido fosforico a 85%, v/v, e, apdos violenta agitagao,
ajustado o volume com agua destilada em 1000 ml e filtrado em
papel Whatmann nQ 2).As absorbancias foram medidas em 595 nm
e comparadas com uma curva padrao de albumina bovina, linear pa

ra quantidades entre 5 e 20 ug/de proteina/tubo.

Medidas de condutividade

A condutividade de todas as solugoes provenientes de
fracoes coletadas, fragoes combinadas, dialisados e tampoes pre
parados foram detérminadas por condutimetria. Os valores obti
dos, convertidos a mS ou uS por corregao do coeficiente da ce
Tula canﬁutimé%rica eram proporcionais a concentragao de sal

das solugoes.

Tratamento da resina e preparo das colunas de DEAE-celulose

A resina de DEAE-celulose (Cellex D) previamente uti

lizada era recuperada por tratamento com NaOH 0,5 N na propor
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¢ao aproximada de 1:70 (p/v). Apds agitagao suave por 30 minu
tos a resina era filtrada em funil de placa de vidro porosa com
porosidade "grossa", percolada com NaOH 0,5 N até a completa
remogao de toda proteina ainda presente e lavada com agua des
tilada até a neutralidade do filtrado. A massa de resina era
transferida para um beker e tratada com HC1 0,5 N (1:70 op/v)
por 30 minutos, filtrada e lavada novamente com agua destila-
da até a neutralidade do filtrado. Apds novo ciclo com NaOH
0,5 N e lavagem com agua destilada ate a neutralidade do fil-
trado a resina era suspensa em agua destilada. 0 pH da suspen
sao, na presenga de KC1, era normalmente de 11,2 - 11,5, mos-
trando tratamento adequado da resina. A seguir a resina era la
vada em funil de placa porosa com tampaoc (fosfato de sodio
0,02 M, pH 7,0) para a remogido do excesso de sal e equilibrio
da resina ate que o filtrado apresentasse os mesmos valores de
pH e condutividade que o tampao adicionado. Nas etapas de re-
pouso do gel procedia-se normalmente 2 remogaoc de particulas
finas por decantacgao.

A resina assim tratada era sedimentada em colunas de
vidro sob pressao de nitrogénio variando de 0 a 0,35 Kgfcmz.
Nos experimentps de fracionamento aqui descritos, usou-se fre

quentemente uma coluna de 4,5 x 24,5 cm.
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Preparo da coluna de Bio Gel A, m.

Bio Gel AD.Sm’ com poder de resolugao nominal varian
do entre 30 000 e 500 000 daltons fornecida pelo fabricante sus
pensa em agua destilada contendo 0,02% de azida de sodio foi
sedimentada em duas colunas (2 x 100 cm cada) sob pressao cons
tante de 20 cm de agua. Terminada a sedimentagao as duas colu
nas foram acopladas pelas extremidades inferiores, perfazendo
um sistema de filtracao molecular de 2 x 200 cm, e lavados com
tampao fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,0 (fluxo 15 ml/h mantido

por bomba peristaltica) até o completo equilibrio.

Determinagao de pesos moleculares

A coluna de Bio Gel AD,S m (2 x 200 cm) foi calibra
da com proteinas de pesos moleculares conhecidos: ovoalbumina,
PM 45 000 daltons; albumina sérica bovina, PM 67 000 daltons;
dimero de albumina sérica bovina, PM 134 000 daltons e y-glo-
bulina bovina, PM 160 000 daltons. Amostras de 5,0 ml conten-

do 100 mg de cada proteina foram cromatogradadas a 4°C em tam

pao fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,0 (fluxo 15 ml/h). Foram co
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letadas fragoes de 4,5 ml. Os pesos moleculares dos padroes plo
tados em escala logaritimica contra os volumes de eluigao de
cada proteina permitiram a determinagao dos pesos moleculares

das enzimas (ANDREWS, 1964).



RESULTADOS

Sistemas de perfusao

Dois sistemas de perfusao, denominados fechado e aber

to (vide metodos) foram utilizados.

Sistema fechado - efeitc da concentragac de Tritonm X-100-
Foi inicialmente estudada a eficiencia do sistema de perfusao
na remogao de arilamidases do figado de rato. Verificou-se que
a remogao de enzimas pelo 17quido de perfusao sem Triton X-100
foi praticamente nula. A proteina e a atividade arilamidasica
total removidas do figado do rato por perfusdao fechada duran
te 10 minutos foram diretamente proporcionais a concentracaode
Triton X-100 presente no 1Tquido de perfusdo (Fig. 3). Concen

tragoes do detergente maiores que 0,1% (v/v) nao foram usadas
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(o); Proteina (e).
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porgue, com o prosseguimento da perfusﬁp. apareciam na super-
ficie do orgao, logo nos primeiros minutos, lesoes macroscopi
cas acompanhadas de extravasamento de 17quido de perfusao. Fa
ce aos bons resultados obtidos com a concentragao 0,05% (v/v)
de Triton X-100, esta foi a escolhida para o prosseguimento
dos experimentos com as perfusoes fechada e aberta. Em traba-
lho anterior deste laboratorio (BORGES et al, 1979), usando a
mesma teécnica, foi empregada esta concentragao do detergente de

modo que aqueles resultados podem ser comparados com os agora

obtidos.

Sistema aberto - efeito do tempo de perfusac - A remogao
de proteinas e de arilamidases do figado de rato por perfusao
aberta com Triton X-100 foi proporcional ao tempo de perfusao
durante os primeiros 10 minutos (Fig. 4). Apds este tempo a ve-
locidade de remog¢ao, embora lentamente, diminuiu. Devido ao apa
recimento de lesoes ‘acompanhadas de extravasamento de 1iquido
nao foi possivel prosseguir a perfus3o por mais de 40 minutos.
Na ausencia de Triton X-100 a perfusao aberta foi também ine-
ficaz na remogao de quantidades detectaveis de arilamidases e

de proteina (Tabela I). A tabela mostra ainda que a perfusao
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TABELA 1

Atividade arilamidasica do perfusato e do homogenato do figado do ratol 1)

Parfusao Atividade especifi ca“} Atividade tu:nt.a.li""]|
Experigncia
Trit -

Hpa "1 ?L’ fﬁlm tﬁ:’ﬂ“ "“:ﬂ‘]‘"‘ LysNA  ArgNA  LeuNA  MetNA AlaNA  LysNA  ArgNA  LeuNA  MetNA  AlaNA
Perfusao fechada 0 10 28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

aberta 0 10 140 1] 0 0 0 0 0 0 0 1] 0

fechada 0,08 10 28 13,5 15,0 4.6 6,7 1.0 43,0 52,0 19,0 23,0 24,0

aberta 0,05 10 140 1,7 16,3 5.6 9.4 11,3 1640 232.0 84,0 13,0 168,0

aberta 0,05 2 28 13,8 21.4 7.2 10,9 13,9 30,0 47.0 16,0 24,0 33,0
Homogenato - - - - 3.6 5.1 z2.9 6,4 3,6 2000,0 2800,0 1600,0 3500,0 2000,0

(1) atividades ensaiadas na presenga de NaCl 0,15 M e na auséncia de 2-mercaptoetanol
(1) mU/mg protaTna
(») mU/ g fTgado
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aberta removeu em 10 minutos atividade arilamidasica total 4
a 6 vezes maior que aquela retirada pela perfusao fechada em
10 minutos. Comparando-se estes dados cem a atividade enzima-
tica do homogenato do figado de rato (Tabela I) verifica-se que
qualquer dos dois tipos de perfusao removeu apenas parte da
atividade total do orgao. A semelhanga entre as atividades es
pecificas dos perfusatos obtidos pelos sistemas aberto e fecha
do indica que em ambos os sistemas um material de mesmo tipo
& removido. Portanto os dois sistemas de perfusao sao equiva-
lentes e removem enzimas com maior atividade especifica que
0 homogenato. Devido ao seu maior rendimento, o sistema aber-
to foi o escolhido para a obtengao de perfusato em todas as de
mais etapas deste trabalho. 0 tempo de perfusao foi fixado em
10 minutos porgue até este tempo existe proporcionalidade na

quantidade de arilamidase e proteina removidas (Fig. 4).

0 emprego de Triton X-100 nas condicbes experimen-
tais de perfusao escolhidas provocou lesoes no hepatocito. A
Fig. 5 mostra o aspecto ultraestrutural da lesdo apds a perfu
sao com Triton X-100. Observa-se a desagregacao do reticulo en
doplasmatico rugoso (A); a desorganizagao interna das mitocon
drias (B): a ruptura da membrana celular em alguns pontos (au

sente nesta foto) e a distribuigao por toda a celula de vacuo
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los (C) que provavelmente sejam micelas mistas formadas por de
tergente e mﬁteria1 celular. Nota-se tambem uma area do hepa-
tocito menos afetada pelo detergente (D). A perfusao realiza-
da nestas condicoes mas em ausencia de Triton X-100 nao alte-
rou a estrutura do hepatocito (Fig. 6). Estas observagoes in-
dicam que, pelo menos, parte do material removido pelo deter-

gente tem origem intracelular.

Caracterizagao preliminar das enzimas

Dos dados da tabela 1 foi possivel comparar o nume-
ro de vezes que as atividades especificas aumentam no perfusa
to em relacao ao homogenato (substratos: LysNA, ArgNA e AlaNA
3 vezes; LeuNA 2 vezes e MetNA 1,5 vezes). Isto indica que as
atividades sobre MetNA e LeuNA s3o extraidas mais dificilmen-
te pelo detergente que aquelas sobre LysNA, ArgNA e AlaNA,por
tanto devem estar mai$ associadas a fragoes celulares particula
das. Este dado indica também a existencia de duas ou tres ari

lamidases distintas presentes no figado de rato.



Fig. 5 - Hepatdocito do figado do rato apdos 10 minutos de per-
fusdo aberta com tampao isotonico contendo Triton X-100,
0,05% (v/v). Reticulo endoplasmico rugoso (A); mito-
condria (B); vacuolos (C); area menos afetada pelo Tri
ton X-100 (D).



Fig. 6 - Hepatocito do figado do rato apds 10 minutos de per-
fusao aberta com tampao isotonico sem Triton X-100.
Reticulo endoplasmico rugoso (A); mitocondrias (B).
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Atividade relativa - A tabela II mostra a atividade
relativa dessas enzimas no homogenato e no perfusato, tomando
a atividade sobre LysNA como unitaria. As atividades relativas
sao identicas ou semelhantes tanto no homogenato como no per-
fusato para LysNA, ArgNA e AlaNA. Isto parece indicar que uma
mesma enzima € responsavel pela hidrolise destes substratos ou
ainda que, se estas atividades sao devidas a enzimas distin-
tas, elas estao sendo removidas de um mesmo compartimento ce-
lular. A menor atividade relativa do perfusato sobre MetNA e
LeuNA reforga a sugestao de que a enzima (ou enzimas) respon-
savel por estas atividades esta associada a fragoes celulares

particuladas.

Efeito do ion cloreto na atividade arilamidasiea dc
perfusato - A tabela III mostra que a atividade do perfusato
sobre os substratos basicos (ArgNA e LysNA) & ativada por NaCl.
Em trabalho anterior deste laboratorio (FREITAS Jr.et al, 19793
foi demonstrado que tal efeito & devido ao ion cloreto e com
concentracao otima em 0,15 M. A atividade sobre os substratos
neutros (LeuNA, MetNA e AlaNA) nao & ativada por cloreto. Es-

tes dados demonstram claramente que, em relacao ao efeito do



TABELA 1I

Atividade relativa de arilamidases do homogenato e do

perfusato do figado do rato

Substrato Homogenato Perfusato*
LysNA 1,0 1,0
ArgNA 1,4 1,4
LeuNA 0,8 0.5
Me tNA 1,8 0,8
AlaNA 10 1;0

*
perfusao aberta

com Triton X-100, 0,05% (v/v), 10 minutos



TABELA III

Atividade arilamidasica do perfusato do figado do rato em
presenga e ausencia de NaCl. Perfusao aberta com Triton
X-100, 0,05% (v/v)

Atividade (mU/mg proteina)

Substrato
sem NaCl com NaCl (0,15 M)
LysNA 8,3 1,7
ArgNA T8 16,3
LeuNA 5,5 5,4
Me tNA 9,4 9.3

AlaNA 11,0 11,2
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ion cloreto, a perfusao remove pelo menos dois tipos de enzi-
mas; uma ativada por cloreto e com preferencia por substratos
de amino3cidos basicos e outra niao ativada por cloreto e com

especificidade maior para substratos neutros.

Efeito do 2-mercaptoetancl - Foi verificado prelimi
narmente que as atividades arilamidasicas do perfusato eram ins
taveis sob diversos tratamentos tais como: conservacao a 4%
e congelamento/descongelamento. A inativagao nao era paralela
para todos os substratos. Para verificar a possivel participa
¢ao de grupos -SH nesta inativagao espontanea foi adicionado
ao perfusato (imediatamente apds sua obtencao) 2-mercaptoeta-
nol (concentragao final 1,0 mM). Apos armazenamento por 24 ho
ras a 4°C as atividades foram comparadas com aquelas de uma
amostra que nao recebeu 2-mercaptoetanol (Tabela IV). Verifi-
ca-se gque a perda de 60% da atividade sobre os substratos ba-
sicos foi completamente evitada por 2-mercaptoetanol. A pro-
tegao da perda de atividade sobre MetNA foi tambem completa e
diferente daquela demonstrada para a atividade sobre LeuNA e
AlaNA. 0s dados sugerem que aléem da enzima com agao preferen-

cial sobre substratos basicos o perfusato contem ainda duas



TABELA IV

Efeito do Z2-mercaptoetanol na estabilidade da atividade
arilamidasica do perfusato do figado de rato apos 24h a 4%¢

Atividade residual (%)
Substrato
0h 24 h 24 h em presenca de
2-mercaptoetanol 1,0 mM

LysNA 100 60 97
ArgNA 100 59 a1
LeuNA 100 53 83
Me tNA 100 54 94
AlaNA 100 42 81
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enzimas com agao sobre substratos neutros. Entretanto durante
as etapas de fracionamento do perfusato 2-mercaptoetanol foi
incapaz de proteger totalmente as enzimas (Tabelas VI e VII)
indicando que outros mecanismos de inativagao participam nes-

te processo.

Inibigao por tetrationato de sodio - A atividade ari
lamidasica do perfusato sobre ArgNA, MetNA e LeuNA foi inibi-
da em mais de 60% por tetrationato de sodio 4,0 mM (Tabela V).
A reversao por 2-mercaptoetanol da inibigao causada por tetra
tionato, para as atividades sobre ArgNA e LeuNA foi parcial.
Sobre MetNA a reversao foi total e parece haver uma relagao es

tequiometrica entre inibidor e inativador.

A inativacao das enzimas do perfusato com tetratio-
nato de sodio, sua reversao por 2-mercaptoetanol e a protegao
parcial da inativacao espontanea pelo redutor indicam clara-

mente a influencia de grupos -SH na atividade das enzimas.



TABELA v

Inibigao da atividade arilamidasica do perfusato do figado do
rato por tetrationato de sodio e reversao por 2-mercaptoetanol.

tetrationatn{]} ﬁ-merca?;?- Atividade
Substrato etanol residual
m:M mM .t_-

Me tNA 0 0 i
35
4 98
LeuNA 0 0 _—_
34
71
ArgNA 0 0 100
4 0 19
4 69

{T}D perfusato foi incubado com tetrationato de sodio por 20
minutos a 3?°C

{E}D perfusato tartado com tetrationato foi a sequir incuba-
do por 20 minutos a 37°C em Z2-mercaptoetanol.



Fracionamento do perfusato

Cromatografia em DEAE-celulose — Visando explorar a
possibilidade da presenga de mais de uma enzima o perfusato de

figado de rato foi submetido a fracionamento cromatografico.

0 material obtido de 14 perfusoes abertas (1860 ml)
foi centrifugado a2 8 000 x g por 30 minutos a 49C. 0 sobrena-
dante foi ajustado para condigoes finais: tampao fosfato de so-
dio 0,02 M - 2-mercaptoetanol 1,0 mM, pH 7,0, condutividade 1,65
mf; Este material foi introduzido em coluna (4,5 x 24,8 cm)de
DEAE-celulose (cellex D) previamente equilibrada em tampao fos
fato de sodio 0,02 M - 2-mercaptoetanol 1,0 mM, pH 7,0.Apds a
entrada da amostra a coluna foi lavada com o mesmo tampao. O
material retido pé]a resina foi eluido com gradiente linear de
fosfato de sodio (entre 0,02 e 0,2 M) contendo 2-mercaptoeta-
nol 1,0 mM, pH 7,0. A cromatografia foi desenvolvida com flu-
xo de 170 m1/h a 4°C. Foram coletadas fragdes de 20,0 ml e en
saiadas para atividade arilamidasica, concentracio de protef-
na e condutividade. A figura 7 mostra o resultado deste fracio

namento.

0 material nao retido na coluna (pico A) correspon-

de a 40% da proteina e 15% do total da atividade sobre MetNA.
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As fracoes deste pico mostraram destacada preferencia para a
hidrolise de MetNA, ao contrario do perfusato e dos picos de
atividade eluidos no gradiente salino. 0 combinado destas fra
goes (1900 ml) foi concentrado ate 300 ml em concentrador Amicon
(“Hallow Fiber") equipado com fibra HIP10 com porosidade nomi
nal para moléculas de ate 10 000 daltons. A seguir a amostra
foi concentrada até 13,5 m]l no sistema de didlise sob pressao.

Este material foi denominado preparado A (Prep. A).

As fragoes eluidas com forga ionica entre 3,0 e 5,7mS
(pico B) continham atividade arilamidasica apenas sobre ArgNA e LysNA
ativavel por cloreto. As fragdbes ativas foram combinadas (750ml)
e concentradas em sistema de dialise sob pressiao a 276 B pre
cipitado que se formou foi retirado por centrifugagao (8 000x
g/30 min.f4°E} e ﬁ sobrenadante. (196 ml1), armazenado a =907

em pequenas aliquotas, foi denominado preparado B (Prep. B),

As fragoes do pico de atividade eluido entre 7,5 e
9,8 mS (pico C) apresentaram atividades especificas semelhan-
tes para ArgNA, MetNA e AlaNA. As atividades deste pico nao
foram ativadas por cloreto e suas fragoes, diferentemente dos
outros picos, apresentaram alta atividade sobre AlaNA. As fra

coes deste pico combinadas deram origem ao preparado C (Prep.

5 18
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atividade do perfusato sobre MetNA correspondia a esta enzima.
0 fator de purificagao (12 vezes) e o rendimento (45%) nao fo
ram maiores devido provavelmente a instabilidade da enzima,pois
os procedimentos de purificacao eliminaram 97% das proteinas

inespecificas (Tabela VI).

0 paralelismo entre rendimento, fator de purificagao
e atividades especifica e relativa durante as etapas de puri-
ficagoes do Prep. A para as atividades sobre MetNA e LeuNA in
dica que, provavelmente, este material contém uma so arilami-

dase.

Gel filtragaoc do Prep. B - Uma aliquota de 5,0 ml do
Prep. B foi aplicada a uma coluna (200 x 2 cm) de Bio Gel HD,Em
equilibrada e percolada a 4°C com tampao fosfato de sodio 0,02M
- 2-mercaptoetanol 2,0 mM, pH 7,0. Foram coletadas fragoes de
4,5 ml a um fluxo de 15 m1/h mantido constante pelo emprego de

bomba peristaltica.

0 perfil da eluicao da proteina e da atividade so-
bre ArgNA & mostrado na figura 9. Verifica-se que o pico de ati
vidade corresponde a um pico de concentragao protéica secunda

rio. As fracoes ativas combinadas formaram o Prep. B1. Consi-



TABELA VI

Purificacdo parcial da arilamidase com atividade preferencial sobre HetNh{‘]

ProteTna atividade Puri (3) atividade
Etapa total especifica fica a:;r;:::: total rtnd;mentn
mg mU/mg ¢ao mu
perfusato?) 2183 1.4 1,0 1,8 3035 100
DEAE-celulose(Prep A) 521 4,9 3,5 1,6 2252 74
Gel filtragdo(Prep A,) 79 16,4 14,2 1,7 1297 43

(1) os valores correspondem ao processamento, em cada etapa, de todo o material
obtido de 14 perfusoes

() calculado considerando que apenas 15% da atividade total do perfusato sobre
MetNA correspondem ao pico A

(1) relagao atividades sobre MetNA e LeuNA
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derando a atividade sobre ArgNA do perfusato que corresponde a
esta enzima (57% no pico B) o fator de purificagao alcangado

foi de 30 vezes (Tabela VII).

Propriedades gerais das enzimas

A hipotese de que a perfusao com Triton X-100 pudes
se remover mais de uma arilamidase do figado do rato se ba-
seou em propriedades tais como: ativagao por ion cloreto para
a atividade sobre ArgNA e LysNA; o efeito do 2-mercaptoetanol
em reativar de maneira distinta a atividade sobre diferentes
AANA; a falta de paralelismo na inibigao da atividade sobre di
ferentes AANA por tetrationato de sodio e a reversao desta ini
bigao por 2-mercaptoetanol. Tal hipotese foi confirmada pela
obtengao, na coluna de DEAE-celulose, de tres picos distintos

de atividade arilamidasica.

Comparando as atividades relativas das preparagoes so
bre diversos AANA (Tabela VYIII) fica evidente gque a perfusao
removeu do figado do rato arilamidases que podem ser caracte-
rizadas pelas diferentes especificidades sobre AANA. Por pre-

ferir MetNA a enzima do Prep. A1 foi denominada de metionil-



TABELA V¥II

Purificagao parcial da arilamidase com agao preferencial sobre substratos hisicus{']

ProteTna  Atividade especTfica'?)  Purificacio Atividyds  Rendinento

Etapa total totall?
mg mU/mg proteina ve zes ml |
perfuntum 2183,0 18,4 1,0 4018 100
DEAE-celulose(Prep B) 136,0 157 .,1 4,5 2136 53
Gel filtracao(Prep E]] 18,6 554.,5 30,1 1031 26

(1) os valores correspondem ao processamento, em cada etapa, de todo material obtido em
14 perfusdes

(z) sobre ArgNA, na presenga de NaCl 0,15 M e 2-mercaptoetancl 1,0 mM

{i) calculado considerando que os 57% da atividade total sobre ArgNA correspondentes ao
pico B da coluna de DEAE-celulose pertencem a AAB



TABELA VIII

Atividades relativas dos Prep A1{1}, Prep 51(2} e Prep. C‘BJ

Substrato Prep Al Prep Bl Prep C
LysNA 1,0 10 18
ArgNA 1,6 2,3 |
LeuNA 10,4 0 0,6
Me tNA 12,4 0 0,6
AlaNA 2,2 0 0,7

(1) Atividade
filtragao
(2) Atividade
ca ionica
(3) Atividade
¢a ionica

nao retida na coluna de DEAE-celulose apos gel-

eluida da coluna de DEAE-celulose em baixa for-
apos gel filtragao

eluida da coluna de DEAE-celulose em alta for
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-aminopeptidase - MAP (a caracterizagao desta enzima como uma
aminopeptidase tipica estad mostrada adiante). A enzima do Prep
By, por agir exclusivamente sobre AANA de aminoacidos basicos
foi denominada de arilamidase B - AAB. As enzimas dos picos A
e B foram estudadas mais detalhadamente neste trabalho porque
a enzima do pico A possuia propriedades distintas das arila-
midases hepaticas ja conhecidas, especialmente quanto a sua es
pecificidade e a enzima do pico B apreéentava propriedades ca

racteristicas de aminopeptidases B (EC 3.4.11.6).

Pesos moleculares - A gel filtragao das enzimas MAP
e AAB, separadamente, em coluna de Bio Gel AD,Em calibrada com
proteinas de pesos moleculares conhecidos (ovoalbumina, albu-
mina serica bovina e y-globulina bovina) mostrou que as mes-
mas foram eluidas em volumes correspondentes a pesos molecula
res de 68.000 e 57.000 daltons, respectivamente, calculados pe

lo método de Andrews (1964).

Inibigao por p-hidrozimercuribenzoato de sédic - A

semelhanga nas curvas de inibigao da MAP e da AAB por p-hidro
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ximercuribenzoato (Fig. 10) sugere que as duas enzimas possuem
grupos -SH igualmente importantes para as respectivas ativida
des. 2-mercaptoetanol foi capaz de reverter completamente es-
ta inibigao mostrando que, nestas enzimas, a oxidacao e poste
rior redugao de grupos sulfidrilas nao & acompanhada de alte-
ragoes conformacionais que afetem a atividade irreverssivel-

mente .

Intbig

o por EDTA - A tabela IX mostra a inibigao se

(> 7]

letiva da AAB por EDTA. Uma aliquota da enzima foi entao dia-
lizada contra EDTA (5,0 mM) e, em seguida, contra agua desti-
lada para remogao do excesso do quelante. A inativacao foi com

pleta e nenhum sal de varios cations testado (En2+,Hn2+, ngf

E02+, H12+, Ca2+ e Cu2+} foi capaz de restabelecer a ativida-

de .

Nenhum destes cations e nem EDTA foi capaz de ati-

var a MAP em qualquer grau.

Inibigao por puromicina - Puromicina 8 «x 1075 M e

1,6 x 10°*M inibiu, respectivamente, 19% e 33% da atividade da



nmoles p-hidroximercuribenzoato/mg proteina
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Fig. 10 - Inibigao da MAP (a4) e da AAB (m) por p-hidroximercuriben

Zoato.



TABELA 1IX

Inibicao da MAP e da AAB por EDTA(™)

EDTA % inibicao

H MAP AAB

0 0 0
1,0 x 10°% 0 33
1,5 x 107% 0 45
2,0 x 10”74 0 49
5,0 x 1077 0 55

(*)antes da incubagao com os res
pectivos substratos, MetNA pa
ra a MAP e ArgNA para a AAB,as
enzimas foram pre-incubadas a
temperatura ambiente por 15min
com EDTA nas concentragoes in
dicadas
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AAB, mas o antibidtico nao teve efeito sobre a MAP em concen-

tragoes de até 3,2 x 1D_dﬂ.

Parametros einéticoe - 0s valores de K, e ?m obtidos

M
pelo método duplo-reciproco (LINEWEAVER e BURK, 1934) foram res

5

pectivamente 8,3 x 10"°M e 25 nmoles. min ', mg'T para a MAP

(Fig. 11) e 1,7 x 10"%M e 1,67 wmoles.min"'. mg”! para a AAB

tFags T2].

pH dtimo - A dependencia de pH para as duas enzimas

mostrou um pH otimo em torno de 7,0, comum a ambas as enzimas.

Inibﬂg&c pele produto - A inibigao da AAB por L-ar-
ginina 5,3 mM (relag3ao molar substrato-inibidor 1:70) foi com
pleta. Na mesma relacao substrato-inibidor L-metionina inibia

a MAP em 18% (Tabela X).

Atividade sobre di- e tripeptidecs - A hidrolise de

di- e tripeptideos pela MAP e AAB est3a mostrada nas figuras 13
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TABELA X

Inibigao da MAP e da AAB pelos respectivos aminoacidos produ

{1l

tos da reagao

L

% inibicao

Inibidor mM
map (2 ang(3)
L-metionina T 11 -
24 13 =
3,0 17 -
5 18 -
L-arginina 0,7 - 60
1.3 = 64
2] - 80
4,0 - 94
%3 - 97
557 - 98

-

(1) antes da adigao do substrato as enzimas foram pré-incuba
das 15 min com as concentracoes de aminoacidos indicadas

(2) atividade sobre MetNA

(3) atividade sobre ArgNA
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e 14. Os valores de velocidade inicial para estas atividades
estao resumidos na tabela XI. Verifica-se nitidamente que AAB
nao tem acgao sobre os tripeptideos testados (Leu-Gly-Gly e Lys-
-Gly-Gly-NH,) e que a atividade sobre dipeptideos desta enzi-

ma & muito mais alta do que a da MAP.

Atividade conversora - Antes dos ensaios de conver-
sao foi verificado atraves de ensaio biologico que a prepara-
cao de MAP nao continha atividade cininasica pois apdos a incu
bagao de 200 ul do Prep. A, com 1 ug de bradicinina (volume fi
nal 1,2 m1) por periodos de até duas horas a resposta do Tleo

isolado de cobaio.ao incubado manteve-se constante.

A Fig. 15 mostra o ensaio bioldogico da atividade con
versora da MAP sobre MLBK. Observa-se que apdos 18 minutos de
incubacao ja ha nitido aumento na resposta do musculo liso ao
incubado. Uma resposta semelhante a 0,1 ug de MLBK nos tempos
iniciais da incubagao foi obtida com 50 ul do incubado e aos
41 minutos com metade deste volume. Este aumento de resposta
do musculo liso indica claramente a conversdao do peptideo mas
nao informa sobre o tipo de cinina-produto de modo que nao e

possivel determinar qual ou quais as ligagoes que a enzima ata
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Fig. 14 - Hidrolise de dipeptideos pela AAB. Lys-Val (0); Arg-Val
(0); Arg-Asp (e); Ala-Gly (a); Ala-Arg (m); Leu-Gly (v).



TABELA XI

Velocidades iniciais para a hidrolise de dipeptideos e
tripeptideos pelas enzimas MAP e AAB

Atividade (mU/mg proteina)

Substrato —

MAP AAB
Lys-Val £3.0 400,0
Leu-Gly-Gly 16,6 0
Arg-Val 14,4 467,0
Ala-Arg 13,0 300,0
Arg-Asp 135 333.0
Lys-G]y-G]yHHz 10,0 0
Ala-Gly 3,6 933,0

Leu-Gly 3.5 366,0




MLBK (ug) 0.2 0,1 0,05 0,17 0,05 0,1 0,1 0,05 0,1
incubado (ul) 50 50 25 25 15
incubado (min) 3 9 18 a1 a7

Fig. 15 - Ensaio biologico da atividade conversora da MAP. 100 ul do Prep. A, foram
incubados com Met-Lys-bradicinina (109 uM) em tampao fosfato de sodio 0,01M
contendo NaCl 0,15 M. 20 ul do incubado ou de uma solugao de Met-Lys-bra-
dicinina (109 uM) foram adicionados a 1,4 ml de HC1 0,001 N e alfquotas
desta diluicao (indicado) foram ensaiadas na preparacao de Tleo isolado de
cobaio.
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cou. Entretanto, observou-se também um aumento na atividade far
macoldogica da LBK apos sua incubagao com a MAP. Este aumento
de resposta pelo musculo liso prova que a enzima converte tam
bém LBK em bradicinina, isto &, a MAP remove o residuo de 1i-

sina N-terminal da LBK.

A comprovacgao da atividade aminopeptidasica da MAP

foi obtida por analise de aminoacidos.

A liberacao de metionina e lisina de MLBK e de LBK
por acao da MAP (Fig. 16) foi proporcional ao tempo de reacgao.
0s dados mostram também que embora a enzima tenha preferencia
para a remogao de residuo de metionina N-terminal (19,2 nmoles
_m1'r'n'1 : m[]] ha remogao sequencial dos residuos de metionina
e lisina. A menor atividade da enzima na remogao de residuo
de lisina N-terminal foi confirmada usando LBK como substrato.
Esta propriedade & caracteristica da propria enzima e nao de-
terminada pela velocidade de aparecimento do novo substrato com
resTduo de lisina N-terminal. Com efeito, as velocidades de 1i
beragao de lisina foram semelhantes tanto com a utilizacao de
MLBK como de LBK como substrato (4,4 e 5,7 nmn]es.min'1.mg'1,

respectivamente).

Por outro lado, a incubacao da AAB (0,15 mU sobre LysNA)

com 29 nmoles de LKB (volume final de 450 ul) por duas ho-
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Fig. 16 - Atividade da MAP na remocao de metionina (a) e de
lisina (m) da Met-Lys-bradicina e na remogao de 1i

sina (o) da Lys-bradicina.



ras nao foi capaz de modificar a resposta da preparacgao de Tleo
isolado de cobaio a administracao de aliguotas do incubado.Co
mo neste incubado também nao foi detectado, em analisador de
aminoacidos, a presenca de lisina livre fica evidente que a
preparagao de AAB nao possui atividades conversora nem cinina

s1¢Ca.



DISCUSSAD

A perfusdo do figado de rato com tampao isotonico con
tendo Triton X-100, mostrou-se um método adequado para a remo
¢ao de arilamidases do tecido hepatico, confirmando sua efi-
ciencia para a remocao de outras enzimas (BORGES et al, 1979).
0 método parece apresentar também algumas vantagens pela pos-
sibilidade do uso do tecido exanguinado alem da obtencao de um
"“micro homogenato" com caracteristicas uniformes e reproduti-

veis.

A comparacao entre perfusao fechada e aberta mostra
claramente que a quantidade de enzima removivel do figado de
rato por perfusao depende da quantidade de Triton X-100 que en-
tra em contato com o orgao pois o prolongamento do tempo da per
fusao aberta, na qual sempre € infundida nova solugao como de

tergente, resultou em maior remocao de atividade arilamidasi-
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ca e proteina. Isto nao ocorreu na perfusao fechada (Tabela I)
que em 10 minutos removeu praticamente a mesma atividade ari-
lamidasica que .a perfusao aberta em 2 minutos. Como o tempo
de 2 minutos de perfusao e suficiente para uma so0 passagem do
volume (28 ml) utilizado no sistema fechado, a recirculagao do
perfusato pelo figado foi incapaz de aumentar a remogao de en
zZimas e de proteina. Isto indica, possivelmente que o. Triton
X-100 inicialmente presente foi todo consumido nas primeiras

interacoes com as membranas e outras particulas.

0 sistema que apresentou melhores resultados na re-
mogao de atividade arilamidasica do figado do rato, e por is-
to mesmo o escolhido para a obtengao de grandes quantidades de
perfusato, foi o sistema de perfusao aberto porque retirou maior
quantidade de atividade arilamidasica com atividade especif1-

ca semelhante 3@ do sistema fechado.

A impossibilidade de continuar indefinidamente aper
fusao aberta ou de aumentar a concentragao de Triton X-100 além
de 0,1 % (v/v) devido ao extravasamento de 17quido pelo figa-
do indicou que Triton X-100 lesou o 0rgao. Mesmo nas condigoes
de perfusao escolhidas (perfusao aberta por 10 minutos com tam
pao fosfato de sddio 0,01 M contendo sacarose 0,25 M e Triton

X-100 0,05%, v/v, pH 7,0) houve les3do do hepatdocito como mos-
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trado na Fig. 5. As alteragoes observadas na ultraestrutura ce
lular indicam claramente que o detergente penetrou no hepato-
cito e solubilizou algum material particulado. 0 grau de des-
truicao celular indica claramente que o material removido pe-
lo detergente & originario do hepatocito e nao apenas do lei-
to vascular como inicialmente se supos (BORGES et al, 1979).
Parte do material removido do figado provavelmente tem origem endote-
lial, mas considerando a massa de hepatocitos e de celulas en
doteliais presentes no figado parece que a maior contribuigao

para o perfusato provéem dos hepatocitos.

Devido a desagregacgao da membrana celular em alguns
pontos, material celular, soluvel e particulado, passam ao 1i
quido de perfusdo. A relacdao das atividades especificas perfu
sato/homogenato, ﬁara os diversos substratos utilizados(LysNA
ArgNA e AlaNA 3,0 vezes; LeuNA 2,0 vezes e MetNA 1,5 vezes)pro
va claramente que o Triton X-100 nao & igualmente efetivo na
remogao de diferentes proteinas. A menor eficiencia do deter-
gente na remogao da atividade sobre LeuNA e MetNA parece indi
car que a atividade responsavel por estas hidrolises se encon
tra mais fortemente associada a fracoes celulares particuladas
do que as enzimas responsaveis pela hidrolise dos outros tres

substratos. Com efeito, obtivemos anteriormente (FREITAS Jr.



et al, 1979b; TERMIGNONI et al, 1979) evidéncias da existencia
de uma enzima particulada (mitocondrial ‘e microssomal) prova-
velmente a responsavel pela atividade sobre MetNA e LeuNA acima
mencionada. A comparagao entre as atividades relativas Ha ho-
mogenato e do perfusato também mostra um comportamento distiﬂ
to na remogao das atividades sobre os varios substratos: a re
lagao MetNA/LysNA &, no perfusato, menos da metade daquela do
homogenato. Portanto o Triton X-100 foi mais efetivo na remo-
¢ao das enzimas com atividade sobre LysNA, ArgNA e AlaNA (ati
vidades relativas do mesmo valor nn homogenato e no perfusato).
A remocao de apenas uma parcela da atividade total do orgao pe-
la perfusao (atividades sobre LysNA, ArgNA e AlaNA, 8%: LeuNA,
5% e MetNA, 4%) pode ser devida a incapacidade do Triton X-100
remover proteinas- ligadas muito fortemente a particulas ou 3
sua impossibilidade em atingir homogeneamente as células do fi
gado ou ainda todas as regioes de uma célula. Durante o tempo
de perfusao utilizado nao foi perdido 17quido de perfus3o pe-
la superficie do orgao e muitas das suas estruturas ainda per
maneceram integras ou parcialmente Tntegras; justificando as-
sim as hipoteses aventadas. A presenca de regides do hepatoci
to afetadas pelo detergente em graus diferentes (Figa. 5) mos-
tra claramente que a agao do detergente no figado nao & homo-

genea. Provavelmente a agao do detergente se irradie a partir
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dos vasos atingindo também estruturas proximas. Desta manei-
ra a perfusao com Triton X-100, apesar de ni3o se restringir a
remocao de material do endotélio, pode ser um bom sistema pa-
ra remover moléculas que eventualmente tenham algum papel em
processos fisiologicos importantes associados aos vasos san-

guineos, tais como micro-circulagao e pressdo arterial.

A existencia de varias aminopeptidases hepaticas (HOPSU
et al, 1964; BEHAL et al, 1969; BORGES et al, 1974; FREITAS Jr,,
et al 1979a) tem sido sugerida,embora algumas vezes com dados de-
sencontrados. Em nossos experimentos, demnnstramﬂs que o Triton
X-100 foi capaz de remover enzimas com atividades aparentemen
te distintas. 0 efeito do ion cloreto na ativacao da hidroli-
se apenas de ArgNA e LysNA indicou que provavelmente o perfu-
sato contém uma enzima semelhante 3 aminopeptidase B. Alem des
ta atividade a perfusdao com Triton X-100 removeu tambem ouwras

com propriedades distintas.

Um parametro que indicou a presenga de varias arila
midases foi o da inativagao espontanea da atividade arilamida
sica do perfusato. Esta inativacao nao foi paralela: ArgNA e
LysNA (60%); MetNA e LeuNA (53%) e AlaNA (42%). A perda de ati
vidade foi evitada em maior ou menor grau por Z-mercaptoetanol

que também reverteu a inibigao da atividade por tetraionato de
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sodio. Assim as arilamidases do perfusato possuem um ou mais
grupos sulfidrilas que, estando ou nao no sitio ativo, sao im

portantes para a atividade enzimatica.

Para confirmar a existencia de varias arilamidases o
perfusato foi fracionado em cromatografia de troca ionica (co

luna de DEAE-celulose).

Neste fracionamento foram obtidos tres picos de ati
vidade, com eluigao e especificidade bastante distintos.A cro
matografia, repetida varias vezes, confirmou as evidencias da
existencia de pelo menos trés arilamidases no perfusato.A par
tir deste fracionamento foi possivel calcular a fragao da ati
vidade sobre cada um dos substratos que correspondia a cada
pico, ou seja, quando da atividade do perfusato era devida a
cada uma das tres enzimas. Deste modo foi possivel contornar
parcialmente o problema causado pela existencia, num mesmo ma
terial, de varias enzimas com atividade por vezes sobrepostas,

e entao calcular seus graus de purificagao.

Neste trabalho algumas propriedades das enzimas dos
dois primeiros picos de atividade fracionavel por DEAE-celulo

se, foram estudadas mais detalhadamente.
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Dada a destacada preferencia para a hidrolise de MetNA
a enzima nao retida na coluna foi denominada de metionil-ami-
nopeptidase (MAP). Considerando a utilizagao de apenas duas eta
pas (cromatografia de troca ionica e gel filtragao) na purifi
cagao parcial desta enzima o fator de purificagao (11,7) e bai
X0 pois 57% da atividade foi perdida durante o processamento.
Este resultado mostra que mesmo processada em presenga de 2-
-mercaptoetanol a enzima permaneceu instavel, de modo que, alem
da oxidagao de grupos sulfidrilas, outros mecanismos estao en
volvidos na inativagao, principalmente com a enzima mais puri
ficada. Devido a esta instabilidade a quantidade de cada enzi
ma no perfusato talvez nao seja exatamente a calculada pois po
de ter havido inativagao durante as etapas de purificagao e a
fragao da atividade do perfusato que correspondia a cada enzi
ma pode ser outra que nao a calculada. Por esta razao o fator

de purificacao nao deve ser tomado sem reservas.

Comparando as atividades relativas de arilamidases de
diversas fontes (Tabela XII), verifica-se que, a excecao da ari
lamidase do tecido de cicatrizagao {HEKIHEH e RAEKALLIO, 1968),
nenhuma outra arilamidase tem atividade relativa tao alta pa-
ra a hidrolise de MetNA como a MAP. Além da especificidade a

arilamidase do tecido de cicatrizacao se distingue da MAP por



TABELA XII

Comparacao das atividades sobre AANA de arilamidases de diversas prﬂcedéncias{]}

Procedencia LysNA  ArgNA  LeuNA  MetNA  MetNA

figado de rato - MAP (perfusato) 1.0 1,6 1851 2.0 22
figado humano (sobrenadante, homogenato)(?) 1,0 fid 3,7 4,8 6,5
plasma humano (3} 1,0 1,8 2.6 4,0 ndgl10)
figado humano (pellet, hn:lmt:lgaenatu::r}E“}| 1,0 1,8 2,9 6,2 ndf10)
urina humana®’ 1,0 1,8 2,9 4,0 ngl10)
figado humano (sobrenadante, aut61ise]{“} 1,0 S 2,8 4,5
figado humano (pellet, hnmugenatu}{’} nd{10)  pqli0) 150 1,5 1.6
aminopeptidase do citnso1£“} nd{]“} n«i'{'“]I 2,0 150 nd{":':|
tecido de cicatrizagao de ratu(“} o (12) o (h2) 2,0 8,0 1.0
cerebro de ::-:Mé]hu:li“’:I 1,8 . 1.:3 1,0 1,4 agliad

(1) a menor atividade de cada preparagao foi tomada como unitarias (2) FREITAS Jr. et al,
1977; (s) GUIMARAES et al, 1972; (.) BORGES et al, 1974; (s) BRANDI et al, 1976; () BEHAL
et al, 1969; (,) SMITH et al, 1965; () BORGES et al, 1974; (s ) MAKINEN E RAEKALLIO, 1968
(10) CAMARGO et al, 1972; (,,) nao determinado; (,2) sem atividade.
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sofrer ativagao por EDTA e inibigao por NaCl. Nao foi possivel
comparar as atividades da MAP com a aminopeptidase do citosol
(EC 3.4.11.2) e com a aminopeptidase microssomal (EC 3.4.11.2)
devido ao uso de substratos diferentes. Apesar disto, a MAP
se distingue daquelas enzimas porque nao & ativada por Hn2+
e ng+ (distingao com a aminopeptidase do citosol, SMITH e
SPACKMAN, 1955) e porque ao contrario da aminopeptidase micros
somal (WACHSMUTH et al, 1966) a MAP & dependente de grupo -SH
livre como prova sua inibicao por p-hidroximercuribenzoato e

reativacao por 2-mercaptoetanol. Portanto os resultados obti-

dos sugerem que a MAP & uma nova enzima.

Apesar de nao ser inibida por EDTA nao esta descar-
tada a hipotese de que a MAP, como outras aminopeptidases, se
ja umaneta1n&nzim;. Foi descrita uma aminopeptidase (SCHWABE,
1969) que s& &.inibida por EDTA a 40°C, condicao na qual a MAP

nao foi testada.

0 peso molecular determinado para esta enzima foi de
68 000 daltons e o otimo de pH para a hidrolise de MetNA esta

situado ao redor de pH 7,0.

A atividade conversora mostra que a MAP & uma amino

peptidase tipica, isto €, nao so age sobre substratos sintéti
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cos artificiais do tipo das 2-naftilamidas, como tambem age so

bre peptideos mais longos do que di- e tripeptideos.

Esta enzima provavelmente & responsavel, ao menos
por parte da atividade conversora verificada em preparagoes de
rato exanguinado (PRADO et al, 1975). Suas propriedades sao
tamb&m muito similares a metionil-aminopeptidase particulada en
contrada em microssomas (36%) e mitocondrias (40%) do figado
de rato (FREITAS Jr. et al, 1979b; TERMIGNONI et al, 1979;
TERMIGNONI et al, 1980).

A enzima do pico B da coluna de DEAE-celulose foi de
nominada arilamidase B (AAB) em decorrencia de possuir duas pro-
priedades (especificidade para ArgNA e LysNA e dependencia de
ion cloreto) caracteristicas da aminopeptidase B (HOPSU et al,

1966b).

Calculando a atividade sobre ArgNA desta enzima no
perfusato com base na fragao de atividade do pico B em rela-
¢ao ao total eluido da coluna de DEAE-celulose, esta enzima
foi purificada cerca de 30 vezes com um rendimento de 26%. Es
te valor nao foi mais alto porque, entre as etapas de purifi-
cagao foi necessario armazenar a enzima a -20°C, o gue se cons-

titui em etapa de perda de atividade, ja que, por vezes, o tem
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po de preservagao da amostra era longo demais para o uso de

outras condigoes.

A comparacao entre as caracteristicas da AAB com
aguelas da aminopeptidase B (HOPSU et al, 1966b) mostrou mui-
tas semelhangas: ambas sao dependentes de ion cloreto;tem mes
ma especificidade (preferem AANA de residuos de aminoacidos ba
sicos com relagao de atividade ArgNA/LysNA de 2,5); sao depen
dentes de -SH (inibidas por p-hidroximercuribenzoato); tem pH
otimo em torno de 7,0; perdem atividade sob congelamento/des-
congelamento; hidrolisam Arg-Val e nao hidrolisam Lys-Gly-GlyNH,.
Entretanto somente a AAB hidrolisa Ala-Gly e Leu-Gly. 0Os ou-
tros dipeptideos testados como substrato nao foram os mesmos
para as duas enzimas e por isto uma comparacao detalhada nao
pode ser reaIizad&. Entretanto renhum dipeptideo com residuo
de alanina na posigao N-terminal foi hidrolisado pela amino-
peptidase B ao contrario da AAB que agiu sobre dipeptideos com
residuos N-terminais de alanina e leucina. A atividade da AAB
sobre estes dipeptideos nao encontra paralelismo na aminopep-
tidase B preparada por Hopsu et al (1966b) e pode ser devida
a presenga de algum contaminante. Entretanto ha uma diferenga
que nao pode ser creditada a este possivel contaminante: a AAB

nao converte Lys-bradicinina em bradicinina ao contrario do
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que foi relatado para a aminopeptidase B (HOPSU et al, 1966c).
A AAB nao tem atividade conversora pois mesmo considerando que
sua atividade sobre Lys-bradicinina fosse cem vezes menor do
que aquela sobre LysNA (observar que as atividades sobre AANA
e sobre dipeptideos s3ao semelhantes) o tempo de incubagao,120
minutos, e a quantidade de enzima incubada com 29 nmoles de
Lys-bradicinina seriam suficientes para produzir 1,8 nmles de
bradicinina. Esta quantidade seria detectada nao so pelo en-
saio biologico, que € extremamente sensivel, mas também pela
caracterizagao da lisina no analisador de aminoacidos. Portan
to parece claro que a AAB nao @ uma tipica aminopeptidase e

nao participa na conversao de cininas pelo figado.

Ha muitas semelhangas entre as propriedades da AAB
e da aminopeptidase B do grupo de Hopsu. As diferengas de pe-
so molecuiar encontradas {(aminopeptidase B, 95 500 daltons,
Hopsu et al, 1966a; AAB, 57 000 daltons) nao justificam con-
cluir que se tratem de enzimas diferentes. Conforme discutido
pelos autores, uma variacao de ate 20% nas suas determinacgoes
seria aceitavel. Além disso, a coluna utilizada por Hopsu et
al era muito curta (60 cm) para permitir uma awliagao mais acu-
rada do peso molecular. Desta forma, pode-se aceitar como va-

lida a semelhanga entre as enzimas. Entretanto, nossa conclu-
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sao de que a AAB nao e dotada de atividade aminopeptidasica ti
pica, mostra acentuada discrepancia entre nossos dados e os da
queles autores. Como foi mencionado anteriormente o cromato-
grama apresentado pelos autores(HOPSU et al, 1966c) nao permi
te concluir-se pela inequivoca atividade cinino-conversora da
aminopeptidase B. Se alguma atividade existisse ela poderia ain
da ser devida a presenga de algum dos contaminantes citados pe
los proprios autores e capazes de tal atividade. Assim, acre-
ditamos gque as duas enzimas-sejam realmente a mesma, com pro-
priedades mais dirigidas para a hidrolise de dipeptideos e ten
do em comum a atividade arilamidasica sobre ArgNA e LysNA com
pativel com a atividade dipeptidasica. Uma comprovacao de tal
possibilidade € a ausencia de hidrdlise de tripeptideos por am
bas enzimas. Alguma discordancia encontrada na hidrolise de di
peptideos poderia novamente ser atribuida 2 contaminagao de uma

ou de ambas as preparacgoes.

0s resultados da inibigao por puromicina estao de
acordo com a sugestao de Marks (1968) de que a inibigao por es
te antibiotico discrimina arilamidases de aminopeptidases.As-
sim puromicina inibiu a AAB que n3c tem atividade sobre poli-
peptideos e foi incapaz de inibir a MAP, uma aminopeptidase ti

pica. Entretanto acreditamos que a inibigao por este antibio-



tico nao discrimina arilamidases de aminopeptidases pois nao
pode ser negada a existencia de aminopeptidases verdadeiras que
sao inibidas por puromicina (CAMARGO et al, 1972; GUIMARAES et
al, 1972; BORGES et al, 1974).

A maior atividade da enzima na remocao de metionina
da Met-Lys-bradicinina do que na remogao de lisina da Lys-bra
dicina indica uma paralelismo entre as especificidades para AANA
e peptideos. Entretanto os aminoacidos N-terminais dos dipep-
tideos e tripeptideos que foram melhor substrato para cada uma
das enzimas (MAP e AAB) nao corresponderam obrigatoriamente aos
AANA gque cada enzima hidrolisa preferencialmente. A atividade
da AAB (nao age sobre AlaNA) foi maior sobre Ala-Gly do que
aquela sobre qualquer outro dipeptideo, inclusive aqueles com
resTduo de arginiﬁa ou lisina em posigao N-terminal. Entre os
dipeptideos e tripeptideos a MAP preferiu Lys-Val, embora sua
acao sobre LysNA seja muito pequena. Considerando os tripepti
deos, esta falta de paralelismo na especificidade sobre os va
rios tipos de substrato volta a ocorrer. Desta maneira a espe
cificidade de uma aminopeptidase nao pode ser determinada ape
nas com o uso de substratos artificiais, embora nestes casos,
para comparagao, seja possivel manter constante o radical de

Z-naftilamina.
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Este fato poderia possibilitar outras interpretagoes.
Acreditamos porém, que 2 hidrolise de dipeptideos por aril- ou
aminopeptidases seja muito influenciada pela existéncia de um
grupamento carregado negativamente na extremidade C-terminal.
Nao ha, alem disso, aparentemente nenhum empecilho para que
uma dipeptidase nao tenha atividade arilamidasica, tornando-se
dificil a distingao entre estas enzimas e dipeptidases tipi-
cas. Ademais, a distingao entre di-, tri- e aminopeptidases so
mente pode ser feita com o uso de peptideos de cadeias mais

longas.

No caso da MAP, a especificidade nao & dirigida so-
mente ao residuo de aminoacido N-terminal pois a enzima foi
mais ativa sobre Lys-Val, Leu-Gly-Gly e Ala-Arg do que sobre
Lys-G]y-E1yHH2, Léu-G]y e Ala-Gly, respectivamente. Parece cla
ro assim, que alguns parametros sejam essenciais para a ativi
dade aminopeptidasica tipica: a) comprimento da cadeia poli-
peptidica; b) natureza do residuo N-terminal; c) tipo de ami-
noacido envolvido na ligagao peptidica com o resTduo N-termi-
nal. Assim parece que a MAP e provavelmente outras aminopepti
dases possuem, no centro ativo, sub-sitios para ligacao de ami
noacidos situados nas posigdes vizinhas ao aminoacido N-termi

nal, a semelhanga do que ocorre com a papaina(SCHECHTER e BERGER
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1967) que reconhece aminoacidos vizinhos aos que formam a li-

gacao peptidica hidrolisada.

Os parametros cineticos obtidos com a atividade ari
lamidasica, ensajada com os melhores substratos para cada uma
das enzimas, mostram que o KH da AAB tem o dobro do valor do
Ky da MAP indicando que esta Ultima tem maior afinidade pelo
respectivo substrato. Além disso, AAB sofre inibigao mais acen-
tuada pelo produto da reagao (arginina) do que a MAP pela me-
tionina. 0 valor de VYm da AAB sobre ArgNA & 66 vezes maior que
o da MAP sobre MetNA. Esta diferenga pode ser resultante de di
ferencas no grau de pureza de cada enzima e nao necessariamen-
te uma diferenca real nas atividades cataliticas e precisa ser
melhor esclarecida atraves da obtencao de preparagoes das en
zimas em grau mais alto de pureza. Para isto, entretanto, & ne
cessario estudar mais detalhadamente os processos de inativa-

¢ao das enzimas.

O0s resultados obtidos mostram que a conversao da MLBK
em BK se d3 em duas etapas de remogao de aminoacidos N-termi-
nais. A atividade da MAP na remogao de residuo de metionina N-
terminal foi maior que na remocao de residuo de lisina N-ter-

minal, a semelhanga do que ocorre com AANA como substrato.
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A capacidade da MAP em converter cininas nao signi-
fica, por si so, que esta enzima tenha um papel importante no
metabolismo destes peptideos. Talvez esta seja uma atividade
secundaria da enzima. Para estabelecer este ponto & necessario
comparar nao so os dados cinéticos de todas as enzimas conver
soras como também verificar os niveis de cada uma destas enz1
mas em diferentes estados fisiologicos. Esta enzima pode ain-
da participar em outros mecanismos envolvendo a remogao de re
sTduos N-terminais de metionina que nao apenas a ativacao de
hormonios peptidicos. Portanto, para estabelecer a funcao me-
tabolica da MAP, & necessario testar sua atividade sobre ou-
tros peptideos, proteinas contendo metionina na posigao N-ter

minal e mesmo pré-proteinas.



CONCLUSDES

1 - A perfusao do figado de rato "in situ" com tam-
pao fosfato de sodio 0,01 M - sacarose 0,25 M, pH 7,0 conten-
do 0,05% Triton X-100, pelo método "aberto" (i.e, sem recircu
lagao), remove parcialmente a atividade arilamidasica contida
no orgao. A atividade especifica do perfusato € maior do que
a do homogenato do figado. A remogao das enzimas deve ser de-
vida a lesoes do hepatocito, constatadas pela observacao com

microscopio eletronico do tecido perfundido.

& - 0 fracionamento do perfusato em coluna de DEAE-
-celulose revelou a presenga de tres atividades arilamidasicas
distintas. Uma delas, nao adsorvida, tem alta especificidade
para metionil-2-naftilamida; € uma aminopeptidase tipica; con
verte metionil-lisil-bradicinina em lisil-bradicinina; seu pe

so molecular & de 68 000 daltons; pH otimo 7,0 e € -SH depen-
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dente. Esta enzima, chamada metionil-aminopeptidase, tem pro-
priedades que permitem distingui-la de outras aminopeptidases
previamente descritas, e foi parcialmente descrita em comuni-
cagoes cientificas (FREITAS Jr. et al, 1979b; TERMIGNONI et al,

1979; TERMIGNONI et al, 1980).

3 - A segunda enzima, eluida da coluna de DEAE-celu
lose entre as condutividades 3,0 e 5,7 mS (baixa forga 10nica)
apresentou caracteristicas que permitem identifica-la como a
aminopeptidase B (EC 3.4.11.6), anteriormente descrita por Hopsu
(1966a). Esta arilamidase hidrolisa AANA e dipeptideos mas nao
apresentou atividade cinino-conversora e nem agiu sobre os tri
peptideos Lys-G1y-GlyNH2 e Leu-Gly-Gly, comportando-se como uma

dipeptidase e nao como uma aminopeptidase tipica.

4 - A terceira enzima, eluida entre as condutivida-
des 7,5 e 9,8 mS e nao apresentando distingao na atividade so

bre ArgNA, MetNA e AlaNA ainda nao pode ser melhor caracterizada.
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