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RESUMO

Poliaminoacidos basicos tais como a palilisina e poliarginina produzem
uma variedade de efeitos biologicos incluindo aumento da permeabilidade
vascular, infiltragdo de leuctcitos, inflamagdo pulmonar, agregagio de
plaquetas e ativacdo de mastdcitos. Neste estudo, investigamos os mecanismos
envolvidos na desgranulagio de mastdceitas induzida por poliargining e polilisina
usando-se mastocitos peritoneais isolados de ratos.

Mastécitos de 10 ratos machos Wistar (200 a 300 g) foram obtidos por
injegdo de solucdo Krebs Ringer Fosfato (KRF) na cavidade peritoneal. O
lavado peritoneal foi removido e centrifugado a 300 g por 5 minutos &
temperatura ambiente. A suspenso de células foi lavada com KRF e incubada
com ["“Clserctonina ([“C]5-HT, 40 nCi/mi) por 80 minutos. As células foram
ertdo lavadas 3 vezes em KRF. Aliquotas da suspensdoc celular foram
aquecidas & 37°C por 20 minutos. Os agentes desgranuladores foram
adicionados a suspensdo. As células foram entdo centrigugadas (300 g, 10
minutos) e o sobrenadante removido para determinacdo da MCI5-HT. A
concentracdo de ['“CI8-MT (%) foi determinada medindo-se a cintilagdo em

contador 8.
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A poli-L-arginina (139.2 kD) causou liberagdo de ['“CI15-HT dependente
dadose (111:5,67+44e704 £06% para 0.01, 01 e 1. uM, respectivamente).
Respostas similares foram observadas para poli-D-lisina (84.9kD; 4 £ 06, 28 +
6 e 41 + 14 para 0.01, 0.1 e 1 uM, respectivamente) e poli-L-lisina (80.4 kD: 30
+1 e 681+ 3.3% para 0.1 e 1 uM, respectivamente). A liberagdio de ["CI5-HT
induzida pela poliarginina foi também dependente do peso molecular do
polication. A heparina (50 U/ml) e o sulfato de dermatan (0.1 mg/mil) aboliram a
liberacdo de [*C]5-HT induzida pela poliarginina. Ao contrario, as enzimas
condroitinase AC, heparitinase |, heparitinase |l ¢ heparinase ndo modificaram a
liberacdo de ["*CI5-HT induzida por este policétion. A incubagBo do mastécitos
em banho de gelo (0°C) também ndo inibiu a fiberacdo de [“CI5-HT induzida
pela poliarginina.

0 mecanismo de ativagdo dos mastdcitos por proteinas catibnicas &
“inespecifico”, citotéxico, provavelmente irreversivel, sendo que a magnitude
dos efeitos dependem da densidade de residuos catidnicos dos compostos que
interagem com o0s mastécitos. O desenvolvimento de analogos de heparina
desprovidos de atividade anti-coagulante seria de grande utilidade como

potenciais drogas antiinflamatdrias.



1. INTRODUGAO



A migragao dos leucocitos do sangue para os tecidos representa um dos
aspectos mais importantes da resposta inflamatéria, sendo que tais células
participam ativamente dos processos de endocitose e exocitose (secregio) que
ocorrem durante a fagocitose. Das células envolvidas na inflamagéo, algumas
tais como células endoteliais vasculares, mastdcitos e macrdfagos teciduais
estdo normaimente presentes nos tecidos enguanto oufras (leuctcitos) tém
acesso pelo sangue (HENSON & JOHNSTON, 1987; EATON, 1995).

Um dos eventos centrais na inflamacdo é a ativacdo de leucdcitos
circulantes gue leva ao acumulo dessas células na area tecidual inflamada.
Antes da migragdo, os leuctcitos interagem com o endotelio vascular em varios
passos sequenciais. A migracdo dos leucdcitos inicia-se através da interagéo
entre os leuctcites circulantes e as células endoteliais das vénulas poés-
capilares dos tecidos inflamados. A interacdo mais visivel entre tais células
envolve o rolamento dos leucdcitos ao longo da parede das vénulas pds-
capilares, o que tem sido amplamente estudado através de técnicas de
microscopia intravital (RAUD & LINDBOM, 1993). O rolamento é um evenio
reversivel que pode ser seguido pela liberagdo do leucécito para a corrente
sanguinea ou pela fime adesdo do mesmo ao endotélio, com consequente
diapedese. Assim, acredita-se que o fendmenc de rolamento possua a fungéo
de promover um contato prolongado do leuctcito com o endotélio venular,
avento este fundamental para o segundo passo da interac8o, a ativagac

irreversivel dos leuctcitos que leva a emigragio dos mesmos (VON ADRIAN et



al.,, 1881). A adesdo leucdcito-endotélio é fundamental também para outros
eventos da resposta inflamatodria, incluindo-se a desgranulacéo do leucdeito e
sua citotoxicidade. As glicoproteinas da superficie celular que medeiam a
adesdo regulam tanto a resisténcia do contato intracelular, quanto a transdugio
de um sinal que controla a ativagdo intracelular, a desgranuiacéo e,
provaveimente, a motilidade celular. Assim, as moléculas de adesdo
repregsentam um dos principais reguladores das reagbes inflamatorias
(WEGNER et al., 1992; KUBES & KANWAR, 1994).

A ativacéo das células endoteliais ocorre através da expresséo de varios
agentes ligantes com propriedades de adesao incluindo: GMP-140 (proteina da
membrana do granulécito de 140 kd), ELAM-1 (molécula de ades&o leucdcito-
endotélio 1), ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular 1) e VCAM-1 (molécula
de adesdo da célula vascular 1). A ativag8o dos leuctcitos ocorre
principaimente através da expressdc da L-selectina nestas celulas, que atua
como um mediador primario na interagdo do rolamento. Embora a P-selectina
seja considerada como a responséavel pela fase inicial do rolamento dos
leucdcitos, ndo se sabe até o momento quem é ¢ ligante molecular nas células

endoteliais (KUBES & KANWAR, 1944).

Leucécitos polimorfonucleares

Durante o processo inflamatério, apds as alteragbes do fluxo sanguineo e

inicio da exsudagéo, os neutrdfilos comegam a aderir ao revestimento endotelial



das vénulas, situagdo esta denominada marginacéo. Os neutréfilos migram para
os locais onde esteiam presentes 0s agentes inflamatérios e 08 fagocitam.
Assim, os neulrdfilos sdo elementos moveis de defesa do hospedeiro e
representam a primeira linha de resisténcia contra a invaséo microbiana e
infecgbes contra agentes bacterianos. A fungdo do neutréfilo depende de sua
habilidade em perceber os fatores quimiotéxicos no microambiente local,
aderindo-se ac endotélio, sofrendo diapedese e destruindo os patdgencs. Os
neutrdfilos infiltrados sdo coletados de sitios inflamatérios diversos, tais como
ferimentos de superficie, cavidades alveolares, superficies peritoneais e, em
todos 0s casos, ha evidéncia de ativagio destas células. Estudos in vifro tém
demonstrado que lipopolissacarides bacterianos, TNF (fator de necrose
tumoral), interleucinas, metabdlitos do acido araquiddnico, fator de ativagdo de
plaquetas, fatores de estimulacdo de colOnias & o proprio processc de adesio
devam ser potentes agentes capazes de promover a ativago. Ha hipdleses que
relacionam a adesdo, exsudacdo e a ativacdo do neutréfilo as citocinas locais
(YEE & CHRISTOU, 1894).

Qs granuios dos neutrdfilos possuem hidrolases lisossdmicas que
destroem os agentes inflamatdrios (bactérias fagocitadas, por exempio) e, dessa
forma, podem aumentar a intensidade da reagdo inflamatéria. Alguns produtos
da degradagdo dos neutréfilos s8o conhecidos como pirogénios. Os pirogénios,

ap6s serem distribuidos pelo organismo e levados ao centro de regulagdo da
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temperatura situado no hipotdlamo, atuam de forma a elevar a temperatura
corporal gerando portanto, a febre.

Os eosindfilos estdo envolvidos nas reagbes de hipersensibilidade
imediata, pois mostram-se aumentadas, em numero, naquelas regibes em que
essas reacbes ocorrem, assim Como no sangue de individuos alérgicos
(TEIXEIRA et al., 1888). Seus granulos contém diversas enzimas capazes de
degradar os mediadores quimicos da reacdo inflamatéria aguda. As lesbes
tissulares préprias das alergias, induzidas pelos eosinéfilos ocorrem por
intermédio da produgdo de mediadores citotoxicos tais como MBP (proteina
basica principal), ECP (proteina catibnica eosinofilica) & EPO (peroxidase
eosinofilica; GLEICH & ADOLPHSON, 1986). Todas essas proteinas catidnicas
podem ser neulralizadas pela heparina que é fortemente anidnica. A proteina
catidnica eosinofilica melhor caracterizada é a MBP, um polipeptidio rico em
arginina/lisina que constitui mais de 50% da proteina granular e 100% da cadeia
principal de proteina do sosindfilo. A MBP é de consideravel inferesse na
patogénese da asma bronquica, pois e altamente citotOxica para as células
epiteliais aéreas, e induz alteragBes patolégicas similares aquelas encontradas
em individuos asméticos (COYLE et al, 1995, A MBP aumenta a
responsividade aérea in vivo, um efeito mimetizado pelas proteinas catidnicas
sintéticas tais como poli-L-arginina e poli-L-lisina, sugerindo que a ailta carga
catibnica de MBP deva ser a responsavel por tal efeito (COYLE et al., 1983,

1094a,b). Apds a injegfo de MBP na pele, a mesma € incorporada pelos



mastocitos que, por sua vez, neutralizam sua carga e limitam sua atividade
(HALPERN, 1592). As proteinas catiénicas de granulos de eosindfilos incluindo
EPQ, ECP e MBP modulam, ainda, a via alternativa do complemento e devem
ter um papel importante na sua regulagio (YOUNG, 1986;). As enzimas dos
granulos de eosindfilos so representados pela aril-sulfatase e histaminase. Os
eosindfilos fagocitam e digerem os grénulos liberados pelos mastécitos
sugerindo assim, sua participacdo local na reguiagdo do controle da intensidade
da inflamacao alérgica aguda.

Os mastocitos e os baséfilos sfo os dois principais tipos celulares
envolvidos no desencadeamento das reacbes alérgicas humanas, pois possuem
receptores de alta afinidade para IgE em suas membranas plasmaticas. Outros
elementos sanguineos tais como mondcitos, eosinéfilos e plaquetas possuem
baixa afinidade a esses receptores, mas provavelmente estdo também
diretamente envolvidos nessas reacdes (ENERBACK, 1987). Os grénulos dos
baséfilos sdo andlogos aos dos mastéeitos. Durante a desgranulaqén destas
células, ha liberacdo de histamina, leucotrienos e fator quimiotaxico para
eosindfilos (ECF-A). Os masticitos maduros encontram-se nos tecidos,
enquanto que os baséfilos sfo detectados na circulagdo, porém migram para 0s
tecidos nos processos de hipersensibilidade do tipo retardada e também em
reacGes ectoparasitarias (SCHWARTZ, 1987).

A coloragdic metacromatica de basdfilos e mastdcitos ¢ devida 3

presenca de proteogiicanos em seus granuios. Existem diferencas nos



proteoglicanos presentes nos diferentes tipos celulares. Os mastécitos do tecido
conjuntivo contdm heparina enquanto que os da mucosa possuem sulfato de

condroitina. Os basofilos por sua vez, contém monosuifato de condroitina,

Mastédcitos

Os mastocitos estdo amplamente distribuidos nos tecidos e contém
granulos metacromaticos e eléiron-densos; sdo capazes de armazenar €
sintetizar histamina e serotonina (5-HT) e, possuem alta afinidade a receptores
igk. Os mastdcitos diferem em seu conteudo de glicosaminoglicanos
representado nestas células principalmente pela heparina (BIENENSTOCK et
at,, 1987).

Os mastiéeitos dos diferentes tecidos apresentam propriedades
funcionais, quimicas e histoquimicas diferentes. Através de seus mediadores, 0s
mastocitos estdo envoividos em diversos tipos de processos inflamatorios
agudos e cronicos (ZUCKER-FRANKLIN, 1981). Podem influenciar a
fagocitose, a quimiocinese e a atividade imune em varias vias das células B e T..
Estas células atuam na hipersensibilidade retardada, hipersensibilidade
imediata e em reacbes granulomatosas. Estdo envolvidos ainda nos processos
de reparo influindo na fungdo dos fibroblastos e portanto, na fibrose. Seu
crescimento deve ser influenciado pelos fatores derivados das células T, assim

como fatores derivados do epitélio. Parecem estar intimamente relacionados



com 08 nervos e podem formar comunicagbes aparentes com 08 neurdnios,
especiaimente aqueles contendo a substéncia P, que leva a desgranulacéo dos
mesmos.

Os mastocitos atuam como um controle entre o sistema nervoso central, a
migracdo e os tipos celulares do processc inflamatdrio (BIENENSTOCK et al,,
1987), através de uma comunicacgio funcional bidirecional. O nimero anormal
de mastécitos assim como o aumento de sua atividade leva a alteragBes nas
interagdes neuro-imunes com implicagbes significantes em varias doengas.

Os mastocitos produzem e respondem a uma variedade de citocinas;
como estes mediadores afetam a sintese de NGF (fator de crescimento neﬁrai),
diferencas na citocina tecidual e na expressic de NGF devem levar a um
feedback positivo para a regulacdo paracrina/autécrina das propriedades dos
mastocitos (ALOE et al., 1993; LEON, et al., 1894).

Existem basicamente dois tipos de mastécitos: os da mucosa e 08 do
tecido conectivo (BEFUS et al., 1982). Os mastdcitos humanos séo ricos em
heparina e exibem uma baixa concentragdo de eletrdlitos, sugerindo a
gxisténcia de uma baixa densidade de carga efou peso molecular do
glicosaminoglicano nos mesmos (ENERBACK, 1987).

Nos mastécitos de ratos, existem granulos contendo glicosaminoglicanos
{principalmente sulfato de condroitina) e véarias proteinas, as quais formam uma
matriz onde ocorre a ligagéo com componentes de baixo peso molecular como,

por exemplo, a histamina (também presente em mastdcitos humanos) e a 5-HT.
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Essas aminas estd8o unidas por ligagles idnicas fracas a sitios anidnicos,
provavelmente carboxilas. As ligagdes ibnicag entre glicosaminoglicanos e
proteinas devem ser as responsaveis pela integridade dos granulos de
mastdcitos. A ligacdo das aminas biogénicaé aos proteoglicanos é favorecida
pelo pH Acido dos granulos secretores.

A funcdo dos mastocitos esta ligada 4 sua capacidade secretora. Nos
mastécitos peritoneais de rato, o furnover de heparina e 5-HT é muito baixo,
sugerindo que esta atividade secretora é pequena sob condiges fisiologicas.
Vérios compostos gue sdo liberados ou sintetizados como consequéncia desta
atividade secretora sdo potentes mediadores inflamatérios. Acredita-se que os
mastocitos tenham um papel protetor em infecgdes, mas ainda ndo existem
svidéncias conclusivas para este fato. Os mediadores derivados dos mastécitos
devern aumentar a permeabilidade das mucosas, facilitando o transporte de
macromoléculas através da barreira mucosa no limen intestinal. Os mastécitos
tem um papel ativo na deposicdo intracelular de ésteres de colesteril, deposigdo
esta que é caracteristica das lesdes iniciais aterosciertticas (KOVANEN, 1983).

A desgranulagio de mastécitos pode ser induzida através de
secretagogos como, por exemplo, poliaminas (composto 48/80, polimixina B) ou
iondforos de calcio. O composto 48/80 representa um dos principais agentes
desgranuladores empregados em pesquisa, para se entender o mecanismo de
extrusdo dos granuios dos mastdcitos (LAGUNOFF, 1973; BASHKIN et al,

1990; LLORET & MORENO, 1895). Existe uma correlagfo entre as'mudanr;as.
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estruturais nos granulos de mastécitos e as quantidades deste agente liberador
no meio de incubacdo (BLOOM & HAEGERMARK, 1965). Existe um receptor
aspecifico para o composto 48/80, responsével pelo desencadeamento da
liberacio da histgm&na (HINO et al, 1977). A liberag8o de histamina de
mastocitos de ratos induzida por este composto, ndo é dependente de calcio
extracelular, mas sim do acido sialico ligado as membranas. Esses achados
sugerem que os residuocs de 4cido sialico da membrana do mastdcito constituem
o sitio onde os polications exercem suas agfes estimulantes de liberagio de
histamina (ADAMCZYK-ENGELMANN & BADER, 1989).

individuos alérgicos podem degranular o8 mastocitos liberando
consequentemente histamina e outras substancias espasmogenas envolvidas
na broncoconstricdio. Aparentemente, isto representa um mecanismo de defesa
inicial, visando impedir que o antigeno penetre nas vias respiratorias inferiores.
A heparina liberada pelos mastécitos pode limitar a reagao inflamatoria frente ao
antigenc (HALPERN, 1992). Foi proposto recentemente que o dxido nitrico e,
consequentemente, o acumulo de GMP ciclico, modulam a desgranulagéio de
mastécitos, levando a uma diminuigfio da liberag8o de histamina (SALVEMINI et
al., 1994},

Além de histamina e 5-HT, os mastécitos sintetizam e secretam outros
mediadores tais como endorfinas, cininas, leucotrienos, prostaglandinas,
peptido intestinal vasoativo, enzimas proteoliticas (tripfase, quimase,

carboxipeptidase e proteinases (catepsina G) e fosfolipases 0s guais possuem
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efeitos fisiopatoldgicos nos tecidos neurais e vasculares (DIMITRIADOU et al.,
189980; HARVIMA et al,, 1984). Além disso, 05 mastdcitos sintetizam diversas
citocinas (BROID, 1994) incluindo interleucina {IL)-1, iL-2, IL-3, IL-4, iL-5, IL-8,
interferon gama, GM-CSF (fator de estimulagdo de colénia de macrofago
granulécito), MIP-1 (familia de proteina inflamatéria de macréfago-1), TGF-3
{fator B de crescimento e transformacgao), TNFa (fator de necrose tumoral o,
{HARVIMA et al., 1994; WASSERMAN, 1894; PLYTYCZ, 1995).

Os mediadores liberados de mastécitos humanos dividem-se em duas
categorias distintas: os pré-formados (ou primarios) e os neoformados {ou
mediadores secundarios). Os pré-formados sdo armazenados ¢ liberados dos
gréanulos secretores. Consistem principaimente da histamina (ou 5-HT),
proteoglicanos (heparina ou sulfato de condroitina) e varias enzimas (triptases,
quimases e hidrolases acidas). Destas enzimas, a triptase é um bom marcador
para mastocitos e, pode ser encontrada em fluidos bioldgicos apds a ativagéo
destas células. Em sua forma ativa tetramérica, esta enzima & estabilizada pela
associagdo com a heparina (e, possiveimente, também com outros
proteoglicancs). Quando livie em solugdo, as subunidades da triptase
dissociam-se rapidamente em mondmeros inativos (SCHWARTZ, 1887).
Mastdcitos cutdneos sintetizam também a quimase. Ao contrério da triptase, a
quimase nado esta presente em todos os mastécitos, mas somente naqueles
presentes na mucosa do intestino delgado. Como a triptase, a quimase @

armazenada nos grénulos secretores de mastdcitos na forma ativa e se
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ancontra ligada a proteoglicanos carregados negativamente. A quimase também
tem a capacidade de degradar os componentes da membrana na juncio
derme/epiderme e facilitar a separagdo dessas regibes cutaneas (SCHWARTZ,
1987). Existem ainda outros mediadores pré-formados (mediadores primarios),
associados a granulos como o fator quimiotaxico para eosindfilo de anafilaxia
{(ECF-A), o fator quimictaxico para neutrdfilo (NCF), algumas hidrolases
lisossomais e, uma variedade de oufras enzimas.

Os mediadores neoformados n&o estdo normalmente presentes nos
mastacitos mas séo sintetizados de novo e secretados imediatamente apds a
ativacdo das células por mecanismoes independentes da exocitose de granulos
secretores. Estes mediadores incluem metabdlitos do acido araquiddnico (LTC,,
PGD,), o fator ativador de plaquetas (PAF) e adenosina (SCHWARTZ, 1887).

A histamina, 5-HT, LTC.4 (leucotrieno C,4), PAF {fator de ativacdo
plaguetéria) e, possivelmente, a iriptase aumentam a permeabilidade vascular
promovendo, conseguentemente edema inflamatdrio. Os mediadores com
atividades anticoagulantes como a heparina e a triptase parecem facilitar a
disperséo de ultrafiltrados plasmaticos nos tecidos. Ao contrério, o PAF causa
agregacdo de plaquetas, e a quimase promove vasoconstricgo arteriolar pela

geracdo de angiotensina Il (SCHWARTZ, 1987; AMON et al., 1984).
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PROTEOGLICANOS DE MASTOCITOS

Os glicosaminoglicanos s8o polissacarfdeos encontrados em tecidos
animais em associacdo covalente com proteinas. Esses polissacarideos
diferenciam-se de acordo com a composicdo do mondmero, a posicdo e
configuracdo das ligagbes glicosidicas e pela localizagdo de seus grupamentos
sylffato. O hialuronato e 0 sulfato de condroiting (STEVENS et al, 1988;
SUGUMARAN & SILBERT, 1989) tém estruturas mais simples, enquantoc outros
tais como o sulfato de dermatan e a heparina (SCULLY & ELLIS, 1986) contém
diferentes unidades de dissacarideos arranjados em blocos ou em sequéncias
complexas menos ordenadas (DAVIDSON et al,, 1890). Os glicosaminoglicanos
sf0 essenciais na manutencdo da integridade estrutural de muitos tecidos
conjuntivos e t8m sido associados a fungdes fisico-quimicas como, por exempilo,
ligacio de Agua e microions e regulagao e distribuicao de varias moléculas por
exclusdo estérica. Varias macromolécuias ligam-se aos glicosaminoglicanos,
sendo a maioria delas de natureza proteica.

Existem vérios tipos de ligac@o pelas quais os glicosaminoglicanos estéo
ligados a superficies celulares:

1) Ligacdo eletrostética cooperativa, que é facilitada pelo aumento da densidade

de carga dos polissacarideos e por fatores estereoquimicos.



15

2) Ligagdo altamente especifica do tipo chave-fechadura, onde o polissacarideo
néo pode ser substituido por outro glicosaminoglicano.

3} interagdo entre heparina e antitrombina, que envolve um sitio de ligagdo na
molécula de heparina composta por 6 unidades de dissacarideos arranjiados em
uma oy mais sequéncias especificas.

4) Formacdo de agregados de proteoglicanos na cartilagem, por ligagéo
especifica da proteina do proteoglicano ao hialuronato.

O estudo dessas ligagfes deve revelar importantes interagbes e prever
sua espeacificidade e definir os mecanismos de regulacéo e elaboracio dessas
sstruturas durante a biossintese dos glicosaminoglicanos.

Os mastécitos contém principaimente a heparina ¢ o sulfato de
condroitina (NADER et al, 1987). Acredita-se que a maior fungdo dos
proteoglicanos mastocitarios seja a de interagir com proteases contidas nos
granuios secretores as quais s8o carregadas positivamente (ATKINS et al,
19885, ENERBACK et al., 1985). Todos os mastéeitos de mamiferos apresentam
grandes quantidades de serino-proteases que sdo enzimaticamente ativas em
pH neutro (STEVENS, 1089).

Os proteoglicanos liberados pelos mastécitos sf@io moléculas muito
anidnicas que fixam-se & histamina nos grénulos dos mastécitos. Acredita-se
que essas moléculas ajam como moléculas antiinflamatérias naturais. A

heparina é capaz , por exempio, de inibir a anafilaxia. Além disso, alguns casos
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clinicos mostram que a heparina pode modificar as respostas alérgicas da pele

e do sistema respiratorio (HANAHOE & JONES, 1988).

POLICATIONS

Os policdtions s8o polimeros que ocorrem haturalmente no organismb 8
s80 liberados de leucdcitos ativados e plaquetas. A interacio de polications com
superficies carregadas negativamente (SKUTELSKY & DANON, 1976; GAD et
al.,, 1982) de diversos tipos celulares (leucdeitos, endotélio, mastécitos e
macrofagos) leva a respostas biologicas variadas que inciuem edema de pata
de rato (ANTUNES et al., 1890), edema em pele de coslho (NEEDHAM et al,
1988), liberacéo de histamina in vitro (ENNIS et al, 1980), migragdo de
leucteitos in vivo (SANTANA et al,, 1993), ativagdo plaquetdria (MARCONDES
et al., 1993; Donato et al., 1996) e liberagéo de prostaglandinas (SHIER et al.,
1884; SHIER & DUBOURDIEU, 1986).

Proteinas catibnicas sintéticas tais como poliargining, polifisina ¢ MPB
promovermn broncoconstrigo por intéragirem com os sitios anidnicos da epitélio
das vias aéreas o que resulta em disfuncBo do muasculo liso (COYLE et al,
1993, 1994; SPINA & GOLDIE, 1994; SAUMON et al,, 1995). Os efeitos dessas
proteinas parecem ser devidos & sua natureza catiGnica visto que 08 mesmos

s&o inibidos por moléculas polianidnicas (COYLE et al,, 1993).



17

As proteinas catidnicas podem também ativar as fibras sensoriais do tipo
C nas vias aéreas, um efeito importante para o desenvolvimento subsequente
da hiperresponsividade aérea e extravasamento de proteina plasmatica. Nesse
caso, as proteinas catidnicas parecem funcionar através de uma ligacdo entre
as células inflamatérias acumuladas e os nervos sensoriais ativados (COYLE et
al., 1994).

Alguns polipeptidios catidnicos tais como sulfato de protamina, histona,
MBP, proteinas antimicrobianas catidnicas de neutrdfilos, polilisina e
poliarginina possuem efeitos téxicos nas células procaridticas efou eucaridticas
(VEHASKARI et al., 1984; CHANG et al., 1987; UCHIDA et al., 1992, 1893).

Os estudos feitos com os polipeptidics catibnicos  sintéticos na
permeabilidade da membrana do epitélio da bexiga urinaria demonstram gue, a
natureza catidnica (peso molecular elevado, alta densidade de carga) das
proteinas é o fator decisivo para ¢ aumento da condutancia da membrana
{TZAN, 1993).

A injecéo intrapleural de poli-L-arginina evoca a formagio de exsudato
inflamatdrio e infiltragdo de leuctcitos polimorfonucieares (SANTANA et al,
1993). Estes efeitos foram marcadamente reduzidos em animais pré-tratados
com ciproheptadine {antagonistas de histamina e serotonina) ou em animais
depletados de seus estoques de histamina e serotonina. Isto indica que tais
alteracdes sio dependentes da ativacdo de mastocitos in vivo (SANTANA et al |

1993). A heparina e o sulfato de dermatan também reduziram significativamente
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0 edema inflamatorio indicando que tal fendmeno é dependente do contedido
catibnico do polication. Quando administrada pela via intratraqueal, a poti-L-
argining produz edema pulmonar, migracdo de leucdcitos, insuficiéncia
respiratoria @ morte em 60% dos animais (SANTANA et al., 1993). A deplegdo
dos estoques de histamina e 5-HT ou dos leucdcitos circulantes causa a
diminuigdo dos leucécitos no lavado broncoalveolar, mas ndo aumenta a
sobrevida dos animais. Entretanto, ¢ sulfato de dermatan preveniu
completamente a mortalidade, sugerindo que tais alteragSes s&o dependentes
de interagbes eletrostaticas do polication com superficies anidnicas presentes

no epitélio pulmonar.
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OBJETIVOS

Us principais objetivos do presente trabalho foram:

1) Investigar os efeitos da poliarginina e polilisina sobre a desgranulagdo in vitro
de mastécitos peritoneais de rato, avaliando-se, para tanto, a liberagio de

["CI5-HT de tais células.

2) Investigar a importancia do conteudo catidnico dos polications sobre a
desgranutagdo de mastocitos. Com este fim, foram examinados os efeitos de

polidgnions (heparina e sulfato de dermatan) sobre a liberagéo de [“CI5-HT.

3) Investigar se os glicosaminoglicanos de mastécitos atuam como “receptores”
para polications. Para tanto, foram avaliados 08 efeitos de algumas hidrolases
de glicosaminoglicanos (condroitinase AC, heparitinase |, heparitinase Il e

heparinase) sobre a liberagdo de [“CI5-HT.
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2.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar (250-300 g), procedentes do

Biotério Central da Unicamp.

2.2. LIBERACAO DE ["“C]5-HT DE MASTOCITOS PERITONEAIS
DE RATO

2.2.1. OBTENGAO DO LAVADO PERITONEAL

Ratos machos Wistar, mantidos com agua e ragdo ad /ibitum, foram
anestesiados com éter etilico. Em seguida, foram exsanguinados e injetados
com 10 ml de solucdo Krebs-Ringer-Fosfato (KRF) na cavidade peritoneal,
massageando o abdémen do animai por 5 minutos. Coletou-se de 8 a 10 mi de
lavado peritoneal por rato, os quais foram adicionados a tubos de ensaio

plasticos. Em cada experimento, utilizou-se de 5 a 7 ratos.

2.2.2. TRATAMENTO DO LAVADO PERITONEAL

O lavado peritoneal recolhido foi submetido a centrifugacéo (1000 rpm, 5
minutos) apds a qual, desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mi do
tampdc a cada precipitado obtido. Apds suave homogeinizacdo, todas as

suspensfes celulares obtidas foram reunidas em um Unico tubo de ensaio.
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Desta amostra, retirou-se 0.5 mil para o tubo COLD (amostra na qual ndo se
adicionou a ["*C]5-HT, i.é., controle negativo do experimento; ver adiante) e 0.1
mi para a confagem de mastocitos em camara de Neubauer. Em seguida, ao
restante da suspensdo, foi adicionado [*C}5-HT (40 nCi/ml). A mesma foi
homogeneizada suavemente ¢ incubada a 37°C por 60 minutos. Apés este
tempo, procedeu-se a 3 lavagens com solugdo tampéo KRF, atraves de

centrifugacao a 1000 rpm por 5 minutos (COLEMAN et al., 1981).

2.2.3. DESGRANULAGAO DOS MASTOCITOS PELOS POLICATIONS OU

COMPOSTO 48/80

Ao tubo denominado 2 foi acrescentado, além de 0.5 mi da suspenséo de
mastocitos, 0.5 mi de solugéo tampéio KRF.

Ao tubo 3, além de 0.5 mi da suspensdo de mastocitos + 0.4 mi da
solucdo tampdo KRF, foi acrescentado 0.1 mi do composto 48/80 (controle
positivo]}

Nos tubos 4 a 10, foi acrescentado, além da suspenséo dé mastacitos
incubada com ['“C]5-HT e a soluglo tampio KRF (0.4 mi); o policdtion em
astudo (0.1 mi).

O volume final de cada tubo sempre foi de 1.0 ml.

Nos protocolos experimentais onde inyestigou»se o efeito de polidnions,

hidrolases de glicosaminoglicanos, iloprost e nitroprussiato de sodio, os
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mesmos foram adicionados a suspensdc celular antes dos agentes
desgranuladores, em volumes fixos de 0.1 ml e incubados & 37°C por 10
minutos. Todas as amostras foram realizadas em duplicatas. Apds a adigdo do
polication, os tubos permaneceram em banho-maria (37°C) por mais 20 minutos,
sendo colocados imediatamente ap6s em banho de gelo para interrupcée da
reacdo. Em seguida, os tubos foram centrifugados (1000 rpm, 5 minutos) e os
sobrenadantes separados dos residucs.

Aos tubos residuo, acrescentou-se 1 mi de soluglo tampédo KRF e os
mesmos foram homogeneizados. Em seguida, a todos os tubos (residucs e
sobrenadantes) foi adicionado 10 ml de liquido de cintilagdo e colocados em
contador B para contagem da radicatividade. Os resultados foram expressos
através do calculo da percentagem de liberaglo de ['‘C]5-HT, da seguinte

forma:

. CPM Sobrenadante - CPM 28
% LIBERAGCAO DE [“C}5-HT =

L.CPM-CPM2S

onde:

CPM sobrenadante: contagem por minute dos tubos contendo os

sobrenadantes obtidos.

CPM 28: contagem por minuto relativa ao tubo 28
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2.3 PURIFICACAO DAS HIDROLASES DE
GLICOSAMINOGLICANOS PROVENIENTES DA Flavobacterium
heparinum

As enzimas utilizadas (condroitinase Ac, heparinase, heparitinase | e
heparitinase 1) foram gentilmente cedidas pelos professores Helena Nader e
Carl P, Dietrich da Escola Paulista de Medicina e foram exiraidas da bactéria
Flavobacterium heparinum (ATCC 13125). Esta bactéria foi cultivada em meio
&gar mais tripticase e depois transferida para 50 mi de um meio liquido,
contendo glicose e bactopeptona, por aproximadamente 15 horas. Em seguida,
foi transferida para um liquido de indugdo contendo 150 mg/mi de heparina por
16 horas. O liquido foi centrifugado a 4000 g por 20 minutos. O sobrenadante fo
desprezado & o residuo foi ressuspenso em 10 mi de tampéo EDA, pH 70 a
0.1M. Em seguida, esta solugdo foi sonicada por 5 minutos em pulsos de 30
seg/minuto. Durante todo o processo, a solugao foi mantida em. gelo. Apés a
sonicagdo, a mistura foi centrifugada a 100.000 g por 60 minutos. Do
sobrenadante obtivemos o extrato bruto das enzimas, o qual foi aplicado a uma
coluna de DEAE-celulose (2 x 20 cm), previamente equilibrada com acetato de
etileno diamida 0.1 M, pH 7.0. Fragdes de 10 mi foram coletadas com um fluxo
de 20 ml/h. Estas fragdes foram ensaiadas com diferentes substratos (ver
abaixo). As fragbes contendo atividade enzimatica foram concentradas sob
pressio de didlise e nitrogénio e, em seguida, aplicadas em coluna de Bio-Gel

A-0.5m (4 x 135 cm) previaments equilibrada com o mesmo tampé&o. Fragbes de
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10 mi coletadas e aliquotas destas fragbes foram ensaiadas com diferentes
substratos. As fragdes contendo heparinase, heparitinase |, heparitinase i ¢
condroitinase AC foram concentradas sob pressdo de dialise e nitrogénio e
adicionadas em 2 mi de acetalo de etileno diamida, pH 7.0 e aplicadas em
coluna de carboximetil celulose (1 x 10 cm}. As enzimas foram eluidas da coluna
com diferentes molaridades (0.01-0.1 M) de acetato de etileno diamida, pH 7.0.
0 ensaio das enzimas foi realizado conforme descrito a seguir. Aliquotas de 10
ul de enzima foram incubadas 24 h com 100 ug de substrato em tamp&o de
acetato de etileno diamida (pH 7.0) com volume final de 20 pl. A mistura foi
aplicada em papel Whatman n”1 e submetida a éorrida cromatografica por 48 h,
utilizando como solvente o acido isobutirico, 1 M NH; (5/3, viv). Os produtos
formados foram detectados em lampada de UV e revelados com nitrato de prata
ou azul de toluidina. Alternativamente, os produtos insaturados foram
quantificados por espectrofotometria a 230 nm em um tamp&o KCi -HCI 0.1 M,

pH 2.0.

2.4. ANALISE ESTASTISTICA

Os resultados estdo expressos como médias + erro padréio das médias. A
andlise estatistica dos dados foi feita através de analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste { de Student ndo pareado. Valores de P<0.05 foram

considerados significantes.
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3.1. EFEITO DO COMPOSTO 48/80, POLILISINA E POLIARGININA

SOBRE A LIBERACAO DE [“C]5-HT DE MASTOCITOS
PERITONEAIS DE RATO

A figura 1 mostra que o composto 48/8C (1-30 ug/ml, n=6) causou
liberacao de ['*C]5-HT dependente da dose sendo que a resposta méaxima (55.9
+2.50%) foi atingida com concentracdes de 10 ug/ml deste composto.

Resultados semethantes foram observados com a poliarginina. Nas
concentracBes de 0.01 a 10 ugfml, a poli-L-arginina (139.2 kD) causou liberagao
de ["“CI5-HT dependente da dose sendo que a resposta méxima (67.4 + 4.50%,

=4-8) foi atingida com concentragbes de 0.1 uM deste composto (Figura 2). Os
poliaminoacidos poli-D-lisina (80.4 kD; 0.01-10 i, n_=6) e poli-L-tisina (84.9 kD,
0.1 @ 1 uM, n=7-8) também causaram liberac8o de ["*C]5-HT dependente da
dose (Figuras 3 e 4). Entretanto, quando testadas no mesmo ensaio, a poti-L-
arginina mostrou-se mais potente do que a poli-D-lisina (EDqs: 0.02 e 0.08 uM
para poli-L-arginina e poli-D-lisina, respectivamente; P<0.05).

A figura 5 mostra que a liberagdo de [‘C]5-HT induzida pela poli-L-
arginina foi também dependente do peso molecular deste potication (n=6). Foi
observado que, embora utilizados na mesma concentracdo (0.1uM}, a poii-L-
arginina de pesoc moleculalr baixo (11.6 kD) causou liberagéo de [“CI5-HT
significantemente menor do que aqueles de peso moiecular maior (456.5 e 138.2

kD).
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[14C] 5-HT (%)

1 3 10 30
pg/mi

Figura 1: Liberagao de [“C]5-HT induzida pelo composto 48/80. O composto
48/80 foi empregado nas doses de 1 a 30 pg/mi. O resultado esta expresso

como médias (n= 6) + erro padréo das médias.
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Figura 2 Liberagao de ['“CI5-MT induzida pela poli-L-arginina. As
concentracbes utilizadas de poli-L-arginina (139 kD) foram de 0.01 a 10 pM.
Cada ponto da curva representa a média de 4 a 6 experimentos. Os resultados

esti0 expressos como médias + erro padréo das médias.
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Figura 3: Liberagdo de [“C]5-HT induzida pela poli-DHisina. A poli-D-lisina
{80.4 kD) foi utilizada em concentracbes crescentes de 0.01 a 10 uM. Cada
ponto da curva representa a média de 5 a 6 experimentos. Os resuitados estéo

expressos como médias + erro padréo das médias.
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Figura 4: Liberagdo de[**C]5-HT induzida pela poli-Lisina. As concentragGes
utilizadas de poli-L-lisina (94.9 kD) foram de 0.1 e 1 uM. Cada ponto da curva

representa a média de 7 a 8 experimentos. Os resultados estdo expressos como

médias + erro padrdo das meédias. *P<0.05 em retagdo a concentragéo de 0.1

1M de poli-L-lisina.
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Figura 5 Liberac3o de ['“C]5-HT induzida por poli-L-arginina (0.1uM} em
diferentes pesos moleculares. Cada ponto da curva representa a média de 6

experimentos. Os resultados estdo expressos como medias + efro padrido das

médias. *P<0.05 em relacdo a liberacdo evocada pela poli-L-arginina de 11.6

kD.

3.2. EFEITO DE GLICOSAMINOGLICANOS SULFATADOS SOBRE
A LIBERACAO DE ['*C]5-HT INDUZIDA POR POLIARGININA

A importéncia do contetdo catidnico dos polications sobre a liberagio de
[“CI5-HT foi investigada usando-se dois glicosaminoglicanos sulfatados: a
heparina e o sulfato de dermatan.

A incubag:éo prévia da suspensio de mastécitos com heparina {50 Ul/mi,

n=4) por 10 minutos (37°C) praticamente aboliu (P<0.01} a capacidade
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liberadora de [“CJ5-HT induzida pela pc;ii-L-arginina em quaisquer das
conceniragtes estudadas (Figura 6). Resultados semelhantes foram observados
para o sulfato de dermatan (Figura 7). Na concentraggo de 1 mg/mi, o sulfato de
dermatan praticamente aboliu a liberagdo de [“CI5-HT induzida pela poli-L-

arginina (0.1uM).

['4C] 5-HT (%)

0.1 1
Poli-arginina (4 M)

Figura 6: Efeito inibitério da heparina sobre a liberag3o de [“CI5-HT
induzida pela poli-L-arginina (139 kD). O polication foi empregado nas
concentragdes de 0.1 M e 1.0uM. A heparina (50 Ulimi) foi incubada (37°C, 10
minutos) com a suspensdo de mastécitos antes da adicdo do policdtion em
estudo. As barras sdlidas e hachureadas correspondem, respectivamente, aos
efeitos na auséncia e presenca de heparina. Cada ponto da curva representa a

média de 4 experimentos. Os resultados estdo expressos como média + erro

padrdo das médias. *P<0.05 em relagéo aos controles.
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Figura 7: Efeito inibitério do sulfato de dermatan sobre a liberag3o de
['*CI5-HT induzida pela poli-L-arginina {138 kD}. O polication foi empregado
na concentragdo de 0.1 uM. O sulfato de dermatan (1 mg/mil) foi incubado (37°C,
10 minutos) com a suspensdo de mastocitos antes da adicdo do polication em
estudo. As barras sdlidas e hachureadas correspondem, respectivamente, acs
efeilos na auséncia e presenca de sulfato de heparan. Cada ponto da curva

representa a média de 4 experimentos. Os resuitados estdo expressos como

média + erro padréo das médias. *P<0.06 em relag3o ao controle.
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3.3. EFEITO DO NITROPRUSSIATO DE SODIO E ILOPROST

SOBRE A LIBERACAO DE ["“C]5-HT INDUZIDA PELA
POLIARGININA

O efeito do nitroprussiato de sodio (ativador da guanil ciclase solivel) e
iloprost (ativador da adenil ciclase) sobre a liberagéo de ['*C]5-HT induzida pela
poli-L-arginina foi avaliado incubando-se estas drogas com a suspensédo celular
por 10 minutos (37°C) antes da adigdo de poli-L-arginina (92 kD, 0.1 uM). A
figura 8 mostra que em concentragdes de 1 mM (n=4)}, ¢ nitroprussiate de sédio
nao modificou de modo significativo a liberagdo de ['*C15-HT induzida pela poli-
L-arginina. igualmente, o iloprost (60 uM, n=4) foi incapaz de interferir com a

liberacdo de [“C]5-HT induzida pela poli-L-arginina (Figura 9).



[*4C] 5-HT (%)

Poli-L-arginina (0.1p M)

Figura 8. Efeito do nitroprussiato de sédio (1 mM) sobre a liberagio de
[*C]5-HT induzida pela poli-L-arginina {0.1uM). O nitroprussiato de sédio foi
previamente incubado (37°C, 10 minutos) a suspensdo de mastécitos antes da
adic@o de poli-L-arginina {139 kD). A barra sdlida e hachureada comresponde,
respectivamente, aos efeitos na auséncia e presenca de nitroprussiato de sédio.

Os resuitados estdo expressos como médias + erro padrio das meédias (n= 6).
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Figura 9: Efeito do iloprost {50 uM) sobre a liberagdio de ['“C]5-HT induzida
pela poli-L-arginina (0.1 uM). O iloprost foi previamente incubado (37°C, 10
minutos) com a suspenséo de masiocitos antes da adigdo de poli-L-arginina
(139 kD). A barra sélida e hachureada corresponde, respectivamente, aos
afeitos na auséncia e presenca de iloprost. 08 resultados representam a média

+ erro padrio das médias de 4 experimentos.
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3.4. EFEITO DE HIDROLASES DE GLICOSAMINOGLICANOS
SOBRE A LIBERACAO DE [“C]5-HT INDUZIDA PELA
POLIARGININA E POLILISINA

As seguintes hidrolases de glicosaminoglicanos foram estudadas quanto
&4 sua capacidade de interferir com a liberago de [“CJ5-HT induzida pelos
polications acima: heparitinase | (enzima responsavel pela degradagio do
sulfato de heparan e destituida de efeito sobre a heparina), heparitinase il
{enzima responsével pela degradagdo do sulfato de heparan e, parciaimente, da
heparina), heparinase (enzima responsavel pela degradagdo da heparina sendo
destituida de efeito sobre os sulfatos de heparan) e condroitinase AC {enzima
responsavel pela degradagdo do sulfato de condroiting). Estas enzimas foram
incubadas com a suspenséo celular por 10 minutos (37°C) antes da adicéio do
polication,

As figuras 10, 11 e 12 ilustram, respectivamente, que a heparitinase |,
heparitinase 1l e heparinase, todas na dose de 400 Ul/mi, ndo modificaram de
modo significativo a liberagdo de [“C]5-HT induzida pela poli-L-arginina e poli-
L-lisina. Com relagio & condroitinase AC, verificamos que a mesma nao
interferiu com a liberag&o de [“C]5-HT induzida pela poli-L-arginina (Figura 13)
mas, causou inibicdo pequena (porém significativa; P<0.05) sobre a liberagéo

de ["CI5-HT induzida pela poli-L-lisina (Figura 13).
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Figura 10: Efeito da heparitinase | sobre a liberag3o de ['C]5-HT induzida
pela poli-L-arginina (139 kD, 0.1uM) e poli-L-lisina (94.0 kD, 0.1uM). A
heparitinase | foi previamente incubada (37°C, 10 minutos) a suspenséo de
mastbcitos antes da adigdo da poli-L-arginina (PA) ou poli-L-tisina (PL). As
barras sélidas e hachureadas correspondem, respectivamente, aos efeitos na
auséncia e presenca de heparitinase 1. Os resuitados representam a média *

erro padrac das médias de 4 experimentos.
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Figural1: Efeito da heparitinase Il sobre a liberagdo de ['*C}5-HT induzida
pela poli-L-arginina (139 kD, 0.1uM) e polil.disina (94.9 kD, 0.1uM). A
heparitinase il foi previamente incubada (37°C, 10 minutos) 3 suspensdo de
mastocitos antes da adicgo da poli-L-arginina {(PA) ou poli-L-isina (PL). As
barras solidas e hachureadas corresponidem, respectivamente, aos efeitos na
auséncia e presenca de heparitinase . Os resuitados representam a média +

erro padrdo das médias de 4 experimentos.
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Figura 12: Efeito da heparinase sobre a liberago de ['*C]5-HT induzida pela
poli-L-arginina {139 kD, 0.1uM) e poli-L-lisina {(94.9 kD, 0.1uM). A heparinase
foi previamente incubada {37°C, 10 minutos) & suspens8o de mastdcitos antes
da adigdo da poli-L-arginina (PA) ou poli-L-lisina (PL). As barras sdlidas e
hachureadas correspondem, respectivamente, aos efeitos na auséncia e
presenga de heparinase. Os resuitados representam a média + erro padréo de 4

axperimentos.



42

2 8 3 9

[H4C] 5-HT (%)

T

Figura 13: Efeito da condroitinase AC sobre a liberagio de [“C]5-HT
induzida pela poli-L-arginina (139 kD, 0.1uM} e poli-Ldisina (94.9 kD,
0.1uM). A condroitinase AC foi previamente incubada (37°C, 10 minutos) com a
suspenséo de mastécitos antes da adicéo da poli-L-arginina (PA) ou poli-L-lisina
(PL). As barras sblidas e hachureadas comrespondem, respectivamente, aos

efeitos na auséncia e presenga de condroitinase AC. Os resultados estho

expressos como média + erro padréo das médias de 4. experimentos. *P<0.05

em relagdo aos respectivos controles na auséncia de condroitinase AC.
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3.5. EFEITO DA TEMPERATURA DE INCUBACAO SOBRE A
LIBERACAO DE [*C]5-HT INDUZIDA PELA POLIARGININA

Para avaliarmos o efeito da temperatura sobre a liberacéo de [“C]5-HT, a
suspensdo de mastécitos foi mantida e incubada com a poli-L-arginina a 37°C
{como normaimente empregade anteriormente} ou em banhcﬁ de gelo (0°C).
Conforme mostrado na figura 14, a incubagac dos mastocitos com pofi-L-
arginina (138 kD; 0.1 e 1 uM) em banho de gelo n&o afetou a liberagao de

["C15-HT induzida por este polication em relag8o & liberago observada & 37°C.

100
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Figura 14: Liberag#io de [*C]5-HT induzida por poli-L-arginina em diferentes

['4C] 5-HT (%)
g

M

temperaturas. O gréfico mostra a liberagdo de 5-HT induzida pelo polication
poli-L-arginina (139 kD; 0.1uM e 1.0uM) em banho-maria a 37 °C e em banho de
gelo (0°C) indicados respectivamente pelas barras lisas e hachureadas. Os

resultados representam a média £ erro de 4 experimentos.



4. DISCUSSAO
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Resultados prévios obtidos em nosso laboratorio demonstraram que
proteinas catidnicas tais como poliarginina e polilisina induzem edema
prolongado de pata de rato por um mecanismo parciaimente dependente de
desgranulagdo de mastocitos in vivo (ANTUNES et al,, 1990). Visto que esta
resposta edematogénica & praticamente abolida pelo tratamento (local ou
sistémico) dos animais com heparing, sugerimos que ¢ contetido catidnico
destes compostos & fundamental para evocar a resposta bilciégica em estudo. A
administracdo intra-pleural de poli-L-arginina em ratos tambéni promove
formacao de exudato inflamatdrio e infiltragdo de leucdcitos por um mecanismo
dependente, em sua maior parte, da ativagao in vivo de mastocitos presentes na
cavidade pleural (SANTANA et al, 1993). Nesse caso, subsiancias
polianiénicas tais como heparina e sulfato de dermatan reduzem marcadamente
a resposta inflamatdria induzida pela poliarginina indicando novamente a
importancia das cargas elétricas positivas destas proteinas. Além disso,
aminoacidos basicos tais como a arginina potencializam o edema de pata de
rato induzide pela bradicinina e 5-HT por um mecanismo dependente da
exocitose de mastécitos in vivo (GIRALDELO et al,, 1994).

Nc presente trabalho, demonstramos que, de fato, 0s policdtions
poliargining e polilisina causam desgranulagdo de mastdcitos isolados da
cavidade peritoneal de rato, resposta esta avaliada em fun¢ao da liberagio de
[“C}5-HT para o sobrenadante do meic nutritivo. A desgranulagiio dos

mastdcitos foi dependente da concentragdo empregada do policétion, mas ndo



46

da forma enantiomerica dos mesmos. Além disso, a desgranulagdo foi
dependente do peso molecular indicando, numa primeira abordagem, a
importancia do conteddo catidnico destes compostos. De fato, polications de
pesoc molecular elevado possuem grande numero de sitios catibnicos que
aumentam a sua absor¢do em superficies (HESSELINK, 1983). Além disso,
nossos resultados mostraram claramente que a pré-incubacdo da suspehséo
celular com substancias polianidnicas (heparina ou sulfato de dermatan)
praticamente abolem a liberagdo de [*C]5-HT induzida pela poliarginina. Isto
confirma estudos prévios in vivo (ANTUNES et al., 1990; SANTANA et al,, 1993)
e reforga a hipdtese que o processo de desgranulagdo dos mastocitos ocorre na
superficie dos mesmos por interagdes eletrostaticas entre as cargas positivas do
polication e cargas negativas da membrana plasmatica destas células. A
neutralizac8o dos grupos carregados positivamente dos polications pelos
polignions pode ser explicado se tais compostos, apos ligarem-se ao mastocito,
competirem com 08 polications peios sitios anidnicos. Nesse caso,
assumiriamos que os polications interagem com proteinas anidnicas especificas
na membrana dos masidcitos ativando-0os e induzindo a desgranulacic dos
mesmos. Alternativamente, os policdtions poderiam interagir com sitios
anibnicos de outras células presentes no lavado peritoneal (macréfagos,
leucdcitos  polimorfonucleares, ceélulas mononucleares) determinando a

liberacdo de substéncias capazes de, indiretamente, ativar mastécitos.
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Atraves do emprego de hidrolases especificas para cada
glicosaminoglicano (heparitinase |, heparitinase il, heparinase e condroitinase
AC), investigamos a possibilidade que um (ou mais) tipos de
glicosaminoglicanos atuasse como um “receptor” de proteinas catidnicas. Esta
hipbtese foi aventada baseando-se em estudos realizados em nosso laboratério
mostrando que a polilisina causa agregacdo plaquetaria (MARCONDES et al.,
1993) por interagbes elefrostaticas especificas com o sulfato de condrotina que
reveste as membranas plaguetarias (DONATO et al., 1994, 1996). Em outras
palavras, o sulfato de condroilina representa o “receptor” para substancias
catibnicas em plaquetas. Entretanto, descartamos a possibilidade qﬁe a
heparing e o sulfato de heparan atuem como sitios de aco da poliarginina (ou
poliisina} em mastdcitos de rato visto que o pré-tratamento dos mesmos com as
respectivas enzimas (heparinase, heparitinase | e heparitinase I} foi ineficaz em
reduzir a liberagdo de [“C]5-HT. Com relacdo & condroitinase AC, verificamos
que a mesma determinou pequena inibigio da liberagdo de [“*CJ5-HT induzida
pela polilising, mas néo pela poliarginina. isto ndo é, provavelmente, decorrente
de utilizac8o de concentragfes baixas da condroitinase AC uma vez que
concentragdes muito menores (aproximadamente 1000 vezes) desta enzima sdo
requeridas para inibir a2 agregagao plaquetaria induzida pela polilisina
{(DONATO et al., 1994, 1996). Em visia disso, acreditamos que a inibigdo
causada pela condroitinase AC sobre a resposta liberadora de [“CJ5-HT da

polilisina ndo tenha carater relevante. Em face desses resultados, é provével
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gue residuos de acido sidlico presentes na superficie dos mastdcitos sejam os
principais responsaveis pela ligacdo dos polications a membrana de tais células.
De fato, foi demonstrado que a liberagdo de histamina induzida pelo composto
48/80, substancia de natureza policationica, depende do conteldo de residuos
acido sidlico ligado as membranas dos mastocitos (ADAMCZYK-ENGELMANN
& BADER, 1989} visto que o tratamento destas células com neuraminidase
tormnam as mesmas menos sensiveis a substéncias catibnicas (BAXTER &
ADAMIK, 1978).

0O actmulo de AMP ciclico ou GMP ciclico em certos tipos celulares {ou
elementos sanguineos) tais como ¢ endotélio, célula muscular lisa e plaquetas
determina inibicdo da adesfo e agregacdo plaquetaria e vasodilatacdo
{MONCADA, 1892). Ambos os mensageiros diminuem a disponibilidade
intracelular de célcio sendo esta uma das principais razdes pelas quais evocam
os efeitos referidos acima. Na agregacdo plaguetaria induzida pela polilisina,
observou-se que tanto o iloprost (andlogo estavel da prostaciclina; ativador da
adenil ciclase; GORMAN et al., 1977, TATESON et al., 1977) como o
nitroprussiato de sbédio (doador de Oxido nitrico; ativador da guanil ciciase
solivel; RAPOPORT et al., 1983) inibem este efeito (MARCONDES et al,
1993). Isto sugeriu aos autores que o acimuio de AMPc e GMPc inibe o efeito
da polilisina em plaquetas por (i) diminuigio do calcio intracelular (e nesse caso,
assume-se que a ligacdo do polication ao sitio anidnico induz liberagdo

intracelular de caicio) e i) modulagdo da expressfio de sitios anibnicos na
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membrana plaquetaria. Entretanto, em concentracdes relativamente elevadas, o
floprost {50 pM) e o nitroprussiato de sédio (1 mM) foram incapazes de inibir a
liberagdo de ["CI5-HT induzida pela poliarginina. Isto indica provavelmente que
0 AMPc e GMPc ndo modulam a agdo de proteinas catidnicas em mastécitos,
embora sejam mediadores importantes para outros agonistas (HOLGATE et al |
1980; CHURCH et at., 1986; SALVEMINI et al., 1991). Além disso, a incubagio
dos mastocitos em banho de gelo ndo modificaram a resposta liberadora de
[“CI5-HT dos policétions. Portanto, podemos sugerir que, ao contrario de
plaquetas (MARCONDES et al., 1993), o0 mecanismo de ativagdo dos mastécitos
por proteinas catidnicas & “inespecifico” (citotdxico), provaveimente irreversivel,
sendo que a magnitude dos efeitos dependem da densidade de residuos
catibnicos e do tempo que iais compostos interagem com o0s mastdcitos.
Conclusbes semethantes foram relatadas sobre o efeito de polications sintéticos
em células endoteliais de veia umbelical humana (MORGAN et al., 1988). Visto
gue polications sdo polimeros encontrados no organismo e liberados
principaimente por plaguetas ou leucocitos ativados (PETERSON et al., 1985,
TETTA et al., 1985, CAMUSSI ot al., 1988), podemos avaliar as consequéncias
deletérias da liberacdo destas substdncias no organismo como, por exempio,
perda do endotélio cerebral (NAGY et al, 1983}, proteindria aguda
{HUNSICKER et al.,, 1981) e danos vasculares glomerulares (BARNES et al,,

1984 BARNES & VENKATACHALAM, 1984}, Nesse sentido, o desenvolvimento
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de anaioges de heparina desprovidos de atividade anti-coagulante seria de

grande utilidade como potenciais drogas antiinflamatérias.



5. CONCLUSOES
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1) A poliarginina e polilisina causam liberagéo de ['*C15-HT dependente da dose

e do peso moiecular, mas independente da forma enantiomeérica.

2) A heparina e o sulfato de dermatan inibiram significativamente a liberagio de
["C15-HT induzida pela poliarginina indicando que tal efeito é dependente do

conteudo catidnico do polication empregado,

3) O iloprost @ o nitroprussiato de sodio néo modificaram a liberacdo de [“CJ5-
HT induzida pela poliarginina indicando que o AMPc e GMPc ndo modulam a

desgranulacéo de mastécitos induzido por polications.

4) O sulfato de heparan, heparina e sulfato de condroitina ndo séo

provaveimente os sitios de agdo dos polications em mastocitos.

5) A liberago de ["'C)5-HT em resposta & poliarginina foi de mesma magnitude

quando a suspenso de mastdcitos foi incubada a 0°C ou 37°C.

6) O mecanismo de liberacdo de ['“CI5-HT de mastéeitos de ratos em resposta a
policétions ocorre de mode inespecifico, citotdxico, sendo que tais efeitos
dependem da densidade de residuos catibnicos e, provaveimente, do tempo

que tais compostos interagem com 08 mastocitos.
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7. ABSTRACT

Basic polyaminoacids such as pelylysine and polyarginine produce a
variety of biological effects including increase in vascular permeability,
leucocytic infiltration, lung infllammation, platelet aggregation and mast cell
activation. In this study we have further investigated the mechanisms invoived in
the mast cell degranulation induced by polyarginine and polylysine using
isolated rat peritoneal mast cells.

Mast cells of 10 male Wistar rats (200 - 300 g) were obtained by the
injection of Krebs-Ringer Phosphate solution (KRP} into peritoneal cavity. The
fluid was withdrawn and centrifuged at 300 g for 5 min at room temperaature.
The cell suspension was washed twice in KRP and incubated with 40 nCi/ml of
[“CI5-HT at 37°C by 60 min. The cells were then washed three times in KRP.
Aliquots of the peritoneal cell suspension were warmed at 37°C for 20 min. The
stimulus were added to the suspension. The celis were then centrifuged (300 g,
10 min) aand the supematant removed for [*C]5-HT determination. The ["“C]5-
HT concentrations (%) was determined by measuring the radicactivity in a y
counter. Poly-L-arginine caused a dose-dependent [‘C]5-HT release (139.2 kD;
11 + 5, 67 + 4.4 and 70.4 + 0.6% for 0.01, 0.1 and 1 uM, respectively; n = 4).
Similar responses were observed for either poly-D-lysine (94.9 kD; 4 + 0.6, 28 +
6 and 41 + 14 for 0.01, 0.1 and 1 uM, respectively; n = 4) and poly-L-lysine (80.4

kD; 30 + 1 and 61 = 3.3% for 0.1 and 1uM, respectively; n=12). The
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polyarginine-induced "CI5-HT release was also dependent on the molecular
weight of the polycation (5 £ 2 and 27 + 7% for 11.6 kD and 138.3 kD,
respectively; n = 6). Heparin (15 - 250 U/ml) and dermatan suifate (0.1 mg / mi)
virtually abolished the [14C] 5-HT release induced by polyarginine. In contrast,
the enzymes chondroitinase AC, heparitinase i, heparitinase Il and heparinase
had no effect on the polyarginine-induced {14C] 5-HT release.

As opposed to platelets (Donato et al, 1984, 1996), the mast cell
membrane proteoglycans are not potential receptors for polycation-induced

[“CI5-HT reiease.



