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RESUMO

A ativacao de mastocitos induzida pela lectina de mucu

na de carogo (Dioclea grandiflora Mart.) mostrou-se dependente

da concentragao. A concentragao usada para provocar uma degra
nulagdo maxima foi 50ug/ml. Comparadas as atividades da concava

lina A e da lectina de Phaseolus vulgaris cv."Processor"com a

da lectina de Dioclea grandiflora Mart., esta Gltima, em iden

ticas concentracdes, foi a menos ativa,

Para explicar a ativagao dos mastScitos pela lectina de
Dioclea grandiflora admitiu-se que a lectina se ligaria aos re

siduos de carboidratos da porcao Fc da molécula de IgE fixada
3 membrana do mastocito. Esta hipotese teve o suporte experi
mental dos resultados mais intensos da exocitose de granulos
de mastbcitos de animais mais velhos provocada pela lectina,co
mo tambem naqueles que tinham sido previamente imunizados com

antigeno n3o relacionado a lectina.

‘A participacao da energia metabdlica no processo de-ati

vacdo dos mastocitos induzido pela lectina de D.grandiflora foi

verificada com o uso de inibidores metabdlicos em analogia com
0 que acontece na ativagdo induzida nas mesmas células pela re
acdo do antigeno com o anticorpo. Os resultados mostram que O
fornecimento de energia metabdlica (vias anaerdbica ou aerdbi
ca) ao ser inibido impedia a exocitose de granulos de mastéqi
tos induzida pela. lectina de Dioclea grandiflora. Foram usados

os seguintes inibidores com: as respectivés concentragoes que
induziram 50% de inibig@o (Igg.): 2,4-dinitro fenol(Igyg=11uM;
oligomicina (Igye = 0,12 wM); rotenona (Igye, = 0,11 uM); anti
micina A (Igpg = 0,02 uM); cianeto de potassio (150% = 16 uM),

A inibigao da degranulagdo dos mastdcitos pode ser re

vertida por glicose em presenga de 2,4-dinitro fenol e por su

xii
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ccinato em presenca de rotenona. No caso da glicose faz-se cla
ro que a energia metabdlica, necessiria 3 modulagao do proces
so de degranulagdo de mastocitos induzida por lectina foi for
necida pela via glicolitica. No caso do succinato, a energia
metabdlica foi oriunda da via aerdbica uma vez que O succinato
forneceu equivalente de 6xido redugdo 3 cadeia respiratdoria em
local posterior ao da inibicao provocada pela rotenona. Isto pos
sibilitou o funcionamento da mesma cadeia com um rendimento de
2 ATPs, que foi suficiente para liberar a quantidade de ener
gia indispensavel a degranulagao dos mastocitos induzida pela
lectina, mesmo em presengca da rotenona.



ABSTRACT

The induction of mast cell activation by mucuna lectin
was studied. Mast cell activation induced by the lectin from

"mucuna de caroco" (Dioclea grandiflora Mart.) depends on the

lectin concentration - the dose-response was always induced by
50 ug/ml. Comparing mast cell activation promoted by equal

concentrations of lectin of Phaseolus wvulgaris cv. Processor

and concanavalin A, Dioclea grandiflora lectin induced actvaton

was lower.

To explain the lectin induced mast cell activation, the
IgE mediation hypothesis was assumed to operate through the
binding of the lectin to the carbohydrate portion in the Fc
region of the IgE molecule. This hypothesis is supported by
the results cofrelating mast cell activation to the»animal age
and to the high levels of IgE induced by antigens not related

to the lectins.

The participation of metabolic energy during the process

of cellular activation induced by the lectin of Dioclea gran-

diflora was studied using metabolic inhibitors. The results
were compared to those obtained with antigen antibody induced
mast cell activation. The inhibition of the aerobic or anaerobic
pathway is accompanied by the loss of ability of the lectin to
induce mast cell activation. The following inhibitors with
their respective con :ntrations that induced 50% inhibition
(ISO%) were used: 2,=—dinitrophenol,150%:lluM;oligomycin,Iso%:

0,12uM; rotenone, 150%:0,lluM; antimycin A, I 0,12 nM;

50%°
potassium cyanide, 150%:16uM.

The inhibition of the mast cell activation by 2,4-DNP
was reversed by glucose and that by rotenone was reversed by
succinate. The former result indicates that the source of

xiv
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metabolic energy is the glycolytic pathway and the latter is
the electron transport chain coupled to ATP synthesis. After
the blockage point of rotenone, when the oxidation/reduction
equivalents from succinate are transferred to the electron
trahsport chain there is a net gain of 2 ATP. It seems that
this quantity of energy is sufficient to promote the mast
cell activation induced by the lectin.



1 - INTRODUCAO

Os mastocitos sao células secretoras que liberam aminas
vasopressoras com prévia degranulacdo em resposta a numerosos
estimulos especificos, fato que lhes tem valido a utilizacdo

como modélo interessante no estudo dos fenSmenos de secrecgao.

Um sem numero de compostos de estruturas guimicas varia
das tém sido utilizado para induzir a expulsdo de granulos e
liberagao de aminas vasopressoras dos mastdcitos. Estes agen
tes degranuladores dos mastocitos comumente empregados incluem
a concanavalina A (Con A); dextranas; composto 48/80; as anafi
latoxinas (C3a, Cyy © CSa); adenosina trifosfato; proteinas de
granulos lisossomiais; polimixina B e iondforo de calcio
A23187. Alem destas, outras substancias conduzindo & degranula
cao de mastdcitos tém sido examinadas incluindo proteinas ca
tidnicas de leucOcitos, succinnilcolina, D-tubocurare, narcoti
cos, anfotericina B e algumas enzimas, particularmente as en
contradas em veneno de cobra e abelha (ver PATON, 1957; SELYE,
1965; ROTHSCHILD, 1966 e MORRISON e HENSON, 1978).

O emprego de lectinas, principalmente da Con A, no estu
do de fenomenos ligados a ativacao de mastdcitos tem merecido
particular atengao. Isto porque as lectinas tém se mostrado um
versatil instrumento no estudo de vaArios processos bioldgicos.
Evitando uma longa discussao sobre a adequagao do termo lecti
na citamos a bibliografia pertinente (BOYD e SHARPLEIGH, 1954;
JAFFE, 1969; GOLD e BALDING, 1975; LIENER, 1976a) e apresenta
mos a definicao que, sobre as mesmas, foi dada por GOLDSTEIN
et al. (1980): lectinas sao proteinas ou glicoproteinas, de
origem n3ao imune, que fixam aéﬁcar e aglutinam ou precipitam
glicoconjugados. Estas substancias ainda devem possuir dois si

a

tios de ligacdo para aglcar, aglutinar células vegetais e ani

h 4
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mais e precipitar polissacaridios, glicoproteinas ou glicolipi
dios.

HA uma dificuldade suplementar para uma definicgao preci
sa do que seja lectina, em consequéncia de um nUmero crescente
de estudos feitos com as mesmas, O0s gquais levam constantemente
a descobertas de novas propriedades. Entre essas propriedades,
podemos destacar: aglutinagao de eritrdcitos; aglutinagdo de
células malignas; indugao de mitose em linfdcitos;  interagdo
com sacaridios constituintes de membranas celulares; ligagao
de aglcares; toxidade em animais; inibigdo da sintese de pro
teinas; indugdo de secregao de aminas vasopressoras de mastdci
tos e baso6filos e indugcao de degranulacdo de mastdocitos (BOYD,
1963; JAFFE, 1969; BIDDLE et al., 1970; SELA et al., 1970;TOMS
e WESTERN, 1971; SHARON e LIS, 1972; LIS e SHARON, 1973;0LSNES

et al., 1974; SIRAGANIAN e SIRAGANIAN, 1974; SHARON et al.s
1974; JAFFE e GOMEZ, 1975; MANEN, 1975; SULLIVAN et al., 1975;
LIENER, 1976a; LIENER, 1976b; GASPERI-CAMPANI et al., 1977;

OLSNES e PIHL, 1978; PUSZTAI et al., 1979; SILVA-LIMA et al.,
1980; ENNIS et al., 1981; LIS e SHARON, 1981; PUSZTAI, 1981;
SILVA-LIMA et al., 1981).

A lectina concanavalina A de feijao de porco (Canavalia

ensiformis) tem sido bastante estudada no que diz respeito a

ativacao dos mastocitos, iniciando a mesma sequéncia de even
tos decorrentes da reagao do antigeno com o anticorpo.Foi evi
denciado que a concanavalina A iniciava a degranulacao de mas
tocitos em animais com niveis aumentados de IgE, mas nao nague
les com niveis normais ou baixos (KELLER, 1973). Esta observa
cao levou & sugestao de que a Con A agiria por ligagao cruzada
sobre os residuos de acficar das moléculas de IgE. A  sugestdo
de que a Con A age através de IgE tem sido confirmado com a de
monstragao de que a agao da Con A & inibida por anticorpos di
rigidos contra a porgao Fc da IgE (MAGRO, 1974). Além disso, a
reacao de liberacao de histamina pela Con A requer a presencga

de calcio e a utilizagao de energia celular e & inibida por au



mento de AMP ciclico (SULLIVAN et al., 1975).

O efeito da concanavalina A sobre mastOcitos de rato
tem sido um outro objeto de numerosas referencias conflitantes
na literatura. Numerosos autores tém afirmado que a lectina &
ineficiente, a menos que células sejam obtidas de animais sen
sibilizados ativamente (KELLER, 1973) ou o meio de incubaggo
seja suplementado com fosfatidil serina (PS) exdgeno (SULLIVAN
et al., 1975; BAXTER e ADAMIK, 1978; LANSMAN e COCHRANE,1980).
Outros pésquisadores tém obtido pronunciadas respostas de célu
las nao sensibilizadas na auséncia de PS (BACH e BRASHLER,1975
SUGIYAMA et al., 1975; LAWSON et al., 1978; SHORES e MONGAR,
1980] .

Por outro lado, SIRAGANIAN e STRAGANIAN (1974) observa
ram que o efeito da concanavalina A sobre mastdcitos de camun
dongo & diferente quando comparado ao efeito provocado pela
mesma sobre outros tipos de células de diferentes espécies ani

mais como tambem de mastdocitos de rato.

Alé2m da Con A BACH e BRASHER (1975}, estudando o efei
to das lectinas de germe de trigo (Triticum wvulgaris), de mamo

na (Ricinus communis) e de soja (Glycine max) sobre células pe

ritoneais de rato observaram que as mesmas produziram libera

cao de histamina dependente de dose.

LANSMAN e COCHRANE (1980) também demonstraram em mastd
citos de rato, que a lectina de germe de trigo(Triticum vulga-

ris) foi ativa tanto na presengca quanto na auséncia de calcio
extracelular. Entretanto, isto foi contraditdrio com as obser
vacoes de LAWSON et al., (1978) os quais tinham observado que
a lectina era totalmente ineficiente em ambas as condigOes.
Alem disso, ENNIS et al., (1981}, estudando o efeito de 1lecti

nas extraidas de Triticum vulgaris, Lens culinaris e Canavalia

ensiformis sobre mastocitos de diferentes origens tissulares

como tambem de diferentes espécies animais observaram gque as

células responderam de modo diferente diante dos indutores uti



lizados.

Encontramos ainda numerosas conclusdes conflitantes na
literatura, no que tange 3 ativagao dos mastdcitos advindas
talvez dos diferentes métodos de estudos utilizados, da 1linha
gem dos animais usados bem como de seu estado de sensibiliza
cao natural e do grau de pureza da preparacao de cada lectina
(KELLER, 1973 e SHORES e MONGAR, 1980).

Atualmente, apesar do conhecimento que se tem sobre a
Con A e do interesse despertado nos fltimos anos pelas lecti
nas, visando uma compreensao dos grandes problemas da biologia
moderna (imunologia, cdncer, papel e estrutura superficial da
membrana citoplasmidtica, regulagao de gens de células eucarid
ticas), o efeito de outras lectinas como indutoras da degranu
lagao e liberagdo de histamina de células, tem sido menos  am

plamente explorado.

Recentemente, estudos preliminares com fracoes protei
cas contendo lectinas e lectinas obtidas por cromatografia de

afinidade de sementes de Artocarpus integrifolia var. mole,

Canavalia brasiliensis, Dioclea grandiflora e Dioclea sclero-

carpa foram feitos por SILVA-LIMA et al. (1980) no que tange 3
capacidade das mesmas de induzir a degranulagao de mastdcitos
peritoneais de camundongos. SILVA-LIMA et al. (1981), utilizan

do a lectina de Dioclea grandiflora ja isolada por cromatogra

fia de afinidade em coluna de Sephadex G-50 comprovaram que a
lectina foi capaz de induzir a degranulacdao de mastdcitos peri
toneais de camundongo e que o 2,4-dinitro fenol, agente desaco
plador da fosforilagao oxidativa, inibiu a degranulacao de mas

tocitos induzida pela mesma lectina.

A lectina de Phaseolus vulgaris cv. "Processor" foi ou
tra lectina utilizada por SILVA-LIMA et al. (1981). Estudando

a alergenicidade e degranulacao de mastdcitos produzidas pela

lectina os autores chegaram a resultados que sugeriram simila
ridade entre o mecanismo da ativagao e secregao de granulos de

mastocitos induzido tanto por antigeno gquanto pela lectina.



O efeito inibidor de diferentes aglcares foi  testado
sobre a ativagdo de mastocitos induzida por lectinas. BENEVI
DES et al. (1980), usando a fragdo albuminica de mucund e con
canavalina A bem como SILVA-LIMA et al. (1981),utilizando lec
tina isolada de sementes de mucuna, verificaram que a ativa
cao de mastdcitos induzida pela fragao proteica contendo 1lec
tina e pelas lectinas acima mencionadas era inibida desde que
determinadas concentracoes de diferentes aglcares(alfa-metil-
D-manosidio, glicose, frutose e manose) estivessem presentes
no meio de incubagao. Dentro do mesmo contexto, HORTA-BARROS
(1982) , mostrou que a atividade hemaglutinante da lectina de

D. grandiflora também foi inibida por glicose, manose e fruto

se. Contrariamente, inibicao nao significativa da degranula
cao de mastOcitos induzida pela lectina de Phaseolus vulgaris
cv. "Processor", foi verificada por SILVA-LIMA et al. (1981)

guando a glicose estava presente no meio de incubagdo. No en
tanto, a fetuina que & uma glicoproteina foi utilizada pelos
mesmos autores e mostrou-se capaz de inibir a degranulacao de
mastdcitos, concordando com os resultados de inibicao da hema
glutinacdo (PUSZTAI e WATT, 1974).

bas diferentes vias pelas quais mastOcitos e seus ana
logos circulantes, os leucdcitos bas6filos, podem ser estimu
lados a secretar granulos contendo histamina, como ja visto,
pelo menos um dos mecanismos importantes fisiologicamente (ou
fisiopafologicamente) e o mediado por IgE. Sabe-se que tanto
os mastdocitos quanto os basd6filos, possuem receptores de mem
brana que se ligam especificamente ao chamado anticorpo homo
citotropico conhecido agora como IgE. Existem cerca de 1 a
5 x 10° receptores de IgE por célula (METZGER e BACH, 1978) e
a ligacdo do anticorpo IgE ao seu receptor celular nao parece
influenciar a ativacado da cdlula. Realmente os mastOcitos tem
varios graus de saturacdo de seus receptores de IgE dependen

do do nivel de IgE circulante.

O mecanismo inicial da indugao de mastScitos ou leucd

citos basdfilos através de IgE, para secretar granulos conten



do histamina também tem sido visto quando da utilizagao de lec
tinas e em particular a Con A (KELLER 1973) e tem sido eviden
ciada uma acdo sobre essas cé@lulas comparavel em seus efeitos
d da reagao Ag/Ab. E compardvel e nao idéntico porque enquanto
o antigeno reage com o anticorpo IgE através de sitios especi
ficos, admite-se que as lectinas agem através de residuos de
carboidratos existentes na porcao Fc da molécula de IgE (MAGRO
1974) . Contudo, devemos ressaltar a necessidade de uma ponte
de ligagdo entre moléculas de IgE adjacentes para que o proces
so secretorio de mastdcitos ou basdofilos possa ser desencadea
do. A necessidade desta ponte de ligacao (FIGURA 1l)citadas por

FOREMAN (1980) €& expressa no resumo a seguir:

1) Antigenos monovalentes combinam-se com apenas um dos
dois sitios de ligacdo para antigenos gue cada molécula de IgE
possui (FIGURA 1 A) e isto nao deve levar no final & ativagao
da célula e secrecao. Para ser eficaz um antigeno precisa ser
divalente ou multivalente,. uma observacao que pode ser inter
pretada em termos de ponte de ligacao para antigeno entre uma
tnica molécula (FIGURA 1 B) ou moléculas de IgE adjacentes (FI
GURA 1 C);

2) Anticorpos (anti-IgE)} dirigidos & porcao Fc da molé
cula de IgE fazem ligagOes cruzadas entre as moléculas de IgE

adjacentes e induzem a secregcdo da célula (FIGURA 1 D);

3) ‘A concanavalina A liga-se a residuos de carboidratos
da regido Fc da molécula de IgE fazendo, desse modo, ligagdes
cruzadas entre moléculas de IgE adjacentes e induzindo a secre
cao da celula (FIGURA 1 E};

4) Moléculas de IgE gquimicamente dimerizadas adiciona
das ao fluido extracelular ligam-se aos receptores de IgE deso.
cupados na superficie da célula, induzindo ligagdes cruzadas
entre receptores de IgE e consequente secrecao da célula (FIGU
RA 1 F);

5] O receptor de IgE, obtido de basdfilo de rato leucé
mico, foi isolado e purificado. E uma glicoproteina com um pe
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so molecular de cerca de 80.000 e um anticorpo foi preparado
contra a mesma. O anticorpo antireceptor (uma IgE) é divalente
e pode fazer ligacdes cruzadas de receptores adjacentes para
IgE na membrana celular. O antireceptor estimula a secrecao da
célula (FIGURA 1 G).

A FIGURA 2 mostra um sumario diagramatico dos eventos
gue ocorrem na membrana, considerados como estando envolvidos
na ativagao de mastbcitos para liberagdo de histamina, propos
to por AXELROD et al. e citado por FOREMAN (1980). Estes auto
res propuseram que a ligagcao cruzada de receptores de IgE em
mastbcitos inicia uma sequéncia de metabolismo fosfolipidico da
membrana e ativacao enzimdtica que resulta na formagao de ca -
nais para o calcio. O evento inicial & a descarboxilacgao da
fosfatidilserina (PS) feita pela fosfatidilserina descarboxila
se dando fosfatidiletanolamina (PE) que & entao metilada por
uma fosfatidiletanolamina metiltransferase I dependente de mag
nésio para produzir um derivado o fosfatidil-N-monometiletanol
amina. Uma segunda metiltransferase II converte o metilderiva
do da fosfatidiletanolamina em fosfatidilcolina (PC) que serve
como um substrato para uma fosfolipase A, da membrana. A 1liso
fosfatidilcolina (Lyso PC) produzida & entao considerada como
sendo responsavel pela abertura de um canal para o calcio. Pou
co se conhece a respeito dos eventos que ocorrem apds a entra

da do calcio além de que eles requerem uma fonte de ATP.

A evidéncia para o papel da energia metabblica na libe
ragao‘de histamina foi apresentada em primeiro lugar por
PARROT (1942), o qual descobriu que anoxia inibia a liberacao
de histamina anafildtica em tecidos de cobaia. A energia meta
bdlica podia ser proveniente da via glicolitica ou da sintese
de ATP acoplada aos trés diferentes sitios da cadeia respiratd
ria (FIGURA 3). Estudos posteriores utilizando-se glicose fo
ram realizados para reverter a acao inibidora da anoxia,do cia
neto e 2,4-dinitro fenol na Iiberagﬁo de histamina de tecido
de rato induzida pelo composto 48/80 ou reacao antigeno anti
corpo (DIAMANT e UVNAS, 1961; PROUVOST-DANON e MOUSSATCHE 1961;
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FIGURA 3 - Cadeia respiratoria: substratos, sitios de acoplamento e inibidores
(BERKALOFF et al., 1978).
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ROTHSCHILD et al., 1961; DIAMANT, 1962b). Este efeito da glico
se pode ser anulado por florizina, um. inibidor do transporte
de glicose (DIAMANT, 1962a). Destes e de outros estudos, con
cluiu-se que a liberacdo de histamina nd3o citotdxica de mastd
citos e um processo dependente de energia, a qual pode ser man
tida por reagdes fornecedoras de energia glicolitica (anaerdbi

ca) ou.oxidativa (aerdbica).

PETERSON (1974), observou que a liberacdao de histamina
de mastocitos de rato incubados em meio livre de glicose € mais
susceptivel aos inibidores do metabolismo oxidativo, tal como
a antimicina A, do que a liberagdo de células em meio contendo
glicose. A glicose (0,5 mM) tem sido demonstrada ser capaz de
manter niveis de ATP em mast8citos através da glicélise anaerd
bica sob condigoes de anoxia. O mesmo autor também verificou
que a capacidade dos mastdcitos de rato de liberar histamina
quando expostos ao composto 48/80, produto da condensacao do
p-metoxi-fenetil-metilamina com o aldeido fdrmico (BALTZLY et
al., 1949), & correlacionada com seu contelido de ATP e que pra
ticamente nenhuma histamina pode ser liberada de células em
que o contetido de ATP tenha sido reduzido para aproximadamente
252 do valor original. De outro modo, um contefido de ATP de
aproximadamente 75% do nivel original & suficiente para dar o

maximo de liberacdo de histamina.

‘ Outras substdncias inibidoras da sintese de ATP tém si
dd utilizadas tal como a oligomicina que provocou inibicao da
liberagcdo de histamina induzida pelo composto 48/80 de mastéci
tos de rato, apds rédugEo no conteiido de ATP (JOHANSEN e
CHAKRAVARTY, 1972) e a 2-desoxiglicose, um inibidor da via gli
colitica, reduz o contefido de ATP de mastdcitos com concomitan
te supressao da resposta para o antigeno ou composto 48/80-
(JOHANSEN e CHAKRAVARTY, 1975). Portanto, a energia metabdlica
proveniente do ATP & necessdria d reacao secretora e esta uti
lizagao & intrinseca para os eventos bioguimicos da sequéncia

de reacOes que toma lugar durante a secregao.
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O presente trabalho tem como objetivo nao somente o es
tudo da ativacao dos mastocitos por lectina de semente de Dio-

clea grandiflora e sua analogia com a reagao do antigeno com

o0 anticorpo, como também a participacao da energia metabdlica

no referido processo de ativacao (exocitose) celular.



2 - MATERTAIS

2.1 - Animais

As experiéncias foram efetuadas utilizando-se camundon
gos albinos "Swiss" trazidos do Connaught Laboratories Limited
(Ontario-Canada) para os Laboratorios Alfa-Connlab do Brasil
S.A. (Fortaleza-Ceard) e mantidos em pequena colbnia no Depar
tamento de Biogquimica e Biologia Molecular (UFC-Fortaleza-Cea |

ra) .

2.2 - Lectinas

No presente trabalho foi utilizada a lectina (PIII) de

Dioclea grandiflora Mart. (mucuna de caroco) fornecida pelo

Dr. Renato Moreira e preparada segundo MOREIRA et al., 1982 e
HORTA-BARROS, 1982, de sementes provenientes de Maranguape

(Ceaxra) .

Foi também utilizada uma lectina (GLG3B) de sementes

de Phaseolus vulgaris cv. "Processor" procedentes de Hurst

Gunson Cooper Taber Ltd, fornecida gentilmente pelo Dr. Arpad
Pusztai (The Rowett Research Institute-Aberdeen, Escocia) e
preparada segundo PUSZTAI e WATT, 1974 e PUSZTAI e PALMER,
1977

2.3 - Reagentes

Antimicina A - Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA.

13
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Acido succinico - E. Merck, Darmstadt, Alemanha.

Ovalbumina 5 vezes cristalizada (90%), Serva, Heidel

berg, Alemanha Ocidental.
Azul de Toluidina O - E. Merck, Darmstadt, Alemanha.
Concanavalina A - Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA.

2,4-dinitro fenol - Eastman Organic Chemicals,Rochester,
N . Y L] ’ EUA L]

L (-) Acido malico - Sigma Chemical Co.,St.Louis,EUA.
Oligomicina A - Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA.
Rotenona - Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analiti

co e obtidos comercialmente.



3 - METODOS

3.1 - Obtencao gg_mastécitos

Na obtencdo de mastdcitos, certas precaugGes devem ser
tomadas para evitar o dano celular e para a obtencao de um
maior numero de células, uma vez que este quando comparado ao
de outras celulas do liguido peritoneal & bastante reduzido
(ARGYRIS e ASKONAS, 1968). Sabe-se que os mastocitos contri
buem com 2% das células do liquido peritoneal, sendo o resto,
composto de 25% de macrofagos tipicos, 25% de linfbcitos e
aproximadamente 50% de macrofagos mononucleares de tamanho mé

dio, dificeis de classificar.

Para obtencao de ﬁma boa percentagem de rendimento dos
mastocitos, procedemos da seguinte maneira: apos exsanguina
mento dos camundongos a pele da regiao abdominal & retirada
tornando mais facil a injecdo intraperitoneal de 2ml do meio
de Ringer-Barron (BARRON et al., 1948). Esta solucao (C) e
preparada a partir de duas solucdes estoques (solugao A mais

solugao B):

SOLUCAO A:

NaCl ® 5 e 90 e 00900 e 00O Qe P EeEeO 1,4700M
KCl © ® 5 ® 58 05 0 ° ©° 9 0 e 8 9 © 0 P eSS O O 0,0436M

CaClz.szO ® ®# @ o @ P 0 9 O 8 5 08 @O " s 00 0’0120M
MgSO4U7H20 ® ® ® ® ° 9 0 ¢ 0 9 9 O O S s 0 0 00 0,0084M

- SOLUGAO B:
Tampao fosfato 0,5 M (K,HPO, + HC1l), pH 7,4.

SOLUCAO C:
EOIGENO. B . o svs v iioandieswpibs 8% V/V
So lug g-o B ® ® @ ® © ° O ® 9 9O O O " S O " " "0 4 % V/V

15
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A regiao abdominal dos camundongos deve ser massageada
firme mas delicadamente durante 4 minutos para que os mastoci
tos situados nas pregas mesent@ricas se tornem accessiveis den
tro do liguido peritoneal. Apds a massagem o liquido perito
neal & recolhido com a ajuda de pipeta Pasteur e reunido aos
liguidos peritoneais dos diversos camundongos. Este ligquido &
distribuido em tubos de centrifuga num volume de 2ml e. centri
fugado em centrifuga clinica (I.E.C.) modelo CL A4487X-7 de
2.000-2.500 r.p.m. durante 2 minutos, repetindo-se as lavagens
4 vezes com 2ml de Ringer-Barron. Apos a ultima lavagem, o sO
brenadante & desprezado e ao sedimento & adicionado um novo vo
lume de Ringer-Barron, levando-se em conta o numero total de
tubos a serem usados na éxperiéncia como também o volume a ser
utilizado em cada tubo que & constante. O volume da suspensao
de mastocitos por tubo variou-de 160 a 190 ﬁl ségundo as adi

cOes posteriores de outros reagentes.

3.2 - Sensibilizacdo ativa de mastOcitos peritoneais

A sensibilizacao ativa de mastocitos peritoneais de ca
mundongo foi obtida pela imunizacao de camundongos "Swiss"adul
tos (6 semanas) com uma injegdo subcutdnea (0,5 ml/camundongo
de 20g) de uma mistura de antigeno e adjuvante. O uso de adju
vante inerte tem sido demonstrado sef importante para a sensi
bilizacdo de camundongos (MALKiEL e HARGIS, 1959 e VAZ e PEL
XOTO, 1963). Em nossos experimentos, a sensibilizacdo de mastd
citos peritoneais foi obtida, 14 dias apds injecao subcutanea
de 10ug de ovalbumina (Serva 5X crist.) associadas a 1lmg de
gel de hidroxido de aluminio (PROUVOST-DANON et al., 1966).
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3.3 - Preparacao do adjuvante

0 adjuvante usado foi o gel de hidroxido de aluminio
(A1(OH) ;) preparado segundo PROUVOST-DANON et al.(1966) e a

sua sequéncia de preparacdo estad descrita a segquir:

15g de sulfato de amdnio e aluminio (A1NH, (SO,) ,.12H,0),
sao dissolvidas em 180ml de agua e em seguida 75ml de NaOH 1N
sdo gotejados nesta solugao que & deixada em repouso  durante
aproximadamente 24hs. para que ocorra a precipitacao &)Al(OH)j
segue-se uma centrifugacao a 4.000 r.p.m. (centrifuga JANETZKT
modélo T32c) durante 20 minutos. Ressuspender o precipitado em
agua para lavar, lentamente a fim de evitar grumos, tendo aigv
da o cuidado de fazer uma boa homogeneizagao. Deve-se  proces
sar 5 centrifugacoes para lavar o precipitado que se apresenta
finalmente como um gel homogéneo. O ultimo precipitado deve
ser ressuspenso em um minimo de agua mas que seja suficiente
para ser pipetavel, geralmente isto & conseguidd com um volume
de aproximadamente 15ml. Da suspensao final tomar 1lml e deter
minar o péso seco, colocando-se na estufa a 100°C durante 24 a
48 horas, Conhecido o péso seco, ajustar a concentragao final
do gel de A1(OH)5; a 50 ou 60mg/ml que tem uma consisténcia ide

al para o bom emprégo como adjuvante.

3.4 - Degranulacao de mastocitos peritoneais in vitro

3.4.1 - Termoequilibrio

ApOs termos obtido os mastdcitos ja numa  concentragao
maior em relagcao a inicial (ressuspensos em menor volume de
Ringer-Barron do que o inicial) 160 a 190ul da suspensao foram

adicionados por tubo, de acordo com as adigOes posteriores. A
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. o
seguir os mesmos tubos foram levados ao banho-maria a 37°C du

rante 10 minutos.

Utilizamos este tempo de termoequilibrio, levando em
conta que nas interacoes de antigeno com anticorpo (tipo IgE)
ligados a mastdcitos, a reagdao de degranulagao € completa den
tro de 1 a 2 minutos a 37°C e que esta reagao e dependente de
temperatura, sendo inibida em temperaturas abaixo de 12°C e im
pedida por pretratamentos das celulas, a 45°C, Dessa forma im

punha-se o termoequilibrio préevio.

3.4.2 - Tempo de incubacao da lectina

ApdOs os 10 minutos do termoequilibrio e mantendo-se os
tubos no banho-maria a 37°C adicionou-se o antigeno (ovalbumi
na) ou a lectina deixando-os por mais 6 minutos (tempo de incu
bagao) . Este tempo de incubagdo para a lectina foi fixado apds
determinagao da cinética de degranulagao dos mastocitos (os tu
bos foram retirados do banho-maria e a reagao parada pela adi
cao do corante em tempos diferentes) induzida por lectina de
Dioclea grandiflora Mart. (FIGURA 4).

Fizemos esta cinética de degranulagdo, uma vez que subs
tancias como a concanavalina A e o composto 48/80 por exemplo,
induzem degranulagao maxima em tempos diferentes, isto & 6 mi
nutos para a Con A e 1 minuto para o composto 48/80.Concluimos
que o tempo maximo requerido para a reagao de degranulacdo in

duzida pela lectina de Dioclea grandiflora é semelhante ao da

concanavalina A.

Quando outras substidncias estavam em estudo e por conse.
guinte presentes no meio de reagdo, o tempo total de incubagao

foi tambem de 6 minutos.



FIGURA 4 -

Cinética de degranulagao de mastécitos de camundon
go induzida pela lectina de Dioclea grandiflora
Mart.

A suspensao contendo mastbcitos foi obtida confor

me o descrito em METODOS. Apbs as trés centrifuga
¢Oes para lavagem, o precipitado final dos mastbci
tos foi suspenso em 2ml de Ringer-Barron e 190 ul
desta suspensao foram adicionados d 10 tubos. Ao
tubo controle foi adicionado salina e aos demais

lectina de D. grandiflora na concentragao de 50

ug/ml. A seguir os tubos foram retirados individu
almente nos tempos indicados e a eles foram adicio
nados a solugéo.corante de azul toluidina. O tubo
controle foi retirado apds 60 minutos,admitindo-se
gque este representaria a degranulacdo espontanea
maxima, que foi de 5%. As demais operacdes,isto a,

contagem e calculo de percentagem de degranulagao

'estao indicadas em METODOS.
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3.4.3 - Parada da reagao

A reacio de degranulacdo dos mastdcitos foi parada apos
o tempo maximo necessdrio para que a lectina completasse a rea
cao de degranulagao, seguida da retirada dos tubos do banho-ma
ria e da adigio de 50pul de uma solugio corante de azul de to
luidina 0,1%.

3.4.4 - cColoragao

Os mastocitos peritoneais de camundongo apresentam-se
geralmente arredondados e com extrema abunddncia de granulos s
quais preenchem totalmente o citoplasma a ponto de frequente
mente impedirem a visibilidade do nucleo. Estes granulos sao
constituidos principalmente por glicoproteinas e coram-se meta
cromaticamente devido ao seu conteﬁdo.em mucopolissacaridios
sulfatados. Dessa maneira, a coloragdao dos mastocitos & obtida
30 minutos (tempo minimo) apds a adicdo de 50pl de uma solugdo
corante de azul de toluidina 0,1% o que devera perfazer um vo
lume final de 250ul em cada tubo, sendo a solucao corante cons

tituida de:

Azul de toluidina ..cccscsercee 0,1g

Formadldeida siaasewsesis.eedees s -28,0ml

Rl eotd BEEYIE0 avvesesmes fames 50,0ml

Acido acético glacial ,secccees 1,0ml

Agua . destilada q.8:iP. -wsnsens 100,0ml
3.4.5 - Contagem de mastocitos

Baseado no que foi descrito por PROUVOST-DANON et als
(1966) , observacao microscépica (ocular de 16X e objetiva de
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16X) e contagem (feita no minimo 2 vézes) diretas de mastoci
tos degranulados e nao degranulados foram feitas apos colora
c3o com uma solucdo fixadora de azul de toluidina 0,1%, ja re
ferida e em camara de Fuchs-Rosental. Esta possue uma area re
ticulada (FIGURA 5) de 16 mm?

pacidade e, portanto, de 3,2mm

e profundidade de 0,2mm. Sua ca
3 ¢ seu uso traz a vantagem de
comportar um volume adequado a contagem significativa das cé
lulas. Os mastbcitos nao degranulados (FIGURA 6) e os degranu
lados (FIGURA 7 A e B) foram sempre contados apds repouso da
cadmara cheia, por aproximadamente 5 minutos (tempo necessirio
para que as células sedimentem), nos 256 quadrados que compbe

o reticulo da camara.

Para evitar a contagem de um mastocito mais de uma
vez, foi adotada a seguinte regra: os mastocitos que tocam as
linhas limitrofes de determinado quadrado a esquerda e acima,
conta-mo-los neste quadrado; os que tocam a direita e abaixo
conta-mo—-los nos quadrados vizinhos.

Os resultados das contagens dos mastocitos foram anali

sados de acordo com as seguintes expressdes:

T = D + ND

onde

T = nimero total de mastocitos;

o
|

= numero de mastocitos degranulados;
ND= numero de mastocitos nao degranulados;

D%= percentagem de mastocitos degranulados;



FIGURA 5 - Reticulo de Fuchs-Rosenthal.
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FIGURA 6 -

’

Microfotografia de mastdcitos intactos aumenta
do 400 vezes. As condicoes de isolamento estao
descritas em METODOS. A suspensdo dos mastdci
tos foi submetida ao termoequilibrio durante
10 minutos adicionais apds o gque a solugcao de
azul de toluidina foi adicionada. A microfoto
grafia foi feita 30 minutos apds a adicao do

corante.
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FIGURA 7 - Microfotografia de mastocitos degranulados (au
mento 400 vezes): parcialmente (A) e completa
mente (B). As condigOes sao idénticas &ds da FI
GURA 6 diferindo apenas em que apds o termoe

quilibrio, a lectina de Dioclea grandiflora

(50 ug/ml) foi adicionada, seguindo-se um pe

riodo de incubagao de 6 minutos.
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DR$% = degranulagao real em percentagem;

DE% = percentagem de mastdcitos degranulados espon
taneamente;

I% = inibicao da degranulacao em percentagem;

DR%S/I = degranulagao real sem inibidor;

DR%C/ = degranulacao real com o inibidor.

3.5 - Degranulacao de mastOcitos peritoneais in vitro em pre—

senca de inibidores metabdlicos

3.5.1 - Inibidores da via anaerobica

O poder inibidor do fluoreto de sb6dio (inibidor da eno
lase) foi testado sobre a degranulacdo de mastScitos induzida

por lectina de D. grandiflora, nas condicOes ja descritas, di

ferindo apenas em que apds os 10 minutos do termoequilibrio
o NaF foi adicionado em concentracoes diferentes nos tubos
contendo os mastdcitos, salvo o controle que continha NaCl
0,9%. A seguir, estes tubos foram incubados. durante 5 minutos

ainda a 37°C quando entdo a lectina de D. grandiflora foi adi

cionada e deixada atuar nas condicdes ji descritas no item
38« 24
3.5.2 - TInibidores da via aerdbica

A influéncia do 2,4-dinitro fenol (desacoplador da fos
forilagao oxidativa), da oligomicina (inibidor do transporte
de elétrons acoplado a fosforilacdo) e de inibidores dos trés

diferentes sitios de formacao de ATP acoplada a cadeia mito
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condrial de transportadores de eletrons: rotenona (19 sitio);
antimicina A (29 sitio); cianeto de potassio (39 sitio), foi
verificada sobre a degranulacao de mastOcitos induzida por D.

grandiflora.

As condigOes foram as mesmas ja usadas com o NaF,sendo

o mesmo substituido pelos inibidores aqui mencionados.

A degranulagao espontdnea de mastdcitos foi controlada

em presenca e auséncia de cada um dos inibidores.

3.5.3 - Inibidores das vias anaerobica e aerobica simultane-

amente

A influéncia do fluoreto de sdodio (inibidor da  enola
se) e do 2,4-dinitro fenol (desacoplador da fosforilagao oxi
dativa) foi® testada simultaneamente sobre a degranulacao de

mastScitos induzida pela lectina de Dioclea grandiflora.

As condigoes foram as mesmas ja usadas para o NaF iso
ladamente sendo utilizada uma mistura dos dois inibidores aci
ma referidos, onde o 2,4-DNP foi mantido numa concentracao Fi
xa (100uM) e o fluoreto de sodio em concentragGes' variadas
(0,01 a 5mM).

. A degranulacao espont@nea de mastocitos foi controlada
em auséncia e presenca da mistura dos dois inibidores (NaF
5SmM e 2,4-DNP 100uM).

3.6 - Degranulacao de mastOocitos peritoneais in vitro:rever-

' sao da inibicao

A reversao da inibicao da degranulacdo induzida por
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2,4-dinitro fenol, rotenona e antimicina A em concentragbes fi
xas foi testada, utilizando-se certos metab6litos como a glico

se, succinato e ascorbato em concentracgoes fixas ou variadas.

ApSs o termoequilibrio, o inibidor em concentracao fixa
e o metabdlito em concentragao fixa ou variada foram adiciona
dos, seguindo-se uma incubagéo a 37°C durante 10 minutos para
a glicose e 5 minutos para o succinato e ascorbato e posterior
adicao da lectina de mucuna (50ug/ml). Decorridos 6 minutos
apos a adigéo da lectina, os tubos foram retirados do banho-ma
ria e procedemos a colorag&o e contagem como ja mencionado an
teriormente (3.4.4 e 3.4.5).

Foram feitos controles para verificar alem da degranula
cao espontdnea, a influéncia dos inibidores e metabdlitos  so

bre a integridade dos mastdcitos.



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A ativacdo dos mastdcitos pela lectina de Dioclea gran-

diflora sera aqui apresentada e discutida sob 2 aspectos:
1 - Mecanismo da ativacgao;

2 - Participacdo da energia metabdlica no mecanismo de

ativacao.

Os resultados apresentados na FIGURA 8 mostram a ativa
cdo (exocitose) dos mastocitos do liquido peritoneal de camun
dongo pela lectina de Dioclea grandiflora (A) comparada & ati
vagao péla lectina de Phaseolus vulgaris cv. "Processor" (B) e

pela lectina de Canavalia ensiformis (C). A exocitose induzida

pela lectina de mucunid (A) & dependente da concentracdo atd 50
ug/ml e a partir dai, ndo s6 ndo & aumentada como provoca dis
creta inibicao. Este resultado sugere qué a exocitose dos gré
nulos dos mastocitos ndao & devida a uma agao citotdxica inespe
cifica da lectina sobre os mastOcitos que acarretaria uma de

granulagao crescente com o aumento da concentracao.

A indugdo da exocitose de granulos de mastScitos perito
neais de camundongo, por lectina de Phaseolus vulgaris, estuda
da por SILVA-LIMA et al. (1981), no presente trabalho foi wuti
lizada para comparar a sua capacidade de produzir exocitose em
relagao & das outras duas lectinas (PIIT e Con A). Os resulta
dos mostraram dependéncia de concentracdo, o que reforca dados
semelhantes obtidos por SILVA-LIMA et al. (1981). Quanto a umé
possivel inibigao da exocitose de grdnulos de mastScitos provo
cada por altas concentragoes da lectina de P. vulgaris, nao
foi detectada uma vez que altas concentragoes da lectina provo

caram aglutinagoes das cé€lulas, impossibilitando conclusées

precisas. A lectina de P. vulgaris apresentou também uma ativa

28



FIGURA 8 ~ Efeito comparativo da indug¢do da exocitose de gr@nulos de mastdcitos
por tré&s diferentes lectinas: PIII, GLG3B e Con A.
A obtencdo dos mastocitos e condigoes de incubagdo, coloragao e con
tagem foram as mesmas referidas na legenda da FIGURA 4 e em METODOS, .
d excegao de que o te,mpd de incubagao dos mast8citos com as lectinas

foi fixado em 6 minutos. A  (@-@) PIII, B (O—Q) GLG3B e C (®—®)Con
Ao
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cao maior do que a da lectina de mucund e menor que a da Con A

A indugao da exocitose de granulos de mastdcitos de Vi
rias especies animais pela Con A tem sido objeto de extensas
investigacOes por diversos autores (KELLER, 1973; SIRAGANIAN e
SIRAGANIAN, 1974; SUGIYAMA et al., 1975; SULLIVAN et al.,1975;
LAWSON et al., 1978). No nosso trabalho a Con A foi utilizada
para comparar a sua capacidade de produzir exocitose em mastd
citos peritoneais de camundongo em relagdo a outras duas lectl
nas (de D. grandiflora e de P. vulgaris). Os resultados indi
cam também uma dependéncia de concentracdo (C). Podemos também

notar que a lectina induziu degranulagao até uma certa concen
tragao a partir da qual passou a provocar inibicdo. Estes dé
dos estdao em concordancia com agueles encontrados. por STIRAGA
NIAN e STIRAGANIAN (1974), os quais utilizaram a Con A para in
duzir a liberacao de histamina de células de cinco diferentes

especies animais. Vé-se ainda que a Con A exibiu uma ativacao

maior do que a das outras duas lectinas (D. grandiflora e ' P.

vulgaris) .

4.1 - Mecanismo de ativacao

A hipétese utilizada para explicar a ativagdo dos mastd
citos pelas lectinas foi a de que elas atuariam ligando-se aos
residuos de carboidratos da porcao Fc da molécula de IgE que
esta fixada a membrana do mastocito (METZGER e BACH, 1978). Co
mo suporte para esta hipOtese estao os resultados apresentados
por MAGRO (1974) em que a Con A agiria por ligacoes cruzadas
sobre os aglcares das moléculas de IgE e a necessidade de  um
alto teor de IgE fixados aos mastdocitos para que se pudesse
por em evidéncia a acao ativadora da lectina (KELLER, 1873)
Para abordar o aspecto da mediagdo da IgE na ativagao pela lec

tina de Dioclea grandiflora dois tipos de experiéncias foram



UFC
Caixa de texto


2

realizadas:

a) Agao da lectina em fungcao da idade do animal na su
posigcao de que o sistema imune e suas reagbes s3o mais solici
tados com o correr do tempo, aumentando assim o titulo de

IgEs inespecificas.

A TABEIA 1 mostra a acao da lectina de mucuni sobre
mastocitos peritoneais de camundongo de diferentes idades (45,
90 e 180 dias). Podemos observar que a intensidade da exocito
se de mastocitos foi dependente da idade do animal. Este re
sultado reforca a hipGtese da mediagdo da IgE na indugao da
exocitose pela lectina. Mais especificamente, acredita-se que
a imunoglobulina E facilitaria a agao da lectina por permitir
uma fixacdo da mesma aos carboidratos da fragdo Fc da IgE. O
fato de animais mais velhos apresentarem mastocitos mais sus
ceptiveis & ativacdao induzida pela lectina, faz supor que es
tes animais possuiriam um titulo de IgE inespecifica fixada
aos mesmos mais elevado do que o dos animais mais jovens.Isto
teria sido motivado por agressoes variadas de carater infec
cioso, infestacOes e etc. Um fato que faz supor a participa
cdo do sistema imunoldgico no mecanismo de agcao das lectinas
foi relatado por PUSZTATI et al. (1979) gque trabalhando com
animais livres de germe (gnotobidticos) mostraram que estes
animais, que apresentavam um sistema imunoldgico ainda ndo so
licitado, eram menos sensiveis ao efeito toxico da lectina de

Phaseolus vulgaris cv. Processor"sobre o trato intestinal.

Varios estudos ainda mostram o crescimento da producgao
de IgE de acordo com a idade dos animais. Assim & que PROUVOST-
DANON e BINAGHI, (1970) estudando anticorpos reaginicos em ca
mundongos adultos e jovens verificaram que camundongos jovens
produziram anticorpos reaginicos no soro e que o titulo aumen
tou com a idade dos animais. BINAGHI et al. (1966), tambem ob
servaram em ratos que nas primeiras semanas de vida a quanti
dade de anticorpos produzida & menor que a do adulto.JOHANSSON

- (1968), verificou ainda em seres humanos que a produgao de
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TABEIA 1 - Influéncia da idade sobre a degranulagdo de mastd
citos peritoneais de camundongos "Swiss" induzida

pela lectina de Dioclea grandiflora Mart.

Idade Lectina Degranulacao

(dias) (ng/ml) : (DR% * s)°
45 50 41 + 2,4(26)
90 50 50 £ 1;8(29)
180 50 69 + 6,3(23)

* it ‘ ::
Os valores representam uma media acompanhada do desvio pa
driao e entre parenteses estd o nimero de animais analisados.
A diferenca entre as médias foi significativa (Teste de t)

ao nivel de 5%.
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reaginas (IgE) aumentou lentamente durante os primeiros 6.a B

anos de vida.

b] Agdoc da lectina em mastdcitos comprovadamente  dota

dos de alto teor de IgE.

A inducao da exocitose de granulos de mastocitos  pela
lectina de mucuna foi testada em mastocitos isolados de dois
grupos de camundongos, sendo O primeiro grupo de animais previ
amente imunizados por um antigeno (ovalbumina) n3o relacionado
a lectina e um segundo grupo (controle) de animais nao imuniza
dos. A indugdo da exocitose pela lectina de mucuna foi relati
vamente mais alta (FIGURA 9) no grupo de camundongos que ti
nham sido previamente imunizados contra ovalbumina e cujo titu
lo de IgE fora previamente testado por degranulagéo‘ anafilati
ca in vitro de mastocitos. Este @ pois, mais um argumento em
favor da participacdao da IgE no mecanismo de ativacao celular

induzida pela lectina.

KELLER (1973) também observou que a concanavalina A era
capaz de iniciar a degranulacao de mastocitos em animais com
niveis aumentado de IgE, mas nao naqueles com niveis normais
ou baixos. Resultados semelhantes foram obtidos por SILVA-LIMA
et al. (1981), os quais verificaram que a indugao da degranula
cao por lectina de P. vulgaris foi aumentada quando camundon

gos foram também previamente imunizados por antigeno ndo rela

cionado.
4,2 - Participacdo da energia metabblica
O mecanismo da reagao anafildtica ainda & em nossos

dias objeto de especulagoes e uma tentativa de explicagdo dos
eventos no nivel da membrana dos mastocitos foi mostrado na FI

GURA 2. Nela observamos que a energia metabolica desempenha um
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FIGURA 9 - Influéncia do titulo de IgE inespecifica sobre a degranulagdo de
mastocitos induzida pela lectina de Dioclea grandiflora Mart.
A obtengdo dos mastOcitos em animais nao sensibilizados (@-—@) e
animais sensibilizados (O~Q) estd descrita em METODOS., As demais
condicoes: incubagdo, coloragdo, contagem e cidlculo estao descri
tos nas legendas das FIGURAS 4 e 5 e em METODOS.
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papel neste mecanismo. Uma vez que admitimos a acao da lecti
na por intermédio da IgE (FIGURA 1), como consequéncia desta
suposicdo esta a afirmagao de que a ativagdo celular pela lec
tina & um processo comparavel ao da reagao anafildtica. A par
ticipacao da energia na ativagao dos mastdcitos pela lectina
foi estudada com o uso dos inibidores metabdlicos. Assim e
que o fluoreto de sodio (0,1 a 10 mM), um inibidor da via gli
colitica através da enolase, nao foi capaz de provocar inibi
cao da exocitose (TABELA 2) de granulos de mastdcitos induzi
da pela lectina de mucuna. Neste caso, uma vez que a experién
cia nao foi realizada em anaerobiose, possivelmente os subs
tratos enddgenos da via aerdbica continuaram sendo metaboliza
dos e as necessidades energéticas atraveés da cadeia de trans
portadores de elétrons foram suficientes para satisfazer as
exigéncias energeticas adequadas a exocitose induzida pela
lectina. Os mastdcitos efetivamente parecem ter um bom supri
mento de substratos enddgenos pois, durante incubacgd@o a 37%
num meio livre de glicose, o consumo de oxigénio permanece
inalterado pelo menos por 4 horas (CHAKRAVARTY e ZEUTHEN,1965)
e o contelido de ATP nio e reduzido dentro de uma hora (DIAMANT,
1967) . Estes resultados estao de acordo com os de PETERSON
(1974), o qual encontrou um acumulo de lactato proveniente de

substratos enddogenos quando utilizou a antimicina A para ini

bir o transporte de elétrons na cadeia respiratSria mitocon

drial.

Usamos também o 2,4-dinitro fenol, um desacoplador, pa
ra eliminar qualguer fornecimento energético vindo através da
via aerobica. Varios experimentos foram realizados com o 2,4-
dinitro fenol (5 a 100 uM) com a finalidade de testar a influ
éncia do mesmo na exocitose de granulos de mastdcitos perito
neais de camundongo induzida pela lectina de mucuna. Os resul
tados (FIGURA 10) demonstram que o 2,4-dinitro fenol 11 ﬁM ja
foi capaz de inibir 50% da exocitose induzida por 50 npg/ml da
lectina de mucuna. Contudo, 50 uM de 2,4-dinitro fenol nao

foi capaz de inibir completamente a exocitose conforme encon’
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TABELA 2 - Influéncia do fluoreto de s6dio na degranulagao de
mastocitos peritoneais de camundongo "Swiss", indu
zida pela lectina de Dioclea grandiflora Mart.

Lectina Fluoreto de sbédio Degranulacao
(ng/ml) (mM) (3)*

50 —— 100

50 10,0 93

50 550 96

50 , 2,5 ‘ 88

50 1,0 97

50 0,5 97

50 0,1 98

x Valores obtidos considerando-se como 100% a degranulagdo
obtida em presenca da lectina e em ausencia de NaF.



FIGURA 10 -

Acao inibidora do 2,4-dinitro fenol sobre a
degranulagao de mastbécitos induzida pela lec

tina de Dioclea grandiflora Mart.

Condicdes idénticas &s descritas em METODOS e
nas legendas das FIGURAS 4 e 5. Apds o termoe
gquilibrio de 10 minutos, o 2,4-dinitro fenol
nas diferentes concentragaes foi adicionado e
incubado a 37°C por mais 5 minutos,seguido da
lectina de D. grandiflora (50 ug/ml). A deter

minagdo da percentagem de inibicao da degranu
lagdo estd indicada em METODOS.
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trou PROUVOST-DANON et al. (1967), estudando a influéncia da
energia metabdlica sobre a reagdo anafildtica em mastocitos pe
ritoneais de camundongo. Esta discrepancia & justificada com
as diferencas metodoldégicas dos dois trabalhos. A maior dura
cao das experiéncias com a reagdo anafildtica pode ter sido
responsavel pela exaustdo de substratos enddgenos dos mastoci
tos ocorrida na experiéncia comparada, o que se admite nao ter

ocorrido no nosso experimento.

A FIGURA 11 mostra os resultados de tentativa feita pa
ra obter a inibicdo total da degranulacdo induzida pela lecti
na, na presenca dos inibidores da via aerObica e anaerdbica si
multaneamente. Por ai observamos que 2,4-dinitro fenol 10_4M

e fluoreto de sbdio 5mM efetivamente causam 100% de inibicao.

Alem do uso de desacopladores da fosforilagao  oxidati
va, uma vez que estaria em jogo a participacao da energia meta
bolica, utilizamos a oligomicina (0,00125 a 0,5 uM), inibidor
do transporte de elétrons acoplado a fosforilagao, com o intf@i
to de testar a influéncia da mesma na exocitose de grdnulos de
mastocitos peritoneais de camundongo induzida pela lectina de
mucuna. Os resultados (FIGURA 12) mostram que a percentagem de
inibicdo foi dependente da concentracao do inibidor e que
0,12 uM de oligomicina foi capaz de inibir 50% da exocitose in

duzida por 50 pg/ml da lectina de mucuna.

Vale salientar que JOHANSEN (1979), estudando os efet
tos de inibidores das vias glicolitica e respiratdria na libe
ragdo anafildtica de histamina de mastocitos de rato in wvitro,
verificou também que a oligomicina ( 1 uM/ml ) inibe a libera

¢ao de histamina, assim como a produgao de ATP oxidativo.

JOHANSEN e CHAKRAVARTY (1972), também observararam gue
a oligomicina provocou inibicdo da liberacao de histamina de
mastocitos de rato induzida pelo composto 48/80, apdos reducgao
no contetido de ATP. Estes fatos permitem uma comparagcdao entre

a degranulacdo dos mastOcitos induzida pela reacao anafilatica



FIGURA 11 -

Influéncia inibidora do fluoreto de sddio e do

2,4-dinitro fenol simultaneamente sobre a de
granulacao de mastbcitos induzida pela lectina
de Dioclea grandiflora Mart.

CondigOes idénticas ds da FIGURA 10 & excecao
de que o- fluoreto de s6dio nas concentracoes
indicadas e o 2,4-dinitro fenol (100uM) foram
incubados'juntos nos 5 minutos que se seguiram

ao termoequilibrio.
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FIGURA 12 - Agao inibidora da oligomicina sobre a degranu
lacdo de mastocitos induzida pela lectina da
Dioclea grandiflora Mart.

CondicBes idénticas &s da FIGURA 10, sendo a
oligomicina nas concentracoes indicadas adici
onadas nos 5 minutos que se seguiram‘ab termo
equilibrio.
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e a induzida por lectina.

Passamos ent3o a analisar a participagdo da energia me

tabdlica na degranulacao de mastocitos induzida pela  lectina

de Dioclea grandiflora com o uso de inibidores da cadeia de
transportadores.de elétrons ao nivel dos tres diferentes si
tios de sintese de ATP (FIGURA 3). Na FIGURA 13 mostramos o

efeito da rotenona que & o principio t0xico, com propriedades
inseticidas (CORBERTT, 1940), isolado de plantas timbds (termo
popular brasileiro usado para designar plantas capazes de enve
nenar peixes) de varios géneros especialmente de leguminosas
dos geéneros Derris e Lonchocarpus nicou Aubl.). Ela blogqueia

especificamente o transporte eletrdnico da NADH desidrogenase
a Co Q (OHNISHI, 1973) no sitio de sintese de ATP e inibe as
sim, a reoxidagao do NADH produzido pelas principais desidroge
nases do ciclo de Krebs (ERNSTER et al., 1963). No presente
trabalho, varios estudos foram feitos com a finalidade de tes
tar a influéencia da rotenona (0,025 a 0,5 uM) sobre a exocito
se de grdnulos de mastocitos peritoneais de camundongos induzi
da por 50 pg/ml de lectina de mucuna. A FIGURA 13 mostra que
0,11 uM de iotenona foi capaz de inibir 50% da exocitose de
granulos de mastocitos induzida por 50 ug/ml de lectina de mu
cund e que a percentagem de inibigcdo foi dependente da concen

tracao do inibidor.

ERNSTER et al. (1963), também observaram que uma quanti
dade de rotenona equivalente a aproximadamente 30 nanomoles
por grama de proteina e suficiente para inibir a oxidagao de
substratos dependentes de NAD em mitocondrias de figado de ra
to.

No presente trabalho, usamos também antimicina A (0,00125
a 0,5 uM), um inibidor do transporte de elétrons na cadeia res
piratoria mitocondrial, ao nivel do segundo sitio de sintese
de ATP, preincubando-a durante 5 minutos com os mastbcitos pa
ra posterior adicao do agente indutor da exocitose (lectina de

mucunz) . Os resultados (FIGURA 14) mostram que 0,02 yM de anti



FIGURA 13 - Acao inibidora da rotenona sobre a degranula
cdo de mastbcitos induzida pela lectina de
Dioclea grandiflora Mart.

Condicoes idénticas &s da FIGURA 10, sendo a

rotenona nas concentragoes indicadas adiciona
das nos 5 minutos que se seguiram ao termoe
quilibrio.
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FIGURA 14 - Acgao inibidora da antimicina A sobre a degranulagdo de mastbcitos

induzida pela lectina de Dioclea grandiflora Mart,
CondigSes idénticas 3s da FIGURA 10, sendo a antimicina A nas con

centragoes indicadas adicionada nos 5 minutos que se seguiram
termoequilibrio.
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micina A foi capaz de inibir 50% da exocitose de granulos de
mastocitos induzida por 50 ug/ml da lectina de mucuna . Contu
do, 0,5 uM da antimicina Z nao foi capaz de inibir completa
mente a exocitose, Esta inibicao parcial da exocitose, prova
velmente pode ser atribuida a uma disponibilidade energética
residual dos mastocitos, resultante de um periodo de preincu

bacao menor que o utilizado por outros autores.

DIAMANT (1975), utilizando mastdcitos de rato preincu
bados (5 minutos) com antimicina A (0,5 uM) também nido obser
vou inibigd3o total da liberacdo de histamina induzida por com
posto 48/80.

PETERSON (1974) estudando a agdo inibidora da antimici
na A (0,2 pyM) sobre mastocitos de rato também verificou que a
liberacao de histamina induzida por composto 48/80 foi supri
mida, contanto que os mastOcitos fossem preincubados (10 minu
tos) com o inibidor e que nenhuma inibicao ocorreu guando mas
tocitos foram expostos & antimicina A e composto 48/80 simul

taneamente.

PROUVOST-DANON et al. (1967), também observaram que a
antimicina A inibia a liberacdo de histamina e a degranulacao
em reagOes anafildticas in vitro de mastocitos peritoneais de

camundongo.

A influéncia do cianeto de pot&ssio (1 a 100 uM), gque
& conhecido como inibidor (39 sitio) da citocromo oxidase (ci
tocromo aaj), foi estudada preincubando-se suspensOes de mas
tocitos com diversas concentragoes de cianeto durante 5 minu
tos seguindo-se a adigao do agente indutor da exocitose (lec
tina de mucuna). Como mostra a FIGURA 15, 16 uM de cianeto de
potassio foram capazes de inibir 50% da exocitose de granulos
de mastocitos induzida por 50 ug/ml de lectina de mucuna. Po
demos também observar que a percentagem de inibicao foi depen
dente da concentracdo do inibidor e que 100 yM de cianeto de
potassio ainda ndo foi capaz de inibir completamente a exoci

>

tose.



FIGURA 15 - Agdo inibidora do cianeto de potdssio sobre a
degranulagao de mastocitos induzida pela lecti
na de Dioclea grandiflora Mart.

Condigoes idénticas as da FIGURA 10, sendo o

cianeto de potdssio nas concentragles indica
das adicionado nos 5 minutos que se seguiram
ao termoequilibrio.
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Outros estudos tém sido realizados por varios autores
examinando o efeito do cianeto na reagdo anafildtica. O ciane
to foi capaz de promover inibicdo da reagao anafildtica mas em
concentragOoes variaveis. Provavelmente a explicagdo estaria na
diversidade de condig¢Oes metodoldgicas. Assim @ que MONGAR e
SCHILD (1957), obtiveram 46% de inibigdo da liberagao anafila
tica de histamina de pulmdao de cobaia com 2 mM de cianeto.
AUSTIN e BROCKLEHURST (1961) encontraram 50% de inibicdo com
1 mM de cianeto apds preincubacao por 10 segundos. ROTSCHILD e
BARRETO (1961) demonstraram que a liberacdo anafilatica de hig
tamina de pulmao de cobaia foi completamente bloqueada por 1mM
de cianeto na auséncia de glicose, e que este efeito foi signi
ficativamente revertido por 1 mM de glicose. PROUVOST-DANON et
al. (1965) demonstraram que a liberagao de histamina anafilati
ca de cobaia foi inibida por diversas concentracoes de cianeto
e que a glicose, adenosina e ribose reverteram o efeito inibi

dor do pretratamento com cianeto na liberacdo da histamina.

Varias tentativas foram feitas para reverter a inibicao

da degranulacao induzida pela lectina. Assim, verificamos que

preincubando-se suspensoes de mastdcitos durante 10 minutos
com glicose (0,1 a 5 mM) na presenca e auséncia do inibidor
(100 uM de 2,4-dinitro fenol) a exocitose que era blogqueada

por 2,4—dinitro fenol voltou a ser verificada, desde que hou
vesse glicose presente no meio de reacgao, em.conéentragSes in
feriores ds que inibem a lectina de mucuna indicando por conse
guinte uma participagcdo da via glicolitica (FIGURA 16 e TABELA
3). Portanto a energia metabOlica necessaria & modulagao do
processo da exocitose dos mastdcitos induzida por lectina foi
fornecida pela via glicolitica e a lectina passou a provocar a
exocitose de granulos de mastocitos mesmo em presenca de 2,4~

dinitro fenol.

Outros autores também verificaram que a glicose era ca
paz de reverter a agao inibidora do cianeto ou 2,4-dinitro fe
nol na liberacdo de histamina de tecido de rato induzida pelo



FIGURA 16 -

Correlagao entre.os efeitos da glicose inibindo a lectina e rever
tendo a agao inibidora do 2,4-dinitro fenol sobre a degranulacao

de mastocitos induzida pela lectina de Dioclea grandiflora Mart.

Representacao semilogaritimica da percentagem de degranulacao ver
sos concentracao de glicose em presenca (@—@) e auséncia de 2,4-
dinitro fenol (O—O). Apds o termoequilibrio a glicose em diferen
tes concentragoes, isoladamente ou em mistura com o 2,4- dinitro
fenol foi adicionada ao meio de reagao seguindo-=se uma incubacgao
de 10 minutos quando entao foi adicionada a lectina (50 pg/ml) .As
demais condigOes experimentais estao descritas em METODOS e . nas
legendas das FIGURAS 4 e 5. Os valores de degranulagdo foram obti
dos conforme o indicado na legenda da TABELA 2.
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TABELA 3 - Reversao por intermédio da glicose do efeito inibi
| dor causado pelo 2,4-dinitro fenol na degranulagao
de mastocitos peritoneais de camundongo "Swiss",in
duzida pela lectina de Dioclea grandiflora Mart.
Lectina Glicose 2,4-DNP  Degranulacao Inibicao
(ng/ml) (M) (uM) (2)* (%)
50 = —— 100 e
50 = 100 8 92
50 5 100 84 16

*¥ Calculada segundo o indicado na legenda da TABELA 2.
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composto 48/80 ou reagcdo-antigeno anticorpo (DIAMANT e UVNAS,
1961; PROUVOST-DANON e MOUSSATCHE, 1961; ROTHSCHILD et al.,
1961; DIAMANT, 1962).

A reversao da inibicdao da degranulacdo dos mastdcitos
provocada pelos inibidores metabdlicos foi tentada ndo s pelo
fornecimento de energia através da via glicolitica, como pelo
fornecimento de energia atraves da via aerdobica. Para tal, fo
ram usados metabdlitos que permitissem um suprimento de elé
trons 4 cadeia respiratdria, em pontos posteriores aos inibi
dos pelos inibidores especificos dos trés diferentes sitios de
sintese de ATP (rotenona, antimicina A e cianeto de potdssio -
ver FIGURA 3). Assim & que usamos o succinato que & desidroge
nado pela succinatodesidrogenase (desidrogenase ligada & flavi
na), a qual cataliza a introducgao de elétrons na cadeia respi
ratoria, através da Ubiquinona. Os mastdcitos foram preincuba
dos durante 5 minutos com rotenona (0,5 uM) na presenca e au
séncia do succinato (5 mM) com a finalidade de testar a rever
sao de inibigao da exocitose de grdnulos de mastocitos induzi
da pela rotenona. Os resultados da TABELA 4 mostram que O su
ccinato gue fornece poder redutor d& cadeia respiratdria em pon
to posterior ao do bloqueio da rotenona foi capaz de reverter
a inibicdo da exocitose induzida pela rotenona. Isto sugere
gque ha necessidade de uma certa quantidade de energia a qual
pode ser fornecida quando do rendimento de dois ATPs vindos
dos sitios 2 e 3 ligados & cadeia respiratoria e que foram pro

porcionados pela oxidacdo de cada molécula de succinato.

A TABELA 5 mostra que o ascorbato que fornece elétrons
a cadeia respiratdria ao nivel do 39 sitio de sintese de ATP
ndo foi capaz de promover uma reversdo da inibicdo da degranu

lagao dos mastdcitos induzida pela lectina de Dioclea grandi-

flora. Este resultado sugere que além da energia ser importan
te para a ativacao celular, uma quantidade 6tima de energia
parece ser exigida. Isto porque o rendimento de apenas 1 ATP

provocado pelo ascorbato nao foi suficiente, como no caso do
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TABELA 4 - Reversdo por intermédio do succinato do efeito ini
bidor causado pela rotenona na degranulacao de mas
tocitos peritoneais de camundongos "Swiss", induzi

da pela lectina de Dioclea grandiflora Mart.

Lectina Succinato Rotenona Degranulacao Inibicao
(ng/ml) (mM) (uM) () ** (3)*
50 - e 100 -
50 - 0.5 17 £ 4,6(5) 83 + 4,6(5]
50 5 ' 0,5 67 £ 3,3(7} 33 & 3;1.{7)

* Os valores representam uma media acompanhada do desvio padrao

e entre parénteses estd o nimero de experiencias realizadas.

2 Calculada segundo o indicado na legenda da TABELA 2,
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TABELA 5 - Reversao por intermédio do ascorbato do efeito ini
' bidor causado pela antimicina A na degranulagao de
mastocitos peritoneais de camundongos "Swiss", in
duzida pela lectina de Dioclea grandiflora Mart.
Lectina Ascorbato Antimicina Degranulacao Inibigéo
(ng/ml) (mM) (uM) (3) * (2)
50 - - 100 -
50 - 0,1 25 75
50 10 ' 0,1 30 70
50 8 0,1 27 73
50 S 0,1 26 74

* Calculada segundo o indicado na legenda da TABELA 2.
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succinato, para reverter a agéo do inibidor do fornecimento

energetico.



5 - CONCLUSOES

A lectina de Dioclea grandiflora induz exocitose de granu

los de mastocitos dependente da concentracdao, sendo 50
pg/ml a concentragao utilizada para produzir a degranula

cao maxima.

A exocitose de granulos de mastocitos provocada pela lecti .

na de Dioclea grandiflora foi menor, quando comparada a

das lectinas de Phaseolus vulgaris cv. "Processor" e Cana-

valia ensiformis, em idénticas concentracgoes.

A intensidade da exocitose de granulos de mastocitos provo

cada pela lectina de Dioclea grandiflora & dependente da

idade do animal, 'sendo maior em animais mais velhos.

A indugcdo da exocitose de granulos de mastbcitos pela lec
tina de Dioclea grandiflora foi mais intensa em animais do
tados de alto titulo de IgE.

O fluoreto de sdédio (0,1 a 10 mM) guando utilizado em aero
biose nao & capaz de inibir a exocitose de granulos de mas

tocitos induzida pela lectina de Dioclea grandiflora.

O fornecimento de energia metabdlica ao ser inibido, impe
de a exocitose de granulos de mastocitos induzida pela lec
-

tina de Dioclea grandiflora. Os seguintes, sao capazes de

provocar 50% de inibicdo da degranulagcao nas concentracgoes
(ISO%) especificadas: 2,4-dinitro fenol (150% = 11 uM);oli
gomicina (ISO% = 0,12 uM); rotenona (ISO% = 0,11 uM); anti
micina A (ISO% = 0,02 uM); cianeto de potassio (I50%=16nM).

53
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A exocitose de grdnulos de mastocitos que & inibida por
bloqueio da via aerdbica induzida por 2,4-dinitro fenol
(100 uM) pode ser revertida por glicose (ativagao da via
glicolitica).

O succinato que fornece poder redutor & cadeia  respiratd
ria em ponto posterior ao do bloqueio da rotenona, com ga
nho energético de 2 ATPs foi capaz de reverter a inibicao
da exocitose de granulos de mastocitos induzida pela rote
nona.

O ascorbato que fornece poder redutor & cadeia  respiratd:
ria em ponto posterior ao do bloqueio da antimicina A com
ganho energético de 1 ATP nao foi capaz de reverter a ini

bicao da exocitose induzida pela antimicina A.
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ALERGENICIDADE E ATIVACAO DE MASTOCITOS INDUZIDA POR DIFERENTES FRACOES OBTIDAS NO
CURSO DA PURIFICACAO DA LECTINA DE Dioclea grandiglora Mart. j

Heloiza H. Marinho, M. Silva Lima, Mancel Cid Oliveira & Renato de Azevedo Moreira.

Dept® de Bioquimica e Biologia Molecular. UFC.Caixa Postal, 1065. 60.000 - Fortaleza - Ce.

A inducao de degranulacao dos mastocitos peritoneais de camundongo, por Dioclea gran
diflora que ja fora referida anteriormente, foi estudada ao longo da purificagao da lectina. Na
Figura 1 verificamos que as atividades das fracoes: extrato total (E.T.), albumina (A) e globulina
(G) n3o sao muito altas. Contudo, E.T. parece ter menor atividade do que A e G cujas atividades se
assemelham. J3 na Figura 2 ha diferenca entre a atividade de F50/70 (fracio precipitada por
(NHA)ZSD entre 50 e 70% de saturagao) e a de FO/50 e F70/90 que parecem ser identicas. A F50770
€ a que %em maior acao hemaglutinante. H3 pois correlacao entre maior atividade hemaglutinante e
maior indugao de degranulagao dos mastocitos peritoneais de camundongo. A ac3o direta da lectina
purificada Dioclea grandiflora sobre os mastécitos peritoneais de camundongo esta mostrada na Figu
ra 3. .

A alergenicidade da lectina de Dioclea grandiflora foi testada em camundongos imuni-
zados por via subcutanea em presenca de Al(OH)_ como adjuvante. Na Figura 4 e mostrédo em PCA de
curta laténcia em camundongo, a formagao de an%icorpo do tipo 1gC, em resposta primaria com ''chal-
lenge! induzido por lectina de Dioclea grandiflora e E.T. Na Figura 5 revela-se a presenca de anti
corpo do tipo IgC, tendo-se usado diferentes doses de antigeno (lectina de gioclea.granqulora 3
100 pug, 10 ug e 1 pg) e reforco na sensibilizag3o. A Figura 6 mostra fraco titulo de anticorpo do
tipo IgE, revelado em PCA de longa laténcia em camundongo. LB

" Embora a formagcao de anticorpos do tipo IgC seja induzida pela.senSIbulfza;ao com
lectina de Dioclea grandifilora de camundongos, a formagao de anticorpos do tipo IgE ainda necessi-
ta estudos mais detalhados.

Auxilio Financeiro: CNPq, CAPES e FINEP.

IT Reunido Regional da Sociedade Brasileira de Bioquimica -
Recife, outubro de 1982.
Arqg. Biol. Tecnol. 25(3/4), 399, 1982. )
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' A3
COMPROMETIMENTO DO METABOLISMO ENERGETICO E MECANISMO DE ATIVACAO DE MASTOCITOS IN
DUZIDA POR LECTINA DE Dioclea grandiflora MART. :

Manoel Cid Oliveira, Maria da Guia Silva Lima e Renato de Azevedo Moreira.

Dept? de Bioqufmica e Biologia Molecular. UFC. Caixa Postal, 1065. 60.000 - Fortaleza, Ce.

A participacao da energia metabolica na exocitose de mastocitos peritoneais de camun
dongo provocada por lectina de Dioclea grandiflora ja foi por nos anteriormente demonstrada. Contu
do, os resultados obtidos permltem a sugestao de que a energia em certa quantidade, faz-se necessa
ria. A tabela 1 mostra que o NaF nao foi capaz de” provocar inibicao da degranulacao de mastocitos
induzida pela lectina de Dioclea grandiflora. Ve-se, por conseguinte, que devido ao fato.de a expe
riencia nao ter sido realizada em anaerobiose, os substratos endogenos dos proprios mastocitos con
tinuaram sendo metabolizados e o requerimento energetlco atraves da cadeia de transportadores de e
létrons era suficiente para fornecer as condicoes adequadas a degranulacao induzida pela lectina .
Por outro lado, utilizando-se rotenona e dois substratos da cadeia respiratoria (Tabela 2 e 3) ve-
rificou-se que o succinato promove a reversao da inibicao de degraﬁulagéo induzida pela rotenona
.enquanto o ascorbato nao foi capaz de faze-lo. Isto sugere que h3 necessidade de uma quantldade o
tima de energia e que o ganho liquido de-1 ATP no sitio 3 provocado pelo ascorbato hao € suficien-
te, como no caso do succinato cujo rendimento € de 2 ATP vindo dos sitios 2 e 3 ligados 3 cadeia
resplratorla, para_promover a reversao da lnlblgao da degranulagao induzida pela rotenona.

A ac3o da lectina sobre os mastocitos € dependente do tempo (Figura 1) e da idade do
animal (Tabela 4). A intensidade da degranu]a;ao induzida pela lectina de Dioeclea grandifiora pare
ce aumentar quando os mastocitos possuem maior quantldade de IgE fixada em suas membranas (Flgura
2). 0s resultados parecem sugerir um mecanismo de interacao da lectina-com IgE embora n3o se possa

ainda, do modo categorico, afastar a possibilidade da fixacao da lectina a receptores da membrana
do mastocito. 5 i =

Auxilio Financeiro: CNPq, CAPES e FINEP.

IT Reunido Regional da Sociedade Brasileira de Bioquimica -

Recife, outubro de 1982.
Arg. Biol. Tecnol. 25(3/4), 376, 1982.
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pARTICIpA(;Ao DA ENERGIA METABOLICA NA DEGRANULAQKO IE MASTOCITOS PERITONEAIS TE CAMN-
_DON@DS INDUZIDA POR LECTINA DE Diocléa grandiflora Mart? M. Cid Oliveira; M. Silva“

lea A. Proumvost-Danon*; R. Azevedo Moreira e M.V.P.- Frederico. Dept® de Bioquimca e Biologia Mle-
c.llar UFC.. C.P. 1065. 60. 000, Fortaleza, Ce. e *G.R. 31 - OJ}S Instituto Pasteur. Paris, Franga.

‘_'_; R mdugao de degranulagao de mastdcitos peritoneais de canmdcngos nao sensibilizados por lecti-
na de D. gr;a%dlﬂora ja foi previamente | demonstrada. Como na ‘hipersensibilidade imediata este fenome-
"no € prowcado pela reagao do antigeno com o.anticorpo (IgE) e suwoe consumo de energia metabohca.
- uma abordagem semelhante foi feita usando-se a lectma com agente mdutor da degranulagao de masto- .
Cltos. P -~ e )
. A lectina foi. isolada de sementes de D." g{andlflora e punﬁcada por_ cromatogra_fla de afinidade
em colina‘de Sephadex G-50. Os mastScitos Foram recolhidos do-1iquido peritoneal de cammdongos <. -
- Bwiss,. Inicialrente," testamos -a influéncid sobre a degranula;ao dos mastocitos induzida pela lectina,”
<7d0-2,4: NP, do- cla.neto da oilgmmc.ma, da Totehona e da antimicinaA. Foi verificado que todos estes.
agentes inibiam 50%- .da degranulax;ao induzida por 50pg/ml de lectina, nas segumtes concentragoes:' -
2,4 D\P.11}M, cianeto.16pM, oligomicina 0,12uM, rotencna 0,11pM e antimicina A 0,02uM. Foi mostrado
que & degranulacao que era bloqueada por 2,4 INP voltava a ser verificada, desde que houvesse ghoose
Presente no reio de reagao, em. concentragoes inferiores ds que inibem a lectina, indicando uma parti-

- cipa¢ao da via glicolitica. Por outro. lado, em presenca de inibidores da cadeia Iesplratona como a

- Totenona, a degranulagao dos ma.stocnos so voltou a se verificar em presenca de succinato que fornece
poder redutor a cadeia resplratorla em ponto posterior ao do bloqueio da rotenona. Estes estudds mos-
Lram pontos de contato entre a ativacao dos mastocitos por Teagao Ag/Ab e por lectina e abrem pers-_
Reuf vg ggggo,gl%grsxhemmnw da partlupa;ao da energla netabollca no mecanismo de exoatose dos gra-

Audlio financeiro: ONPq; PINEP e (‘APES

a .~
34%= Reunido Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da
Ciéncia - Campinas (SP), julho de 1982.

Ciéncia e Cultura. 34:623, 1982.
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