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- INTRODUCAD

Proteinas vegetais que possuem a capacidade de
aglutinar células estdo amplamente difundidas na natureza e
foram inicialmente chamadas aglutininas. Este assunto vem
sendo estudado desde o seéculo passado quéndo Stillmark, em
1888, relatou gque extratos de mamona (Ricinus communis)
produziam hemaglutinagdo ou seja aglutinavam eritrdcitos
(cf. Sharon e Lis, 1972, Lis e Sharon, 1973; Goldstein e

Hayes, 1978B).

As aglutininas s3c glicoproteinas e sd3o também chamadas
de hemaglutininas, fitohemaglutininas e mais recentemente de
lectinas. O termo lectina (do latim, legere gue significa
escolher) foi proposto  por Boyd em 1963, como uma
denomina¢c3o mais geral para estas proteinas, vistp que as
mesmas ndo sO estavam presentes em plantas, como tambem em

varios tecidos animais.



As lectinas caracterizam-se pela capacidade de ligar-se
n8o covalentemente a grupos especificos de carboidratos da
membrana celular, sem modificd-los quimicamente. Cada
lectina tem em sua molécula proteica pelo menos dois sitios
de ligac3oc com carboidratos, fato este que explica sua

propriedade em aglutinar células (Brown e Hunt, 1978).

Uma das descobertas que mais estimulou o interesse pelo
isolamento e caracterizacao das lectinas, foi feita por Boyd
e Shapleigh (1954a,b). Estes autores observaram que extratos

de varias sementes eram capazes de distinguir os grupos

sanguineos humanos, tanto o ABO como o MN. Este fato deu
inicio a um intermindvel numero de aplicatBes destas
fascinantes proteinas vegetais em estudos bioldyicos

{Goldstein & Havyes, 1978, Brown e Hunt, 1978).

As lectinas também tiveram um importante papel no
desenvolvimento da imunologia. Em 1891, Ehrlich demonstrou
que duas lectinas, a8 Ricina (Ricinus communis) e a Abrina
(Abrus precatorius), produziam imunidade especifica quando
injetadas em camundongos (cf. Sharon e Lis, 1972; Goldstein
e Hayes, 1978). A reversibilidade da rea¢3c antigeno-
anticorpo, outro estudo cldssico em imunologia, foi também

realizado com o auxilio destas proteinas (Makela, 1957).

No fim da decada de 69, as lectinas se tornaram objeto

de estudo em um grande numero de laboratodrios pois, Foi

e
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demonstrado que elas eram capazes de identificar células
cancerigenas. Este fato foi descrito para a Aglutinina do
germe de trigo (Aub et al., 1963; Burger, 196%), para a
Concanavalina A (Inbar e Sachs, 1%69) e para a Aglutinina da

soja (Lis et al., 1979).

Os estudos iniciais e ainda rudimentares sobre lectinas
foram realizados com o extrato bruto da planta e por isto os
pesquisadores afirmavam que estas substancias eram letais.
Por exemplo, Stillmark em 1889, também atribuiu a letalidade
dos extratos de Abrus precatorius e Ricinus communis, as
suas respectivas lectinas Abrina e Ricina (cf. Sharon e Lis,
1972) . Somente, em 1962, Takahashi et al., demonstraram
que a Ricina era na realidade consistuida por uma mistura de
duas proteinas; uma das proteinas, a Ricina propriamente
dita, era extremamente tdxica porém n3ac hemaglutinante; a
outra proteina, era atoxica e hemaglutinante passanﬂo a ser
denominada ent3o, Aglutinina do Ricinus communis (Ishiguro
et al., 1964; Nicolson et al., 1974; Olsnes e Pihl, 1%973a,b;
Olsnes et al.. 1974b). O mesmo fato Ffoil demonstrado para o

extrato da semente do Abrus precatorius que contém uma

proteina toxica, a Abrina (0Olsnes e Pihkl, 1973a) e wuma
Aglutinina n3o toxica (Olsnes et al., 1974a; Wei et al.,
1975).

Portanto, as toxinas Abrina e Ricina, abriram um

capitulo a parte no estudo das lectinas. Foi proposto para



essas proteinas toxicas uma estrutura de hemilectina. As
hemilectinas s3o monovalentes, reconhecem glicoproteinas ou
glicolipideos na superficie celular mas naoc causam
hemaglutinag8o, o principal efeito de uma lectina tipica,
que & bivalente (Olsnes e Pihl, 1973a,b; Olsnes et al.,

1974a) .

As hemilectinas s30 constituidas de duas cadeias
polipeptidicas unidas por pontes dissul feto. Uma cadeia €
designada “haptbmero’” e possue um sitio unico para ligacdo
com residuos de carboidratos e a outra, o "efetomero”, € ©
agente toxico propriamente dito. O "haptOmero” reconhece e
se liga a residuos de carboidratos na superficie externa da
membrana da celula alvo;, a isto se segue uma segunda fase
onde, por endocitose, ha interiorizac3o de toda a molecula
protéica e a cadeia “"efetbmera” exerce a sua atividade
toxica (Refnes et al., 1974; Nicolson, 1974, Dlsnes & Pihl,

1973a,b; Olsnes et al., 19743).

Sumner e Howell (1936), estudando o extrato da
leguminosa Canavalia ensiformis, vulgarmente conhecida no
Brasil como feijSo de porco e nos paises de lingua inglesa
comp “"jack bean”, identificaram uma ljectina «que, segundo
estes pesquisadores, era o agente responsavel pelas
atividades toxica e hemaglutinante do extrato desta
leguminosa. Esta lectina foi denominada | Concanavalina A

(Con A). Como no caso da Abrina e da Ricina, aque relatamos



anteriormente, a toxicidade da Canavalia ensiformis foi
também atribuida inicialmente a proteina hemaglutinante

Con A {(Sharon e Lis, 1972).

Em 1972, Sharon e Lis questionaram o fato da lectina
Con A ou seja, wuma unica molécula, ser responsavel pela
producao de uma variedade de efeitos tais como
hemaglutina¢c3o, mitogenicidade e letalidade de animais de

laboratorio.

Diante deste fato, Carlini e Guimardes (1981)
resolveram investigar a propriedade letal presente no
extrato de Canavalia ensiformis livre de Con A. Estes
pesquisadores detectaram ent3o, a presen¢a dg uma proteina
convulsivante que denominaram Canatoxina (CNTX:. Portanto,
no extrato de Canavalia ensiformis existem duas proteinas
distintas: uma lectina atoxica e hemaglutinante, a Con A e

uma hemilectine, toxica poreém ndo hemaglutinante, a ONTX.

A CNTX € wuma proteina que na sua forma dimérica
apresenta apresenta um peso molecular de 115.000 (Guimarides
et al., 1985). A administrac3o de CNTX a ratos e camundongos
por diferentes vias (intramuscular, intraperitoneal,
endovenosa ou subcutinea) promove convulsfes tdnico-clbnicas
precedidas por distidrbios respiratdrios intensos, ataxia e

hipotermia. & convulsSo € do tipo “tudo cu nada” e quando

[
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deflagrada tem como efeito final a morte <(Carlini e

GuimarSes, 1981).

A partir de 1984, varios trabalhos tém sido publitados
descrevends as propriedades farmacoldgicas da CNTX. Abaixo
Procuramos elaborar um resumo destes trabalhos,

relacionando-os de maneira cronoldgica:

~ A CNTX produz, em animais de laboratdrio, varios
efeitos farmacoldgicos, camo por exemplio bradicardia,
hipotermia € convulsles os quais s80 modulados por drogas de
agao central. Demonstrou-se ainda «que tais convulsbes

originam-se na medula espinhal (Carlini et al., 1984);

— & CNTX ativa plaguetas produzindo tanto agregacio
como secrecioc. Esta ativagBo se mostrou dependente da
fosfolipase Az e da lipoxigenagS3o0 do acido araquiddnico

(Carlini et al., 19835);

- A& CNTX administrada a ratos machos induz alteragbes
bifdsicas nos niveis de glicose sanguinea, com hiperglicemia
inicial & efémera seguida de uma longa fase de hipoglicemia.
Estas alteragles sdio provavelmente mediadas pelo sistema

nervoso central (Ribeiro-DaSilva et al., 1i%7Bé);

- A CNTX indu=z, de uma maneira dose e tempo-

dependentes, secrec8o de serotonina e dopaminga em

é
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sinaptosomas de <cérebro de rato, fenbOmenos estes que s@o
dependentes da lipoxigena¢Bo do dcido araquidbnico (Barja-

Fidalgo et al., 1988);

- A CNTX produz hipdxia e alcalose metabolica em ratos.
A hipOxia esta relacionada as wvias lipoxigenase e
ciclooxigenase do metabolismo do acido araquidonico,
enquanto que a alcalose metabdlica relaciona-se somente a

via da ciclooxigenase (Collares e Ribeiro-DaSilva, 1988);

- Ratos tratados com CNTX apresentam alteragbes do
metabolismo de hidratos de carbono. Tais alteracdes, sexo-
dependentes, decorem provavelmente da hipOxia que a toxina

produz (Ribeiro-~DaSiliva et al., 19B%a);

- A CNTX administrada a ratos fémeas induz hipoglicemia
e hiperinsulinemia. Ambos os fenOmenos sBo dependentes da
lipoxigenacio e ciclooxigenac3o do acido araquidonico

{Ribeiro~DaSilva ® Prado, 1989);

~ A CNTX produz em ratos fémeas estressados, alterac¢Oes
nos niveis circulantes de prolactina e gonadotrofinas, sem
alterar porém, os niveis plasmiaticos de progesterona. Os
pesquisadores sugerem <que a toxina tem um efeito anti-~
estresse, provavelmente modulado por opidides enddogenos e
atua a nivel hipotaldmico e/ou hipofisdrio (Ribeiro~DaSilva

et al., 198B%9b);



- A convulsioc induzida pela CNTX € provavelmente
consequéncia da hipdxia que a toxina produz. A convulsio, a
hipdxia e as alteracSes no metabolismo de hidratos de
carbono s3o lipoxigenase-dependentes (Ribeiro-DaSilva et

al., 198%c);

- As alterages nos niveis de glicose sanguinea
produzida pela CNTX em ratos, est3c sob controle hormonal

(Pires-Barbosa e Ribeiro~DaSilva, 198%);

- A CNTX induz secre¢3o0o de insulina em ilhotas
pancreaticas isoladas. Este fenomeno ¢ dependente da
lipoxigena¢8o do dcido araquidbnico (Barja-~Fidalgo et al.,

1989 .

Trabalhos recentes na literatura mostram que oDs
produtos que se formam pela lipoxigenagdo do &cido
araquiddnico s30 responsaveis por secrecdes tanto enddcrinas
como nd3o endocrinas (Bass et al., 198¢; Bokoch e Reed, 1981;
Naccache et al., 1982; Metz et al., 1982, Metz et al., 1983;
Metz et al., 19B4; Yamamoto et al., 198B3; Viaskovska e

Knepel, 1984, Gerozissis et al., 198%5).

A ativacl3o da lipoxigenac30 do &dcido araquiddnico que a
CNTX produz (Carlini e Guimar@8es, 19B5), parece justificar o

fato de a towxina induzir varias secreclies de uma maneira



lipoxigenase-dependente como € o0 casp da serotonina, da
dopamina e da insulina (Barja-Fidalgo et al., 198BB; Ribeiro-
DaSilva e Prado, 1989; Barja-Fidalgo et al., 198%9). Por
putro lado, existe também um nitido paralelismo entre os
varios efeitos classicamente descritos para a histamina
(Garrison, 1990, Botting e Vane, 1989) e aqueles produzidos
pela CNTX (Larlini e Guimardes, 1981, Collares e Ribeiro-

DaSilva, 1988).

A relac3o de agentes capazes de induzir a liberac3o de
histamina € vasta. O sistema de classificacdoc destes agentes
foi proposto por Paton. (1957) e modificado por Lagunoff et
al., (1983), os quais relacionam as lectinas como agentes
liberadores de histamina. No grupo das lectinas, o primeiro
autor a descrever a liberacio de histamina por Con A foi
Keller (19737 . Posteriormente, varios pesquisadores
demonstraram que a Con A tambem 1libera histamina de
mastdcitos de camundongos, de hamster & de basdfilos humanos
(Hook et al., 1974a; Hook et al.., 1974b; Magro, 1974;
Siraganian e Siraganian, 1974, idem, 1975, Barret et al.,

1984; Brzezinska-Blaszczyk et al., 19B4)

D uso de mastocitos, no estudo da secreclo de
histamina, tornou-se relevante a partir do trabalho pioneiro
de Riley e MWest (1953) que evidenctiaram a3 primeira
correlacSpo farmacolodgica entre guantidade de mastdcitos e

teor de histamina presente nos varios tecidos de mamiferos.



Virios metodos para a obtencio de populacBes homogéneas
de mastocitos tém sido desenvolvidos (Padawer e Gordon,
1955; Johnson e Moran, 1966). A fonte principal para estudos
detalhados do mecanismo de liberacio de histamina s8o os
mastocitos peritoneais de ratos, embora tais estudos sejam
tambeém frequentemente realizados com células obtidas da
cavidade pleural de humanos, bem como do proprio pulmio
humano (Paterson et al., 1974, Ennis, 1982). A razlo da
utilizac3o de mastdcitos peritoneais de ratos comp principal
fonte de «células @ a relativa facilidade de obtenc3o e o
isolamento em numero necessario para estudos quantitativos,
embora este estudo nio possa ser generalizado devido a
grande variag8o observada entre as diversas fontes. Sob
condi¢cdes normais, toda a histamina estocada nos mastdcitos
esta localizada nos granulos secretorios (Riley e West,
1966). No rato, € bem estabelecido gque 3 substincia
responsavel pela liga¢3c0 da histamina nos grénulos € um
complexo heparina-proteina insoluvel em dgua (Kazimierczac e
Diamant, {97B). Em algumas espécies os mastdcitos estocam
ainda serotonina e dopamina (Benditt et al., 1955; Slorach e
Uvnas, 1968; Enerback e Haggendal, 1970, Carraway et al.,

1984) .

As caracteristicas da liberacg8o de histamina induzida
pels Con A de mastocitos de ratos tém sido detalhadamente

investigada {(Sullivan et al., 1975b,; Baxter e Adamik, 1978;

ie



Lawson et al., 1978; Martin e Laguncoff, 1978; Shores e
Mongar, 198¢; Lansman e Cochrane, 198¢; Ennis et al., 198B@;

EFnnis et al., 198:; West, 1981; White e Pearce, 198¢2a).

A eficacia da Con A como agente liberador de histamina
depende de varios fatores criticos, tais como: a linhagem de
rato, a presenca ou auséncia de cdlcio extracelular, o grau
de sensibilizacdo celular e a presenga ou auséncia de
fosfatidilserina (PS) exdgena. Além disso, o efeito de cada
uma destas variaveis sobre a reac8o de liberacdo de
histamina pela Con A como  um todo, ainda ndo foi
esclarecido, porem, sabe-se que o fendmeno nio e
citotdxico, ocorre por exocitose, € temperatura-dependente,
necessita de estoques adequados de calcio celular e e
inibido por monossacarideos que se ligam especificamente a

Con A (Lagunoff et al., 1983).

Olsnes et al. (1974b) relatam a possibilidade de
algumas proteinas toxicas e lectinas que sio encontradas na
mesma semente possulrem propriedades bioquimicas comuns. Tal
observac 8o parece ser verdadeira para a Con A e a CNTX, que,
embora sejam substa@ncias distintas {(Carlini e GuimarSes,
1981) possuem propriedades comuns; um exemplo disto s8o as
alteracdes no metabolismo de hidratos de carbono produzidas
tanto pela Con A (Cuatrecasas, 1973, Cuatrecaszs e Tell,

1973) como pela ONTX (Ribeiro~DaSilva et al., 198%a).

i1
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Considerando os dados de literatura apresentados,
parece-nos de grande importiincia estudar s possibilidade da

CNTX ser, comp a Con A, um agente liberador de histamina.



II- OBJETIVO

tsta Tese tem como objetivo verificar se a CNTX libera

histamina de mastocitos periteoneais

natureza # a cinetica desta reagio.

de ratos,

estudando a

i3
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I11- MATERIAIS E METODOS

1- ANIMAIS DE EXPERIMENTACZOD

Foram utilizados ratos albinos variedade Wistar, machos
(250 a 350 g), provenientes do Biotério Central da Unicamp.
Os animais foram mantidos sob <ciclo de luz de 12 h,
temperatura constante e fornecido dgua e alimentacdo ad
libitum.

Foram utilizadas para o bivensaio de histamina, cobaias
de ambos o0s sexos (250 a 380 g) que foram adquiridas de
fornecedor vparticular. Estes animais eram mantidos nas
mesmas condi¢Oes acima mencionadas poreém, antes do bioensaio

foram isolados e mantidos em jejum por 24 h.

2~ PREPARACAC DA CANATOXINA

Canatoxina (CNTX) foi gentilmente cedida pela Prof™ DbOr*
Célia Regina Carlini, do Depto de Bioquimica do I.C.B. da
Universidade Federal do Rio de Janeirop, Brasil. A toxina foi

obtida e purificada das sementes maduras de Canavalia



ensiformis, de acordo com o método descrito por Carlini e
Guimar8es (1981). tste método envolve inicialmente uma
passagem do extrato bruto destas sementes em Sephadex G-100
para retirar a Con A. 0O extrato livre de Con A € entdo
submetido &8 purificacdo atraves de:

a- remo¢iaoc de polissacarideos com etanol 3@% v/v;

b~ precipitacdoc com sulfato de amonio (2,35 - 0,55% de
saturacdo);

c- cromatografia em DEAE~celulose.

Para obtenc3o de concentracdes adequadas de CNTX, para
nossos experimentos, esta foi concentrada por precipitacio
com sulfato de ambnio 6@%, a 4°C, sob agitaclo constante.
Este material foi centrifugado na temperatura de 2 - 3°(, na
velocidade de 18.00¢ g durante 3¢ min. 0 precipitado foi
ressuspendido em volume adequado do veiculo da CNTX e o
sul fato de amonio, retirado atraveés de dialise (fita para
dialise Sigma, St.louis, U.S.A.) contra o velculo da ONTX,
usando-se 0 Reativo de Nessler como indicador de residuos
de sulfato de amdnio. Este indicador produz uma coloracdo
marrom quando em contato com p sulfato de amonio.

0 veiculpo da toxina, constituildo por 25 mM de Tris HCI1
(pH 7,9) e 150 mM de NaCl foi preparado usando-se agua
deionisada como diluente.

As solugbes utilizadas continham entre 4 e 20@ uM de
proteina ativa.

Para se ter certeza de que a toxina permanecia ativa

apds concentrag8oc e didlise, as solugBes foram administradas
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em ratos {(via endovenosa), observando—-se o aparecimento do

efeito convulsivo.

3- COLETA DE CELULAS PERITONEAIS DE RATOS

Ds mastocitos foram coletados da cavidade peritoneal de
ratos, usando-se 1©,@ ml de Krebs-Ringer fosfato pH 7,4
(tamp3o de incubac¢do).

0 composigSo do tampSo de incubag¢io (mM) foi @
seguinte: NaCl 154; KC1 6,2; CaCle.@Hz0 2,8; MgS0..7H=0 1,3;
NagHP0Oa. 10; NaHmPO. 10 e glicose 5,90.

Em cada experimento foram utilizados cerca de &6 a B
ratos. Estes animais foram sacrificados por sec¢do dos vasos
cervicais, apds anestesia com éter,; retirou-se entdo, com
auxilio de instrumental cirdrgico, uma tira longitudinal da
pele da parede abdominal.

0 - tampdo - de incubacio foi injetado
intraperitonealmente, o abdomem, massageado suavemente por
cerca de ¢ seg para que o ligquido se espalhasse
uniformemente; aberta a cavidade peritoneal, o liquido foi
toletade usando-se pipeta semi-automdatica. O total de
liguido retirado <(cerca de 8,0 ml) foi entd3o centrifugado a
180 g por 5 min em tubos de polietileno.

Apds a centrifugaclo, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso em 1,8 ml do tampBo de incubagdo.
Desta suspens3o de mastdcitos, retirava-se €,1 ml para teste

de viabilidade pelo Trupan Blue (Boyse et al., 1964). A
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contagem dos mastdcitos foi feita em cidmara de Neubauer
modificada. Pelo menos 98X dos mastocitos utilizados foram

viaveis.
4~ INDUCZD DA LIBERACXO DE HISTAMINA

0 volume final de incubag3o foi de 1,0 wml, sendo
constituido por:

-~ suspens3o de células peritoneais (1 x 10% mastdcitos
- 90,5 ml);

~ CNTX ou seu veiculo (0,1 ml);

- tamp3o de incubagdo (2,4 ml).

Ds tubos contendo suspensio de células peritoneais e o
tamp3o de incubacgloc foram pré-incubados a 37°C por 5 min
sendo que, s6 ent3o foi acrescentado CNTX ou seu veiculo e
o tempo de incubac¢3o medido.

A liberacido esponténea de histamina foi avaliada
incubando-se apenas a suspensac de celulas peritoneais com
0,5 ml do tampBo de incuba¢3o. Estes tubos foram denominados
tubos Branco {(B). Os tubos que continham a CNTX foram
denominados tubos Tratado (T) e aqueles que continham o
veliculo da toxina, tubos Controle (C).

Cada experimento foi realizado em duﬁlicata. Um
terceiro tubo foi acrescentado para o teste de viabilidade.

Apds a incuba¢8o, a reacdo foi interrompida ctolocando-
se o5 tubos em banho de gelo; em seguida estes foram

centrifugados a 180 g por 40 min, para separar as células



peritoneais e fragmentos do mesentério do sobrenadante que
continha 8 substi@ncia liberada. Acrescentou-se ent3oc 1, ml
de HC1 @,1 N ao residuc (R)>) e ©,2 ml de HC1 1 N ao
sobrenadante (8). O0s tubos foram ent3o colocados em banho-
maria fervente por 1@ min.

0O material resultante foi mantido a -20°C para
posterior dosagem de histamina (Rothschild, {965, Antunes et
al., 198%9).

No final de cada condi¢80 experimental realizou-se

invariavelmente o teste de wviabilidade.

' §- DOSAGEM DE HISTAMINA

O conteudo dos tubos de incubac3o foi neutralizado com
NaOH ©,1 N e o volume completado para 3,0 ml com o tampio de
incubacdo. Utilizamos papel reativo indicador universal (pH
1 - 1¢, Qeel).

A dosagem de histamina foi realizada separadamente,
tanto no R quanto no S dos tubos usando-se ileo atropinizado
de cobaia (atropina - 1 x 18~* M) As contra¢bes produzidas
no ileo foram caracterizadas repetindo-se 05 ensaios na
presenca de um anti-histaminico (difenidramina-3 x §9™% M) e
comparadas aquelas produzidas por uma soluglo padr3o de
histamina (Rothschild, 1965, idem, 1%66; idem, 1970}

A percentagem de liberagdo de histamina foi calculada

da seguinte maneira:

ig



¥ de liberaglo = S - B X 100
{(S+R) - B

[F3)
il

sobrenadante dos tubos

A
H

residuo dos tubos

[+4]
H

liberac3o espontinea

é- DETERMINACZO DAS CONDICGBES oTIMAS DE LIBERACAOD DE
HISTAMINA POR CNTX
Para isto, os seguintes parametros foram estudados:
6.1~ Influéncia da concentracl3o de CNTX
6.2~ Influéncia do tempo de incubacio
6.3~ Influéncia da temperatura do meio de incubagdo
6.4- Influéncia do pH do meio de incubagio
6.5- Influéncia da presenga dos lons calcio e magnésio
no meio de incubacio
&.6- Influéncia da presenga de glicose no meio de

incubagio
7- DROGAS E REAGENTES
Baker, Si&c Paulo, Brasil

Fosfato dibdsico de sddio; fosfato monobasico de sodio;

sulfato de amdnio.
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Merck, Darmstadt, Germany
dcido cloridrico; cloreto de calcio; Cloreto de
potassio; cloreto de sidio; glicose; hidroxido de sddio;
sulfato de magnésio; tris (trihidroxi-metil-amino-metano).
Qeel, S3oc Paulo, Brasil
Reativo de Nessler.
Riedel-De Haen AG, Hannover, Germany
Trypan Blue.
Sigma, St . Louis, U.S.A.

Difenidramina e dihidrocloridrato de histamina.

8~ ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados wusando-se o teste t
Student (Sidney e Siegeil, 1979), considerando-se a
signific8ncia ao nivel de S%. Ds dados s3o expressos em
média + erro padrdo da média (SEM). Os numeros, no topo das

crolunas & nops pontos, indicam & quantidade de experimentos

realizados.



IV- RESULTADOS

Nossos resultados mostram que a incubac3o de mastdcitos
peritoneais de ratos com CNTX, a 37°C e durante 25 min,
produziu liberac¢So significante de histamina. Além disto o
fentmeno foi concentragdo~-dependente. Assim, usando-se CNTX
na concentrac8o de 0,16 uM houve uma liberaclo de 4,13% de
histamina, enquanto que concentragles de CNTX da ordem de
9,5 e 2, uM liberaram respectivamente B8,98%X e 22,044 de

histamina. (Figura 1),

Procuramos, em seguida, estudar a influéncia do tempo
de incubac30 sobre o efeito liberador de histamina induzido
por CNTX. Para isso fixamos os padribes de concentraci3o da
toxina (2,0 uM) e temperatura de incubacdo (37°C) e variamos
os tempos de incubagciaoe (1, 2, 3, 4, 5, 1@, 15, 25, 35 e 45
min). Conforme mostra a Figura 2, a liberacdo se iniciou no
tempo de 1 min (&6,64%) e se manteve crescente at€ o tempo de
15 min, onde o percentual de liberacdo atingiu um “plateau”

que se manteve ateée os 45 min.

Para verificarmos se a liberacSo de histamina dos

¥

mastocitos peritoneais de ratos por CNTX, e um fenomeno

2i



dependente de energia, foram feitas incuba¢cBes de mastocitos
com CNTX, na concentracd3oc de 2,9 uM durante 15 min, nas
temperaturas de 4, 17, &7, 37 e 45°C. Comparando-se as
vadrias temperaturas usadas e tomando-se como referéncia a
libera¢3o de histamina «que a toxina eroduziu a 37¢(
(24,08%), houve uma inibig3o significante do fendbmeno quando
as incubacOes foram feitas nas temperaturas de 4=C (@,00%),

17=C (0,00X%), 27°C (4,25%) e 43°C (4,91%) (ver Figura 3).

A liberac3o de histamina de mastocitos peritoneais de
ratos por CNTX, se mostrou também sensivel a variacdes de pH
do meio de incubact3o. A Figura 4 ilustra este fato,
mostrando que o pH otimo para a liberacdo de histamina foi o
fisiologico, padronizamos para nossos estudos o 7,0 (3@,@4%
de liberac30; significante em rela¢do ao seu Controle). No
pH 6,0, a liberagao observada foi de 1,61% (n3o0 significante

em relacBo so seu Controle) e no pH B,@ n3c houve liberacdo.

Na Figura S mostramos «que houve inibigao da liberacio
de histamina produzida por CNTX, quando no meioc de incubag3o
estavam ausentes os ions calcio e magnésio. A liberacdo de

histamina nestas condi¢cdes, foi de 1,60% (significante em

ee

relacio aos resultados obtidos <quando estes 1ions estavam

presentes) .
Quando somente o talcio estava ausente no meio de
incubacio, n3c ocorreu liberac3o significante de histamina

por CNTX. Nestas condigbOes a liberacio de histamina foi de



4,63%, ou seja, houve uma inibi¢3o significante em relagao
aquela apresentada pela CNTX quando este 1on estava

precente.

0 fenBmeno de liberac8o de histamina por CNTX também
demonstrou ser dependente de magnésio. A liberacido de
histamina produzida na auséncia deste i1on foi de somente
3,61%. Portanto, houve uma inibig¢3c significante da
liberac3o de histamina em relac3o aquela apresentada pela

CNTX quando este ion estava presente.

A glicose foi essencial para que a CNTX produzisse
liberac3o de histamina de mastocitos de ratos. Como mostram
os dados na Figura &6, =2 1iberac55 de histamina produzida
pela CNTX na auséncia de glicose, foi de 4,02%. Verificou-se
assim uma inib;cﬁo significante da libera¢do de histamina em
relac3p aquela apresentada pela CNTX quando a glicose estava

presente no meio de incubacgio.

Em resumoc, padronizamos as condi¢cBes para que a CONTX,
na concentracl8o de 2,0 uM, produzisse libera¢3o de cerca de
30% de histamina de mastocitos peritoneais de ratos: tempo
de incubacfo de iS5 min, temperatura de 37°C, pH 7,8 e meio

de incubac3o contendo Calls, MgS0. ¢ glicose.

1
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EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACBES DE CNTX SOBRE A LIBERACAD
DE HISTAMINA DE MASTOCITOS PERITONEAIS DE RATOS
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Figura 1- Mastdcitos foram incubados em pH 7.4 a 37¢C
durante 25 min com CNTX nas concentracles de 9,04, ¢,16, .5
pu 2,0 uM. Os dados s30 expressos em media * SEM do
percentual de histamina liberada e os numerns nos pontos
indicam a quant idade de experimentos realizados. Os

resultados foram comparados com seus respectivos Controles.

® P(0,05



INFLUENCIA DO TEMPO DE INCUBACAD SOBRE A LIBERACXO DE

HISTAMINA INDUZIDA POR CNTX

()

Liberacao de Histamina

o L 1 1 ]

0 10 20 30 40
Tempo (min)

Figura 2- Mastdcitos foram incubados a 37°C em pH 7,4 com
2,0 uM de CNTX. Os tempos de incubac¢3o utilizados foram de
1, 2, 3, 4, 5, 15, 85, 35 ou 45 min. Os dados s30 expressos
em meédia + SEM do percentual de histamina liberada e os
numeros nos pontos indicam a quantidade de experimentos
realizados. Os resultados foram comparados com Seus
respectivos Controles.

# P(@,05



EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A LIBERACAD DE HISTAMINA
INDUZIDA POR CNTX
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Figura 3- Mastocitos foram incubados em pH 7,4 durante 15
min com 2., uM de CNTX nas temperaturas de 4, 17, 27, 37 ou

+ SEM do percentual

45°C 0Os dados sSo expressos em média
de histamina liberada e o0s numeros em cada ponto indicam 3
quant idade de experimentos realizados. Os resultados foram
comparados com aqueles obtidos a 37°C.

* P(@,05
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INFLUBNCIA DO pH SOBRE A LIBERACXO DE HISTAMINA
INDUZIDA POR CNTX
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Figura 4- Mastdcitos foram incubados com 2,8 uM de CNTX a
37=C durante 5 min e wvariando-se © pH do tamplo de
incubag3o 6.9; 6,5; 7,90, 7,5 ou 8,0.-35 dados s30 expressos
em média + SEM do percentual de histamina liberada e os
nimeros em cada ponto indicam a quantidade de experimentos
realizados. Os resultados foram comparados com SPUS
respectivos Controles.

® P(0,05
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INFLUENCIA DOS iONS CALCIO E MAGNESID SOBRE A& LIBERACXO

DE HISTAMINA INDUZIDA POR CNTX
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Figura 5~ Mastocitos foram incubados com 2,0 uM de CNTX, pH

7,0, durante 15 min, a 37°C. D tamp30 de incubac3o variou
em cada tratamento: Ej ions Ca*® e Mg*® presentes, MMI ions
Ca*® e Mg™® ausentes, ion Ca*® ausente, ion Mg*®
ausente. O0s dados representam a meédia + SEM do percentual de
histamina liberada e o numeroc em c¢ada coluna indica a
quantidade de experimentos realizados. Os resultados foram
comparados com aqueles onde o0s ions Ca*® ¢ Mg*® estavam
presentes.

*P(0,05



INFLUBNCIA DA GLICOSE SOBRE A LIBERACXD DE HISTAMINA
INDUZIDA POR CNTX
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Figura é- Mastocitos foram incubados com 2.¢ uM de CNTX, em
pH 7,@, durante 15 min e na temperatura de 37=C. 0O tampio de
incuba¢do variou em cada tratamento: [] glicose
presente, gylicose wausente. Os dados sSo expressos em
media + SEM do percentual de histamina liberada e o numero
em cada coluna indica a quantidade de experimentos
realizados. Os resultados foram comparados com aqueles que
continham glicose no meio.

* P(@.05



V- DISCUSSAD

A liberacdo de histamina de mastocitos e basofilos é um
processo secretorio ativo e tem certas semelhangas com
secre¢do em outros sistemas, por exemplo, catecolaminas na
glandula adrenal (Rubin, 196%; idem, 1970¢; Kirshner e
Viveros, 1972), vasopressina na neurohipofise (Douglas ¢
Poisner, 19464; Poisner e Douglas, 196B; Russel et al.,Li974;
Robinson et al., 1974), 1insulina nas células beta do
pancreas (Williamson et al., 1961, Davis e Lazarus, 1972;

Hellman, $975), etc.

Em todos estes sistemas € possivel distinguir treés

passos basicos {(Kirshner e Viveros, 1972):

1- ativa¢lo das células por estimulo especifico;

2~ liberacdo de material granular para © espago
extracelular;

3- restaura¢so das propriedades morfoldgicas e
funcionais da célula que estara ent3o apta para responder a

um novo estimulo.
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O termo secrecloc ou liberac30 seletiva € reservado
somente para ©0%5 processos ativos de liberacfo, que possuem

as seguintes caracteristicas:

1- &30 induzidos por estimulos seletivos e ndo
citotoxicos;

2~ exigem energia metabdlica;

3d- necessitam da presenca de certos cations

bivalentes, principalmente o cdlcio.

Alem da energia metabdlica e cations bivalentes, outros
fatores modulam tambeém a secrec8o de histamina de mastdcitos
e basdfilos, c¢omo o pH (otimo em torno de 7,0) e a
temperatura (o fenbmeno € inibido tanto a @°C como a 45%C)
(Mongar & Schild, 1957; idem, 1958, Diamant e Uvnas, 1961,
Rothschild, 1966, idem, 1979¢; Lagunoff e Wan, 1974; Baxter e

Adamik, 1974; Kruger, 19746; White e Pearce, 1982b}.

A secre¢ao ou liberac3o seletiva € somente um dos
mecanismos pelo qual a histamina € liberada da célula e esta
incluida dentro do termo geral “"libertac¢do” ou "liberac3o”,
que compreende todos os processos ativos e passivos  que
levam a libera¢8o de histamina (Kazimierczak e Diamant,

1978) .
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Nossos dados mostram que a liberagSo de histamina de
mastocitos peritoneais de ratos por CNTX apresenta as

seguintes caracteristicas:

- n3o foi citotowica;

- foi concentraclo ¢ tempo-dependente;

a temperatura otima do meio de incubag3o foi 37°C;

- o pH Ootimo do meio de incubac¢8o foi o fisioldgico;

necessitou da presenca de glicose e dos i1ons calcio e

magnesio no meio de incubacgio.

Considerando portanto estas caracteristicas, podemos
dizer que a CNTX induz secrecio de histamina de mastdcitos

peritoneais de ratos.

0 fato de a liberac3o de histamina ser dependente do pH
do meio de incubacgo, nem sempre € caracteristica exclusiva
de um processo secretorio, pois muitas vezes estimulos
citotoxicos se mostram dependentes da temperatura, do pH

e do calcio {(Frisk-Holberg, 1971; Ko e Lagunoff, 1974).

Pode ocorrer tambeém com frequéncia a inativa¢3c de uma
substancia como consequéncia da variagido de pH. Isto ocorre
por exemplo com a secre¢i3o de histamina produzida por Con A
e foi descrito por Shores e Mongar em 198@. Segundo estes
autores, a Con A tem sua atividade alterada em diferentes

valores de pH. Esta lectina tem sua atividade ligante na

3
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forma tetrdmera e esta é seu principal componente no pH
fisiologico. Em pH 6,0, ha uma dissociacdo desta lectina em
dimeros (Lis e Sharon, 1973; Goldstein et al., 1974; Reeke
et al., 1974; Goldstein e Hayes, 1978). Portanto, a
diminui¢3o da 1liberac3o de histamina em pH dcido por Con A
parece ser somente resultado da redu¢Bo na aquantidade da

forma tetrimera ativa desta lectina.

A CNTX também apresenta alteragBes de configuracio e
atividade em diferentes valores de pH. Em pH adcido esta
toxina tem sua atividade diminuida porem, em pH alcalino
(8,¢) sua atividade se mantem inalterada (Carlini et al.,
dados ndo publicados). De acordo com nossos dados, a
liberac3o de histamina pela CNTX em pH 8,0 foi nula, apesar
da toxina estar na sua forma ativa; isto sugere gque

rezlmente € 3 alteracBo do pH gue esta inibindo a reaclo.

Dutra hipotese a ser considerada, € que muitas vezes a
influéncia do pH sobre a liberacSo de histamina pode ocorrer
através de alteracdes que a concentracSo de ions hidrogénio
produz sobre a permeabilidade da membrana celular. Este
assunto foi descrito por Foreman et al. (1977) aoc estudar a
captac8c0 de calcio por mastdcitos de ratos na reaclo
anafildtica,; os autores demonstraram que esta reagao e
dependente do pH do meio, ocorrendo porem, como resultado da
variac3o de permeabilidade da membrana aos ions calcio em

diferentes valores de pH.

33



Grande numero de pesquisadores tém demonstrado que a
secregdo de histamina requer energia sob a forma de ATP;
esta energia em condi¢Ges aerobicas € fornecida pelas
fosforilacBo oxidativa da glicose e anaerobicamente pela
glicalise {Diamant, 1969, Diamant e Uvnas, 1961 ;

Kazimierczak e Diamant, 1978).

Nossos dados mostram que a presenca de glicose no meio
de incubacio e essencial para que a CNTX induza libera¢3o de
histamina de mastdcitos; isto wvem reforcar o fato de se

tratar realmente de um processo ativo de liberacio.

A histamina pode ser seletivamente Jliberada de
mastocitos atraves de estimulos farmacologicos e
imunoclogicos. Em cada situacSo, a liberac3o & precedida por
um aumento na concentragdo de ion cdlcio livre no citosol.
Este ion pode ser derivado de fontes intra ou
extracelulares. Na presenca de calcio excgeno, o estimulo
secretdrio aumenta a permeabilidade da membrana a este ion
através da abertura de canais de cdlcio existentes na
membrana. Este & o caso das reacdes anafilaticas (Sullivan e
Parker, 1976; Foreman et al., 1977). Na auséncia de calcio
adicionado exogenamente, o estimulo secretorio mobiliza
estoques de calcio isolados ou ligados a membrana, como

acontece com o composto 48/8@ e o peptidec 401 (Ennis et
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al., 198¢; Pearce et al., 1981; White e Pearce, 1982a.b;

West, 1985).

Mostramos que a libera¢Bo de histamina por CNTX ¢
dependente do calcio extracelular, o que sugere que a toxina
tem um possivel papel ligado ao calcio e poderia agir, por
exemplo, estimulando a passagem de calcio - do meio

extracelular para o citosol.

0 metabolismo de fosfolipideos, principalmente do
fosfatidilinositol, e ativado quando células secretorias sio
estimuladas (Cockcroft et al., 19B1; Homma et al., i1982;
Cohen et al., 1983). Este parece ser o evento primario para
a mobiliza¢3o de calcio e consequente reacSoc de secrecio

(Michell, 1975).

Ishizuka e Nozawa (19B3), estudando o aumento do
metabolismo de fosfolipideos pela estimulacio de mastdcitos
de ratos por antigeno, sugerem gue o aumento do metabolismo
de fosfatidilinositol possa ser uma etapa importante na
sequéncia de eventos biogquimicos que levam =a liberac3o de
histamina. Para estes autores, n3o somente o calcio mas
tambeém 0o magnésio parece estar envolvido na resposta de

mastoritos de ratos a estimulos secretdrios.



Nos demonstramos gque a liberac3o de histamina por ONTX
otorreu na auséncia de fosfatidilserina mas necessita de

magneésio adicionado ao meio de incubacSo.

Sullivan et al. (1975b) mostram que a liberac3o de
histamina de mastocitos peritoneais de ratos, na auséncia de
magneésio, s0 ocorre quando se adiciona fosfatidilserina no
meio de incubacdo. Complementando este estudo, Hirata et al.
(197%9) demonstraram que na libera¢do de histamina de
mastocitos pela Con A, 0o magne€sio atua como ativador de

fosfolipideos.

A estimulacio de celulas secretdriass produz, a nivel de

membrana celular, ativacdo de fosfolipases levando a uma
alteracso nos fosfolipideos e liberagdo de acido
araquidénico (Irvine, 1982, Broekmann et al., 1980, Walsh et
al., 198%; Hong e Deykin, 1982, Imai et al., 1984,

Siraganian, 1983).

0 acido araquidbnico pode ser metabolizado tanto pela
via da ciclooxigenase como pela via da lipoxigenase levando
a formac3o de wvarios mediadores quimicos como as
prostaglandinas, a8s tromboxanas e as leucotrienas C., D, e

Es (Samuelsson et al., 197Ba; Samuelsson et al., 1978b).

A importdncia da ativac3oco do metabolismo do acido

araquidbnico para a secregdo de histamina vem sendo estudada
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por varios autores nestes ultimos anos (Marone et al., 1979;
Kennerly et al., 1979; Mc Givney et al., 1981; Martin e
Lagunoff, 1982, Siraganian, 1983; Urata e Siraganian, 1985).
Assim, foi constatado gue bloqueadores n3oc seletivos das
duas vias de metabolizac3o deste dcido inibem a liberacdo de
histamina de mastdcitos de ratos (Sullivan e Parker, 1979;
Yamada et al., 1987) e de basdfilos humanos (Marone et al.,
1979}, suserindo que os produtos formados pela metabolizacdo
do acido araquidbnico 830 necessdrios para a secregSo de

histamina.

Varios pesquisadores utilizando bloqueadores da
lipoxigenase, demonstraram gque a liberacdoc de histamina em
mastdcitos e basofilos depende dos produtos formados por
esta via de metabolizagdo do dcido araquiddnico (Marone et

al., 198¢, Peters et al., 1981, Dorsh et al., 1984, Yamamoto

et al., 1985). Por outro lado, estudos recentes de Gomes e
Pearce (1988) demonstraram que drogas blogueadoras da
ciclooxigenase tém também um efeito inibitoric spbhre =

liberag¢8o0 de histamina.

Com todos estes dados de literatura podemos afirmar que
os produtos formados na metabolizag3o do acido araquiddnico
pelas wvias da lipoxigenase e ciclooxigenase, tém um
importante papel na secre¢do de histamina de mastocitos de

ratos e basofilos humanos.
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Demonstramps nesta Tese que a CNTX induz secre¢i3o de
histamina de mastocitos peritoneais de ratos na auséncia de
fosfatidilserina, porem, a presenca do ion magnesioc &
imprescindivel para o fendbmeno. Como este ion € necessario
para o metabolismo de fosfolipideos de membranama e as
secrecdes induzidas por CNTX sdc dependentes do metabolismo
do dcido araquidOnico, nossos dados poderiam sugerir que
também a indu¢8o0 da secrec¢3o de histamina por CNTX, que
estamos descrevendo, esteja na dependéncia da metabolizacio

do acido araquidfnico.

Concluimos portanto, «que a CNTX induz a liberacio de
histamina de mastocitos peritoneais de rato atraveés de um
processt secretorio ativp 4que envolve provavelmente a

ativacio de fosfolipideos celulares.
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VI~ CONCLUSGES

CNTX liberou histamina de mastdcitos peritoneais

ratos através de um processo secretdrio ativo.

Esta reac3o de secrecBo obedeceu a seguinte cinetica:

a concentracBo otima de CNTX foi de 2,0 uM;
o tempo oOtimo de incubaco estad entre 15 e 45 min
a temperatura 6tima de incubacdo foi de 37°C;

o pH otimo do meio de incubacdo foi o© fisiplogico

3
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VII- RESUMO

Canatoxina (CNTX) ¢é uma proteina tdxica extraida das
sementes maduras da Canavalia ensiformis e induz secregBo em
vdrios sistemas celulares. A Concanavalina A (Con A),
lectina que também estd presente nas sementes de Canavalia
ensiformis, induz secrec¢8o de histamina de mastdcitos de
ratos. Embora sendo dois principios completamente distintos,
a CNTX e a Con A tém algumas propriedades farmacolagicas em
comum. 0 objetivo desta Tese foi verificar se a CNTX produz
libera¢do de histamina de mastdcitos de ratos e desenvolver
um estudo detalhado do fendmeno.

Os seguintes resultados foram obtidos:

1- A CNTX produziu wuma liberacBc de histamina de
mastocitos de ratos;

2- D fenGmeno foi concentraglo (uM) e tempo-
dependentes;

3- As condicOes Otimas para a rea¢So foram na

temperatura de 37°C e em pH fisioldgico;
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4- A reacdo foi inibida na auséncia de Ca** , Mg** ou
glicose;

Concluimos portantoc «que, a CNTX induz uma secre¢lo de
histamina de mastocitos peritoneais de ratos através de um
processo secretorio ativo que envolve provaveimente a

ativagao do metabolismo do acido araquiddnico.
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VIII- ABSTRACT

Canatoxin (CNTX), a toxic protein extracted from the
mature seeds of Canavalia ensiformis, induces secretion in
several cells systems. Concanavalin A (Con A), the lectin
that is also present in Canavalia ensiformis seeds, induces
histamine secretion from rats mast cells. Although being two
completely distinct principlies, CNTX and Con A share some
pharmacological properties. The purpose of the present work
was to wverify if CNTX causes histamine release from rat
peritoneal mast cells and to perform a detailed study of
this phenomenon.

The following results were obtained:

1—- ENTX induced histamine release from rat peritoneal
mast cells;

2- The phenomenon was concentration (uM) and time-
dependent

3- The best conditions for the reaction to occur were
at 37°C and physiological pH;

4- The reaction was inhibited in the absence of Ca*™,

Mg** or glucose;
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Thus, we conclude that CNTX triggers histamine
secretion from rat mast cells via an enzymatic reaction,
probably  involving the activation of arachidonic acid

metabolism.
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