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ABREVIATURAS E DEFINIÇÕES 

Con A 	Concavanalìna A 

Pill 	Lectìna pura de D. grandiflora  Mart., pre 

parada por cromatografia de afinidade em 

coluna de Sephadex G-50. 

GLG3B 
	

Lectìna pura de Phaseolus vulgaris cv."Pro 

cessor" obtida por cromatografia de afini 

dade em coluna de Fetuina-Sepharose-4B. 

48/80 	Produto da condensação do do p-metôxi-fe 

netìl-metilamìna com o aldeido fôrmico. 

Ionófóro A23187 	Antibìôtico (ácido carboxilicol - ionôforo 

de cálcio. 

Co Q 	Coenzima Q (ubiquinonaZ . 

150% 	
Concentração de inibidor necessária para 

provocar 50% de inibição da degranulação de 

mastôcìtos. 

2,4-DNP 	2,4-dinitro fenol. 



RESUMO  

A ativação de mastócitos induzida pela lectina de mucu 

nã de caroço (Dioclea qrandiflora Mart.) mostrou-se dependente 

da concentração. A concentração usada para provocar uma degra 

nulação mãxìma foi 50ug/m1 . Comparadas as atividades da concava 

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

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

ticas concentrações, foi a menos ativa. 

Para explicar a ativação dos mastócttos pela lectina de 

Dioclea grandiflora admitiu-se que a lectina se ligaria aos re 

siduos de carboidratos da porção Fc da molécula de IgE fixada 

ã membrana do mastõcito. Esta hipótese teve o suporte experi 

mental dos resultados mais intensos da exocitose de grânulos 

de mastócitos de animais mais velhos provocada pela lectina,co 

mo também naqueles que tinham sido previamente imunizados com 

antígeno não relacionado ã lectina. 

A participação da energia metabólica no processo de ati 

vação dos mastõcitos induzido pela lectina de D.grandiflora foi 

verificada com o uso de inibidores metabólicos em analogia com 

o que acontece na ativação induzida nas mesmas células pela re 

ação do antigen° com o anticorpo. Os resultados mostram que o 

fornecimento de energia metabolica (vias anaeróbica ou aeróbi 

ca) ao ser inibido impedia a exocitose de grânulos de mastóci 

tos induzida pela lectina de Dioclea grandiflora. Foram usados 

os seguintes inibidores com as respectivas concentrações que 

induziram 50% de inibição (I50%): 2,4-dìnitro fenol(150%-11uN); 

oligomicina (150% = 0,12 TM); rotenona (1
50 96 = 0,11 0M) ; anti 

micina A (I50% = 0,02 TM); cianeto de potássio (I50% - 16 pM) . 

A inibição da degranulação dos mastócitos pode ser re 

vertida por glicose em presença de 2,4-dinitro fenol e por su 
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ccinato em presença de rotenona. No caso da glicose faz-se cla 

ro que a energia metabólica, necessãria â modulação do proces 

so de degranulação de mastócitos induzida por lectina foi for 

necida pela via glicolztìca. No caso do succinato, a energia 

metabólica foi oriunda da via aerõbica uma vez que o succinato 

forneceu equivalente de óxido redução ã cadeia respiratória em 

local posterior ao da inibição provocada pela rotenona.Istopos 

sibilïtou o funcionamento da mesma cadeia com um rendimento de 

2 ATPs, que foi suficiente para liberar a quantidade de ener 

gia indispensável à degranulação dos mastócitos induzida pela 

lectina, mesmo em presença da rotenona. 



ABSTRACT 

The induction of mast cell activation by mucunã lectin 

was studied. Mast cell activation induced by the lectin from 

"mucunã de caroço" CDioclea grandiflora Mart.) depends on the 

lectin concentration - the dose-response was always induced by 

50 pg/ml. Comparing mast cell activation promoted by equal 

concentrations of lectin of Phaseolus vulgaris cv. Processor 

and concanavalin A, Dioclea grandiflora lectin induced activation 

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 correlating 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 

(150%) were used: 2,-dinitrophenol,I50%:11pM;oligomycin,I500: 

0,12uM; rotenone, I50%:O,11pM; antimycin A, 150%: 0,12 	PM; 

potassium cyanide, 150%:16pM. 

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 

transport 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 - INTRODUÇÁO  

Os mastôcitos são células secretoras que liberam aminas 

vasopressoras com prévia degranulação em resposta a numerosos 

estímulos específicos, fato que lhes tem valido a utilização 

como modelo interessante no estudo dos fenômenos de secreção. 

Um sem número de compostos de estruturas quimicas varia 

das tem sido utilizado para induzir a expulsão de grânulos e 

liberação de aminas vasopressoras dos mastôcitos. Estes agen 

tes degranuladores dos mastócìtos comumente empregados incluem 

a concanavalina A (Con A); dextranas; composto 48/80; as anafi 

latoxinas (C3a,  C4a e C5a); adenosina trifosfato; proteinas de 

grânulos lisossomiais; polimixina B e ionôforo de 	câlcìo 

A23187. Alem destas, outras substâncias conduzindo á degranula 

ção de mastôcitos têm sido examinadas incluindo proteinas ca 

tiônìcas de leucócitos, succinnìlcolina, D-tubocurare, narcôti 

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). 

0 emprego de lectinas, principalmente da Con A, no estu 

do de fenõmenos ligados à ativação de mastôcitos tem merecido 

particular atenção. Isto porque as lectinas têm se mostrado um 

versâtil instrumento no estudo de vários processos biológicos. 

Evitando uma longa discussão sobre a adequação do termo lecti 

na citamos a bibliografia pertinente (BOYD e SHARPLEIGH, 1954; 

JAFFÉ, 1969; GOLD e BALDING, 1975; LIENER, 1976a) e apresenta 

mos a definição que, sobre as mesmas, foi dada por GOLDSTEIN 

et al. (1980): lectinas são proteinas ou glìcoproteinas, 	de 

origem não imune, que fixam açúcar e aglutinam ou precipitam 

glicoconjugados. Estas substâncias ainda devem possuir dois si 

tios de ligação para açúcar, aglutinar células vegetais e ani 
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mais e precipitar polissacaridios, glìcoproteinas ou glicolipi 

dios. 

Ha uma dificuldade suplementar para uma definição preci 

sa do que seja lectina, em consequência de um minero crescente 

de estudos feitos com as mesmas, os quais levam constantemente 

a descobertas de novas propriedades. Entre essas propriedades, 

podemos destacar: aglutinação de eritrócitos; aglutinação de 

células malignas; indução de mitose em linfócitos; 	interação 

com sacarídios constituintes de membranas celulares; 	ligação 

de açúcares; toxidade em animais; inibição da síntese de pro 

teïnas; indução de secreção de aminas vasopressoras de mast6ci 

tos e basófilos e indução de degranulação de mastócitos (BOYD, 

1963; JAFFE, 1969; BIDDLE et ai., 1970; SELA et al., 1970;TOMS 

e WESTERN, 1971; SHARON e LIS, 1972; LIS e SHARON, 1973;OLSNES 

et al., 1974; SIRAGANIAN e SIRAGANIAN, 1974; SHARON et 	al., 

1974; JAFFÉ 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 feijão de porco (Canavalia  

ensiformìs) tem sido bastante estudada no que diz respeito ã 

ativação dos mastócitos, iniciando a mesma sequência de even 

tos decorrentes da reação do antígeno com o anticorpo.Foi evi 

denciado que a concanavalina A iniciava a degranulação de mas 

tócitos em animais com níveis aumentados de IgE, mas não naque 

les com níveis normais ou baixos (KELLER, 1973). Esta observa 

ção levou ã sugestão de que a Con A agiria por ligação cruzada 

sobre os resíduos de açúcar das moléculas de IgE. A sugestão 

de que a Con A age através de IgE tem sido confirmado com a de 

monstração de que a ação da Con A é inibida por anticorpos di 

rigidos contra a porção Fc da IgE (MAGRO, 1974). Além disso, a 

reação de liberação de histamìna pela Con A requer a presença 

de cãlcio e a utilização de energia celular e é inibida por au 
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mento de AMP cíclico (SULLIVAN et al., 1975). 

O efeito da concanavalina A sobre mastócitos de 	rato 

tem sido um outro objeto de numerosas referencias conflitantes 

na literatura. Numerosos autores têm afirmado que a lectina é 

ineficiente, a menos que células sejam obtidas de animais sen 

sibilizados ativamente (KELLER, 1973) ou o meio de incubação 

seja suplementado com fosfatidil serina (PS) exógeno (SULLIVAN 

et al., 1975; BAXTER e ADAMIK, 1978; LANSMAN e COCHRANE,1980). 

Outros pesquisadores têm obtido pronunciadas respostas de celu 

las não sensibilizadas na ausência de PS (BACH e BRASHLER,1975; 

SUGIYAMA et al., 1975; LAWSON et al., 1978; SHORES e MONGAR, 

19801. 

Por outro lado, SIRAGANIAN e SIRAGANIAN (1974) observa 

ram que o efeito da concanavalina A sobre mastócitos de camun 

dongo ê diferente quando comparado ao efeito provocado 	pela 

mesma sobre outros tipos de células de diferentes espécies ani 

mais como também de mastócitos de rato. 

Além da Con A BACH e BRASHER (19.751 , estudando o efei 

to das lectinas de germe de trigo '(TriticuM vulgarisl, de mamo 

na CRicìnus communis) e de soja (Glycìne  max) sobre células pe 

rïtoneais de rato observaram que as mesmas produziram libera 

ção de hïstamìna dependente de dose. 

LANSMAN e COCHRANE (19801 também demonstraram em masts 

citos de rato, que a lectina de germe de trigo(Triticum vulga-

rìsl foi ativa tanto na presença quanto na ausência de cálcio 

extracelular. Entretanto, isto foi contraditório com as obser 

vagões de LAWSON et al., (1978) os quais tinham observado que 

a'lectina era totalmente ineficiente em ambas as 	condições. 

Além disso, ENNIS et al., (1981), estudando o efeito de lecti 

nas extraidas de Triticum vulgaris,  Lens culinaris e Canavalia  

ensiformis sobre mastócitos de diferentes origens tissulares 

como também de diferentes espécies animais observaram que as 

células responderam de modo diferente diante dos indutores uti 
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lizados. 

Encontramos ainda numerosas conclusões conflitantes na 

literatura, no que tange â ativação dos mastócitos 	advindas 

talvez dos diferentes mêtodos de estudos utilizados, da linha 

gem dos animais usados bem como de seu estado de sensibiliza 

ção natural e do grau de pureza da preparação 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 Çltïmos anos pelas lectì 

nas, visando uma compreensão dos grandes problemas da biologia 

moderna (imunologia, cancer, papel e estrutura superficial da 

membrana citoplasmãtica, regulação de gens de células eucariô 

ticas), o efeito de outras lectinas como indutoras da degranu 

laço e liberação de histamìna de células, tem sido menos am 

plamente explorado. 

Recentemente, estudos preliminares com fraçôes protel 

cas contendo lectinas e lectinas obtidas por cromatografia de 

afinidade de sementes de Artocarpus integrifolia var. 	mole, 

Canavalia brasìliensis, Dioclea grandìflora e Dioclea sclero-

carpa fóram feitos por SILVA-LIMA et al. (1980) no que tange ã 

capacidade das mesmas de induzir a degranulação de mastôcitos 

peritoneaìs de camundongos. SILVA-LIMA et a1. (1981), utilizan 

do a lectina de Dioclea grandiflora já isolada por cromatogra 

fia de afinidade em coluna de Sephadex G-50 comprovaram que a 

lectina foi capaz de induzir a degranulação de mastôcitos peri 

toneais de camundongo e que o 2,4-dinitro fenol, agente desaco 

plador da fosforilação oxidativa, inibiu a degranulação de mas 

tôcitos induzida pela mesma lectina. 

A lectina de Phaseolus vulgaris cv. "Processor" foi ou 

tra lectina utilizada por SILVA-LIMA et al. (1981). Estudando 

a alergenìcidade e degranulação de mastôcitos produzidas pela 

lectina os autores chegaram a resultados que sugeriram simila 

ridade entre o mecanismo da ativação e secreção de grânulos de 

mastôcitos induzido tanto por antígeno quanto pela lectina. 
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O efeito inibidor de diferentes açúcares foi testado 

sobre a ativação de mastócitos induzida por lectivas. BENEVI 

DES et ai. (1980), usando a fração albuminica de mucunã e con 

canavalina A bem como SILVA-LIMA et al. (1981),utilizando lec 

tina isolada de sementes de mucunã, verificaram que a ativa 

ção de mastócitos induzida pela fração proteica contendo lec 

tina e pelas lectinas acima mencionadas era inibida desde que 

determinadas concentrações de diferentes açúcares(alfa-metil-

D-manosidio, glicose, frutose e manose) estivessem presentes 

no meio de incubação. Dentro do mesmo contexto, HORTA-BARROS 

(1982), mostrou que a atividade hemaglutinante da lectina de 

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

se. Contrariamente, inibição não significativa da degranula 

ção de mastócitos induzida pela lectina de Phaseolus vulgaris  

cv. "Processor", foi verificada por SILVA-LIMA et al. (1981) 

quando a glicose estava presente no meio de incubação. No en 

tanto, a fetuina que e uma glicoproteìna foi utilizada pelos 

mesmos autores e mostrou-se capaz de inibir a degranulação de 

mastócitos, concordando com os resultados de inibição da hema 

glutinação (PUSZTAI e WATT, 1974). 

Das diferentes vias pelas quais mastócitos e seus aná 

logos circulantes, os leucócitos basófilos, podem ser estimu 

lados a secretar grânulos contendo histamina, como já visto, 

pelo menos um dos mecanismos Importantes fisiologicamente (ou 

fisiopatologicamente) ë o mediado por IgE. Sabe-se que tanto 

os mastócitos quanto os basófilos, possuem receptores de mem 

brana que se ligam especificamente ao chamado anticorpo homo 

citotrópico conhecido agora como IgE. Existem cerca de 1 a 

5 x 105  receptores de IgE por célula (METZGER e BACH, 1978) e 

a ligação do anticorpo IgE ao seu receptor celular não parece 

influenciar a ativação da célula. Realmente os mastócitos tem 

vârios graus de saturação de seus receptores de IgE dependen 

do do nível de IgE circulante. 

O mecanismo inicial da indução de mastócitos ou leucó 

citos basófilos através de IgE, para secretar grãnulos conten 
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do histamìna também tem sido visto quando da utilização de lec 

tinas e em particular a Con A (KELLER 1973) e tem sido eviden 

ciada uma ação sobre essas células comparável em seus efeitos 

ã da reação Ag/Ab. E comparável e não idêntico porque enquanto 

o antígeno reage com o anticorpo IgE através de sítios especí 

ficos, admite-se que as lectìnas agem através de resíduos de 

carboidratos existentes na porção Fc da molécula de IgE (MAGRO 

1974). Contudo, devemos ressaltar a necessidade de uma ponte 

de ligação entre moléculas de IgE adjacentes para que o proces 

so secretôrìo de mastôcitos ou basôfilos possa ser desencadea 

do. A necessidade desta ponte de ligação (FIGURA 1)citadas por 

FOREMAN (1980) é expressa no resumo a seguir: 

1) Antígenos monovalentes combinam-se com apenas um dos 

dois sítios de ligação para antígenos que cada molécula de IgE 

possui (FIGURA 1 A) e isto não deve levar no final ã ativação 

da célula e secreção. Para ser eficaz um antígeno precisa ser 

divalente ou multivalente,.uma observação que pode ser inter 

pretada em termos de ponte de ligação para antígeno entre uma 

única molécula (FIGURA 1 B) ou moléculas de IgE adjacentes (FI 

GURA 1 C)
.; 

2) Anticorpos Canti-IgEl dirigidos â porção Pc da mole 

cula de IgE fazem ligações cruzadas entre as moléculas de IgE 

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

• 31"A concanavalina A liga-se a resíduos de carboidratos 

da região Fc da molécula de IgE fazendo, desse modo, ligações 

cruzadas entre moléculas de IgE adjacentes e induzindo a secre 

ção da célula (FIGURA 1 E); 

4) Moléculas de IgE quimicamente dimerizadas adiciona 

das ao fluido extracelular ligam-se aos receptores de IgE desoe 

cupados na superfície da célula, induzindo ligações cruzadas 

entre receptores de IgE e consequente secreção da célula CFIGU 

RA 1 F); 

5) O receptor de IgE, obtido de bas6filo de rato leuce 

mico, foi isolado e purificado. $ uma glicoproteina com um pe 



Liberação de 
Histomino 

+ Ligação 
Cruzado 

E 
F 	~+ 

7 

Membrana dos 
/ Mostãcitos 

A 

Anticorpo 
Anti-19E 

+ + 

Sítios de 
FixocOo do 

Fob Antigeno • Antigen Monovalent. 
Anticorpo 
Anti- Receptor Fc N Antigeno Divalent. 

.. Conconovolina A 

Y'( IgE Quimicomente 
Dimeriiada 

me Receptor de IgE 

D 

Liberação de 
Histomino 

Anticorpo 
G 

Liberação, de 

Histomina 	 -- 



8 

so molecular de cerca de 80.000 e um anticorpo foi preparado 

contra a mesma. O anticorpo antireceptor (uma IgE) ê divalente 

e pode fazer ligações cruzadas de receptores adjacentes para 

IgE na membrana celular. O antireceptor estimula a secreção da 

célula (FIGURA 1 G) . 

A FIGURA 2 mostra um sumário diagramãtico dos eventos 

que ocorrem na membrana, considerados como estando envolvidos 

na ativação de mastêcìtos para liberação de histamina, propos 

to por AXELROD et al. e citado por FOREMAN (1980). Estes auto 

res propuseram que a ligação cruzada de receptores de IgE em 

mastôcitos inicia uma sequëncia de metabolismo fosfolipidico da 

membrana e ativação enzimática que resulta na formação de ca 

nais para o cálcio. 0 evento inicial ê a descarboxilação 	da 

fosfatidilserina (PS) feita pela fosfatidilserina descarboxïla 

se dando fosfatidiletanolamina (PE) que ê então metilada por 

uma fosfatidiletanolamina metiltransferase I dependente de maa 

nesio 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 A2  da membrana. A liso 

fosfatidilcolina (Lyso PC) produzida é então considerada como 

sendo 

co se 

da do 

ração 

responsável pela abertura de um canal para o cálcio. Pou 

conhece a respeito dos eventos que ocorrem após a entra 

cálcio além de que eles requerem uma fonte de ATP. 

A evidencia para o papel da energia metabólica na libe 

de histamina foi apresentada em primeiro lugar 	por 

PARROT (1942), o qual descobriu que 

de histamina anafilática em tecidos 

bôlica podia ser proveniente da via 

de ATP acoplada aos três diferentes 

ria (FIGURA 3). Estudos posteriores 

ram realizados para reverter a ação 

anoxia inibia a liberação 

de cobaia. A energia meta 

glicolítica ou da síntese 

sítios da cadeia respirat& 

utilizando-se glicose fo 

inibidora da anoxia,do cia 

neto e 2,4-dinitro fenol na liberação de histamina de tecido 

de rato induzida pelo composto 48/80 ou reação antígeno anti 

corpo (DIAMANT e UVNAS, 1961; PROUVOST-DANON e MOUSSAT P,1961; 
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FIGURA 3 - Cadeia respiratória: substratos, sítios 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 CDIAMANT, 1962a). Destes e de outros estudos, con 

cluiu-se que a liberação de histamina não citotôxica de mastó 

citos é um processo dependente de energia, a qual pode ser man 

tida por reações fornecedoras de energia glicolitica (anaeróbi 

ca) ou. oxidativa (aeróbìcal . 

PETERSON C1974), observou que a liberação de histamina 

de mastôcitos de rato incubados em meio livre de glicose e mais 

susceptível aos inibìdores do metabolismo oxidativo, tal como 

a antimìcina A, do que a liberação de células em meio contendo 

glicose. A glicose (0,5 mM) tem sido demonstrada ser capaz de 

manter níveis de ATP em mastôcitos através da glicólise anaerô 

bica sob condições de anoxia. O mesmo autor também verificou 

que a capacidade dos mastôcitos de rato de liberar histamina 

quando expostos ao composto 48/80, produto da condensação do 

p-metóxi-fenetil-metìlamina com o aldeido fôrmico (BALTZLY et 

al., 1949),'ê correlacionada com seu conteúdo de ATP e que pra 

ticamente nenhuma histamina pode ser liberada de células 	em 

que o conteúdo de ATP tenha sido reduzido para aproximadamente 

25% do valor original. De outro modo, um conteúdo de ATP 	de 

aproximadamente 75% do nível original é suficiente para dar o 

máximo de liberação de histamina. 

Outras substâncias inibidoras da síntese de ATP têm si 

do utilizadas tal como a oligomicìna que provocou inibição da 

liberação de histamina induzida pelo composto 48/80 de mastóci 

tos de rato, apôs redução no conteúdo de ATP 	(JOHANSEN 	e 

CHAKRAVARTY, 1972) e a 2-desoxiglicose, um inibidor da via glì 

colitïca, reduz o conteúdo de ATP de mastôcitos com concomitan 

te supressão da resposta para o antígeno ou composto 48/80• 

(JOHANSEN e CHAKRAVARTY, 1975). Portanto, a energia metabôlica 

proveniente do ATP ê necessária â reação secretora e esta uti 

lìzação é intrínseca para os eventos bioquímicos da sequencia 

de reações que toma lugar durante a secreção. 
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0 presente trabalho tem como objetivo não somente o es 

tudo da ativação dos mastôcitos por lectina de semente de Dio-

clea grandiflora e sua analogia com a reação do antígeno com 

o anticorpo, como tambêm a participação da energia metabólica 

no referido processo de ativação (exocitose) celular. 



2 - MATERIAIS  

2.1 - Animais  

As experiências foram efetuadas utilizando-se camundon 

gos albinos "Swiss" trazidos do Connaught Laboratories Limited 

(Ontario-Canada) para os Laboratórios Alfa-Connlab do Brasil 

S.A. (Fortaleza-Ceara) e mantidos em pequena colônia no Depar 

tamento de Bioquímica e Biologia Molecular (UFC-Fortaleza-Cea 

râ) . 

2.2 - Lectinas  

No presente trabalho foi utilizada a lectina CPIII)_ de 

Dioclea grandiflora  Mart. Cmucunã de caroço) fornecida pelo 

Dr. Renato Moreira e preparada segundo MOREIRA et al., 1982 e 

HORTA-BARROS, 1982, de sementes provenientes de 	Maranguape 

(Ceara) . 

Foi tambêm 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, Escócial 	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 vazes 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 Chemica3s,Rochester, 

N.Y., EUA. 

L (-) Acido malico - Sigma Chemical Co.,St.Louìs,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 - MnTODOS  

3.1 - Obtenção de mastócitos  

Na obtenção de mastócitos, certas precauções devem ser 

tomadas para evitar o dano celular e para a obtenção de um 

maior numero de células, uma vez que este quando comparado ao 

de outras células do liquido peritoneal é bastante reduzido 

(ARGYRIS e ASKONAS, 1968). Sabe-se que os mastócitos 	contri 

buem com 2% das células do liquido peritoneal, sendo o resto, 

composto de 25% de macrófagos típicos, 25% de linfócitos 	e 

aproximadamente 50% de macrófagos mononucleares de tamanho me 

dio, difíceis de classificar. 

Para obtenção de uma boa percentagem de rendimento dos 

mastócitos, procedemos da seguinte maneira: após exsanguïna 

mento dos camundongos a pele da região abdominal é retirada 

tornandó mais fácil a injeção ìntraperitoneal de 2m1 do meio 

de Ringer-Barron (BARRON et al., 1948). Esta solução (C) 	é 

preparada, a partir de duas soluções estoques (solução A mais 

solução B): 

SOLUÇÃO A: 

NaCl 	  1,4700 M 

KC1 	  0,0436 M 

CaC12.2H2O 	 0,0120 M 

MgSO4.7H2O 	 0,0084 M 

SOLUÇÃO B: 

Tampão fosfato 0,5 M (K2HPO4  + HC1) , pH 7,4. 

SOLUÇÃO C: 

Solução A 

Solução B 

 

8% VJV 

4% V/V 
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A região abdominal dos camundongos deve ser massageada 

firme mas delicadamente durante 4 minutos para que os mastôci 

tos situados nas pregas mesentêricas se tornem accessiveis den 

tro do liquido peritoneal. Apôs a massagem o liquido 	perito 

neal é recolhido com a ajuda de pipeta Pasteur e reunido aos 

líquidos peritoneais dos diversos camundongos. Este liquido é 

distrìbuido em tubos de centrifuga num volume de 2m1 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. Apôs a altìma lavagem, o 

brenadante e desprezado e ao sedimento é adicionado um novo 

lume de Ringer-Barron, levando-se em conta o minero total 

tubos a serem usados na experiência como também o volume a ser 

utilizado em cada tubo que e constante. O volume da suspensão 

de mastôcitos por tubo variou- de 160 a 190 ul segundo as adi 

ções posteriores de outros reagentes. 

3.2 - Sensibilização ativa de mastôcitos peritoneais  

A sensibilização ativa de mastôcitos peritoneais de ca 

mundongo foi obtida pela imunização de camundongos "Swiss"adul 

tos (6 semanas) com uma injeção subcutãnea (0,5 . mi/camundongo 

de 20g) de uma mistura de antígeno e adjuvante. O uso de adju 

vante inerte tem sido demonstrado ser importante para a sensi 

bilização de camundongos (M.LKTEL e HARGIS, 1959 e VAZ e PEI 

XOTO, 1963). Em nossos experimentos, a sensibilização de mastó 

citos peritoneais foi obtida, 14 dias apôs injeção subcutãnea 

de 10pg de ovalbumina (Serva 5X crist.) associadas a lmg 	de 

gel de hìdrôxïdo de alumínio (PROUVOST-DANON et al., 1966). 

so 

vo 

de 
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3.3 - Preparação do adjuvante  

o adjuvante usado foi o gel de hidrôxido de 	alumínio 

(Al(OH)3) preparado segundo PROUVOST-DANON et al. (1966) e 	a 

sua sequência de preparação está descrita a seguir: 

15g de sulfato de amônio e alumínio (A1NH4  (SO4). 2.12H2O), 

são dissolvidas em 180m1 de água e em seguida 75m1 de NaOH 1N 

são gotejados nesta solução que ê deixada em repouso durante 

aproximadamente 24hs. para que ocorra a precipitação dD Al(OH)3; 

segue-se uma centrifugação a 4.000 r.p.m. (centrifuga JANETZKT 

modelo T32c) durante 20 minutos. Ressuspender o precipitado em 

água para lavar, lentamente a fim de evitar grumos, tendo ain 

da o cuidado de fazer uma boa homogeneização. Deve-se proces 

sar 5 centrifugações para lavar o precipitado que se apresenta 

finalmente como um gel homogêneo. O ultimo precipitado 	deve 

ser ressuspenso em um mínimo de água mas que seja suficiente 

para ser pipetavel, geralmente isto é conseguido com um volume 

de aproximadamente 15m1. Da suspensão final tomar iml e deter 

minar o peso seco, colocando-se na estufa a 100°C durante 24 a 

48 horas;  Conhecido o peso seco, ajustar a concentração final 

do gel de Al(OH)3  a 50 ou 60mg/m1 que tem uma consistência ide 

al para o bom emprego como adjuvante. 

3.4 - * Degranulação de mastôcìtos peritoneais in vitro  

3.4.1 - Termoequilíbrio 

Apôs termos obtido os mastôcitos já numa concentração 

maior em relação à inicial (ressuspensos em menor volume 	de 

Ringer-Barron do que o inicial) 160 a 190u1 da suspensão foram 

adicionados por tubo, de acordo com as adições posteriores. A 
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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 interações de antígeno com anticorpo (tipo IgE) 

ligados a mastõcitos, a reação de degranulação é completa den 

tro de 1 a 2 minutos a 37°C 'e que esta reação é dependente de 

temperatura, sendo inibida em temperaturas abaixo de 12°C e im_ 

pedida por pretratamentos das células, a 45°C. Dessa forma im 

punha-se o termoequilibrio prévio. 

3.4.2 - Tempo de incubação da lectina 

Apõs os 10 minutos do termoequilibrio e mantendo-se os 

tubos no banho-maria a 37°C adicionou-se o antígeno (ovalbumi 

na) ou a lectina deixando-os por mais 6 minutos (tempo de incu 

bação). Este tempo de incubação para a lectina foi fixado apõs 

determinação da cinética de degranulação dos mastõcitos (os tu 

bos foram retirados do banho-maria e a reação parada pela adi 

ção do corante em tempos diferentes)_ induzida por lectina de 

Dioclea grandif lora  Mart. (FIGURA 4) . 

induzem degranulação maxima em tempos diferentes, isto é 6 mi 

nutos para a Con A e 1 minuto para o composto 48/80.Concluimos 

que o tempo máximo requerido para a reação de degranulação in 

duzida pela lectina de Dioclea grandiflora é semelhante ao da 

concanavalìna A. 

Quando outras substâncias estavam em estudo e por conse. 

guinte presentes no meio de reação, o tempo total de incubação 

foi também de 6 minutos. 



FIGURA 4 - Cinética de degranulação de mast6citos de camundon 

go induzida pela lectina de Dioclea 	grandiflora  

Mart. 

A suspensão contendo mastôcitos foi obtida confor 

me o descrito em MÉTODOS. Apôs as três centrifuga 

çóes para lavagem, o precipitado final dos mastôci 

tos foi suspenso em 2m1 de Ringer-Barron e 190 M,1 

desta suspensão foram adicionados â 10 tubos. Ao 

tubo controle foi adicionado salina e aos demais 

lectina de D. grandiflora na concentração de 50 

µgJml. A seguir os tubos foram retirados individu 

almente nos tempos indicados e a eles foram adicio 

nados a solução corante de azul toluidina. O tubo 

controle foi retirado apôs 60 minutos,admìtindo-se 

que este representaria a degranulação espontânea 

máxima, que foi de 5%. As demais operações,isto é, 

contagem e cálculo de percentagem de degranulação 

estio indicadas em MÉTODOS. 
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3.4.3 - Parada da reação 

A reação de degranulação dos mastócitos foi parada após 

o tempo máximo necessário para que a lectina completasse a rea 

cão de degranulação, seguida da retirada dos tubos do banho-ma 

ria e da adição de 50111 de uma solução corante de azul de to 

luidina 0,1%. 

3.4.4 - Coloração 

Os mastócitos perìtoneais de camundongo apresentam-se 

geralmente arredondados e com extrema abundância de grânulos ps 

quais preenchem totalmente o citoplasma a ponto de frequente 

mente impedirem a visibilidade do núcleo. Estes grânulos são 

constituidos principalmente por glicoproteinas e coram-se meta 

cromaticamente devido ao seu conteúdo em mucopolissacaridios 

sulfatados. Dessa maneira, a coloração dos mastócitos é obtida 

30 minutos (tempo mínimo) após a adição de 50111 de uma solução 

corante de azul de toluidina 0,1% o que deverá perfazer um vo 

lume final de 250111 em cada tubo, sendo a solução corante cons 

tituida de: 

Azul de toluidina 	 0,1g 

Formaldeido 	 28,0m1 

Álcool etílico 	 50,0m1 

Ácido acético glacial 	 1,0m1 

Água destilada q.s.p.  	100,0m1 

3.4.5 - Contagem de mastócitos 

Baseado no que foi descrito por PROUVOST-DANON et al. 

(1966), observação microscópica (ocular de 16X e objetiva de 
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16X) e contagem (feita no mínimo 2 vezes) diretas de mastóci 

tos degranulados e não degranulados foram feitas após colora 

ção com uma solução fixadora de azul de toluidina 0,1%, já re 

ferida e em câmara de Fuchs-Rosental. Esta possue uma área re 

ticulada (FIGURA 5) de 16 mm2 e profundidade de 0,2mm. Sua ca 

pacidade é, portanto, de 3,2mm3 e seu uso traz a vantagem de 

comportar um volume adequado à contagem significativa das cé 

lulas. Os mastócitos não degranulados CFIGURA 6) e os degranu 

lados (FIGURA 7 A e B) foram sempre contados após repouso da 

câmara cheia, por aproximadamente 5 minutos (tempo necessârio 

para que as células sedimentem), nos 256 quadrados que compóe 

o retículo da câmara. 

Para evitar a contagem de um mastócito mais de 	uma 

vez, foi adotada a seguinte regra: os mastócitos que tocam as 

linhas limítrofes de determinado quadrado ã esquerda e acima, 

conta-mo-los neste quadrado; os que tocam à direita e abaixo 

conta-mo-los nos quadrados vizinhos. 

Os resultados das contagens dos mastócitos foram anali 

sados de acordo com as seguintes expressões: 

T = D + ND 

D% _ D x 100  

• 	DR% = D% - DE% 

DR% 	- DR% 
I% - 	s/I 	c/I x 100, 

~ 

onde 

T = número total de mastócitos; 

D = número de mastócitos degranulados; 

ND= número de mastócitos não degranulados; 

D%= percentagem de mastócitos degranulados; 



FIGURA 5 - Retículo de Fuchs-Rosenthal. 
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FIGURA 6 -- Microfotografia de mastócitos intactos aumenta 

do 400 vezes. As condições de isolamento estão 

descritas em MÉTODOS. A suspensão dos mastóci 

tos foi submetida ao termoequilibrio durante 

10 minutos adicionais após o que a solução de 

azul de toluidina foi adicionada. A microfoto 

grafia foi feita 30 minutos após a adição do 

corante. 
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FIGURA 7 - Mìcrofotografia de mastôcitos degranulados (au 

mento 400 vezes): parcialmente CA) e completa 

mente (B). As condiçóes são idênticas as da FI 

GURA 6 diferindo. apenas em que após o termoe 

quilibrio, a lectìna de Dioclea 	grandiflora  

(50 ug/m1) foi adicionada, seguindo-se um pe 

riodo de incubação de 6 minutos. 
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DR% 	= degranulação real em percentagem; 

DE% 	= percentagem de mastócitos degranulados espon 

taneamente; 

I% 	= inibição da degranulação em percentagem; 

DR%s/I  = degranulação real sem inibidor; 

DR%c/I  = degranulação real com o inibidor. 

3.5 - Degranulação de mastócitos peritoneais in vitro em pre-  

sença de inibidores  metabólicos  

3.5.1 - Inibidores da via anaeróbica 

O poder inibidor do fluoreto de sódio (inibidor da eno 

lase) foi testado sobre a degranulação de mastócitos induzida 

por lectina de D. grandiflora, nas condições jã descritas, di 

ferindo apenas em que após os 10 minutos do termoequilibrio 

o NaF foi adicionado em concentrações diferentes nos 	tubos 

contendo os mastócitos, salvo o controle que continha 	NaC1 

0,9%. A seguir, estes tubos foram incubados, durante 5 minutos 

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

cïonada e deixada atuar nas condições jã descritas no 	item 

3.4.2. 

3.5.2- Inibidores da via aeróbica 

A Influência do 2,4-dinitro fenol (desacoplador da fos 

forilação oxidativa), da olìgomicina (inibidor do transporte 

de elétrons acoplado ã fosforìlação) e de inibidores dos três 

diferentes sítios de formação de ATP acoplada á cadeia mito 
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condrial de transportadores de elétrons: rotenona (19 sitio); 

antìmicina A (29 sitio); cianeto de potássio (39 sitio), foi 

verificada sobre a degranulação de mastócitos induzida por D. 

grandiflora. 

As condições foram as mesmas já usadas com o NaF,sendo 

o mesmo substituido pelos inibidores aqui mencionados. 

A degranulação espontânea de mastôcitos foi controlada 

em presença e ausência de cada um dos inibidores. 

3.5.3 - Inibidores das vias anaerõbica e aerabica simultane-

amente 

A influência do fluoreto de sódio (inibidor da enola 

se) e do 2,4-dinitro fenol (desacoplador da fosforilação oxi 

dativa) foi testada simultaneamente sobre a degranulação de 

mastôcitos induzida pela lectina de Dioclea grandiflora. 

As condições foram as mesmas já usadas para o NaF iso 

ladamente sendo utilizada uma mistura dos dois inibidores aci 

ma referidos, onde o 2,4-DNP foi mantido numa concentração fi 

xa (10011M)' e o fluoreto de sõdio em concentrações 	variadas 

(0,01 a 5mM) . 

A degranulação espontânea de mastôcitos foi controlada 

em ausência e presença da mistura dos dois inibidores 	(Nap 

5mM e 2,4-DNP 10011M). 

3.6 - Degranúlação de mastôcitos peritoneais  in vitro:rever-

são da inibição  

A reversão da inibição da degranulação induzida 	por 
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2,4-dinitro fenol, rotenona e antimicina A em concentrações fi 

xas foi testada, utilizando-se certos metabólitos como a glico 

se, succinato e ascorbato em concentrações fixas ou variadas. 

Após o termoequilibrio, o inibidor em concentração fixa 

e o metabôlito em concentração fixa ou variada foram adiciona 

dos, seguindo-se uma incubação a 37°C durante 10 minutos para 

a glicose e 5 minutos para o succinato e ascorbato e posterior 

adição da lectina de mucunã (50pg/ml). Decorridos 6 	minutos 

apôs a adição da lectina, os tubos foram retirados do banho-ma 

ria e procedemos a coloração e contagem como já mencionado an 

teriormente (3.4.4 e 3.4.5) . 

Foram feitos controles para verificar além da degranula 

ção espontânea, a influência dos inibidores e metabôlitos 	so 

bre a integridade dos mastôcitos. 



4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO  

A ativação dos mastócitos pela lectina de Dioclea gran-

diflora serã aqui apresentada e discutida sob 2 aspectos: 

1 - Mecanismo da ativação; 

2 - Participação da energia metabólica no mecanismo de 

ativação. 

Os resultados apresentados na FIGURA 8 mostram a ativa 

ção (exocitose) dos mastócitos do liquido peritoneal de camun 

dongo pela lectina de Dioclea grandiflora (A) comparada á ati 

vação pela lectina de Phaseolus vulgaris cv. "Processor" (B) e 

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

pela lectina de mucunã (A) é dependente da concentração até 50 

pg/ml e a partir dai, não só não é aumentada como provoca dis 

creta inibição. Este resultado sugere que a exocitose dos grã 

nulos dos mastócitos não é devida a uma ação citotóxica inespe 

cifica da lectina sobre os mastócitos que acarretaria uma de 

granulação crescente com o aumento da concentração. 

A indução da exocitose de grãnulos de mastócitos perito 

neaìs de camundongo, por lectina de Phaseolus vulgaris, estuda 

da por SILVA-LIMA et al. (1981), no presente trabalho foi uti 

lizada para comparar a sua capacidade de produzir exocitose em 

relação â das outras duas lectinas (PIlI e Con A). Os resulta 

dos mostraram dependência de concentração, o que reforça dados 

semelhantes obtidos por SILVA-LIMA et al. (1981). Quanto a uma 

possível inibição da exocitose de grãnulos de mastócitos provo 

cada por altas concentrações da lectina de P. vulgaris, 	não 

foi detectada uma vez que altas concentrações da lectina provo 

caram aglutinações das células, impossibilitando 	conclusões 

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

28 



FIGURA 8 - Efeito comparativo da indução da exocitose de grânulos de mast6citos 

por três diferentes lectinas: PIII, GLG3B e Con A. 

A obtenção dos mastócitos e condições de incubação, coloração e con 

tagem foram as mesmas referidas na legenda da FIGURA 4 e em MÉTODOS, 

â exceção de que o tempo de incubação dos mastócitos com as lectinas 

foi fixado em 6 minutos. A Com) PIII, B (O—®) GLG3B e C ((—()Con 

A. 
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çáo maior do que a da lectina de mucunã e menor que a da Con A. 

A indução da exocitose de grânulos de mastôcitos de vá 

rias espécies animais pela Con A tem sido objeto de extensas 

investigações 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 mast6 

citos peritoneais de camundongo em relação a outras duas lectì 

nas (de D. grandiflora e de P. vulgaris). Os resultados 	indi 

cam também uma dependencia de concentração (C). Podemos também 

notar que a lectina induziu degranulação até uma certa concen 

tração a partir da qual passou a provocar inibição. Estes da 

dos estão em concordância com aqueles encontrados_ por SIRAGA 

NIAN e SIRAGANIAN (1974), os quais utilizaram a Con A para in 

duzir a liberação de histamina de células de cinco diferentes 

espécies animais. Ve-se ainda que a Con A exibiu uma ativação 

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

vulgaris) . 

4.1 - Mecanismo de ativação  

A hipótese utilizada para explicar a ativação dos mast6 

citos pelas lectinas foi a de que elas atuariam ligando-se aos 

resíduos de carboidratos da porção Fc da molécula de IgE que 

estã fixada ã membrana do mastócito (METZGER e BACH, 1978). Co 

mo suporte para esta hipótese estão os resultados apresentados 

por MAGRO (1974) em que a Con A agiria por ligações cruzadas 

sobre os açúcares das moléculas de IgE e a necessidade de um 

alto teor de IgE fixados aos mastócitos para que se 	pudesse 

pôr em evidencia a ação ativadora da lectina (KELLER, 	1973). 

Para abordar o aspecto da mediação da IgE na ativação pela lec 

-fina de Dioclea grandiflora dois tipos de experlencias foram 

(3Rïs.,TPRS;OraDE S=E✓PRA! DO CPAF?A 
BIBLIOTECA 	CI iB{:O E4frvI  

Iw 
iAuCT e ezO // áf3 
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realizadas: 

a) Ação da lectina em função da idade do animal na su 

posição de que o sistema imune e suas reações são mais solici 

tados com o correr do tempo, aumentando assim o titulo 	de 
IgEs inespecificas. 

A TABELA 1 mostra a ação da lectina de mucunã 	sobre 

mastócitos peritoneais de camundongo de diferentes idades(45, 

90 e 180 dias). Podemos observar que a intensidade da exocito 

se de mastócitos foi dependente da idade do animal. Este re 

sultado reforça a hipótese da mediação da IgE na indução da 

exocitose pela lectina. Mais especificamente, acredita-se que 

a imunoglobulina E facilitaria a ação da lectina por permitir 

uma fixação da mesma aos carboidratos da fração Fc da IgE. 0 

fato de animais mais velhos apresentarem mastócitos mais sus 

ceptiveis â ativação 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 agressaes variadas de carater ìnfec 

cioso, infestaçóes e etc. Um fato que faz supor a participa 

ção do sistema imunológico no mecanismo de ação das lectinas 

foi relatado por PUSZTAI et al. (1979) que trabalhando 	com 

animais livres de germe (gnotobióticos) mostraram que estes 

animais, que apresentavam um sistema imunológico ainda não so 

licitado, eram menos sensiveis ao efeito tóxico da lectina de 

Phaseolus vulgaris cv."Processor"sobre o trato intestinal. 

Vãrios estudos ainda mostram o crescimento da produção 

de IgE de acordo com a idade dos animais. Assim é que P1OUVOST-

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), também ob 

servaram em ratos que nas primeiras semanas de vida a quantì 

dade de anticorpos produzida é menor que a do adulto.JOHANSSON 

(1968), verificou ainda em seres humanos que a produção 	de 

UFC
Caixa de texto
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TABELA 1 - Influência da idade sobre a degranulação de mastó 

citos peritoneais de camundongos "Swiss" induzida 

pela lectina de Dioclea grandiflora Mart. 

Idade 	Lectina 	Degranulação 

(dias) 	(ug/mi) 	(DR% ± s) 

45 50 41 ± 	2,4[261 

90 50 50 ± 	1,8(29) 

180 50 69 	± 	6,3(23) 

~ 
Os valores representam uma media acompanhada do desvio pa 

drão e entre parênteses esta o número de animais analisados. 

A diferença entre as medias foi significativa (Teste de t) 

ao nível de 5%. 

UFC
Caixa de texto
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reaginas (IgE) aumentou lentamente durante os primeiros 6 a 8 

anos de vida. 

b) Ação da lectina em mastécitos comprovadamente dota 

dos de alto teor de IgE. 

A indução da exocitose de grânulos de mastécitos pela 

lectina de mucung foi testada em mastécitos isolados de dois 

grupos de camundongos, sendo o primeiro grupo de animais previ 

amente imunizados por um antígeno (ovalbumina) não relacionado 

à lectina e um segundo grupo Ccontrole) de animais não imuniza 

dos. A indução da exocitose pela lectina de mucunã foi relatì 

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 degranulação anafiláti 

ca in vitro de mastécitos. Este é pois, mais um argumento em 

favor da participação da IgE no mecanismo de ativação celular 

induzida pela lectina. 

KELLER (1973) também observou que a concanavalina A era 

capaz de iniciar a degranulação de mastécitos em animais com 

níveis aumentado de IgE, mas não naqueles com níveis normais 

ou baixos. Resultados semelhantes foram obtidos por SILVA-LIMA 

et al. (1981), os quais verificaram que a indução da degranula 

çáo por lectina de P. vulgaris foi aumentada quando camundon 

gos foram também previamente imunizados por antígeno não rela 

cìonado. 

4.2 - Particïpaçáo da energia metabôlica  

O mecanismo da reação anafilâtica ainda é em 	nossos 

dias objeto de especulações e uma tentativa de explicação dos 

eventos no nível da membrana dos mastécitos foi mostrado na FI 

GURA 2. Nela observamos que a energia metabólica desempenha um 

t1,3 

1BSCTJ 

UFC
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FIGURA 9 - Influência do titulo de IgE inespecifica sobre a degranulação de 

mastõcitos induzida pela lectina de Dioclea grandiflora  Mart. 
A obtenção dos mastócìtos em animais não sensibilizados (0-0) e 

animais sensibilizados (®-01  esta descrita em MÉTODOS. As demais 

condições: incubação, coloração, contagem e cálculo estio descri 

tos nas legendas das FIGURAS 4 e 5 e em MÉTODOS. 
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papel neste mecanismo. Uma vez que admitimos a ação da lecti 

na por intermédio da IgE (FIGURA 1), como consequência desta 

suposição esta a afirmação de que a ativação celular pela lec 

tina é um processo comparãvel ao da reação anafilâtica. A par 

ticipação da energia na ativação dos mastôcitos pela lectina 

foi estudada com o uso dos inibidores metabôlicos. Assim é 

que o fluoreto de sôdio (0,1 a 10 mM), um inibidor da via gli 

colitica através da enolase, não foi capaz de provocar inibi 

ção da exocitose (TABELA 2) de grânulos de mastôcitos induzi 

da pela lectina de mucunã. Neste caso, uma vez que a experien 

cia não foi realizada em anaerobiose, possivelmente os subs 

tratos endôgenos da via aerôbica continuaram sendo metabolìza 

dos e as necessidades energéticas através da cadeia de trans 

portadores de elêtrons foram suficientes para satisfazer as 

exigências energéticas adequadas â exocitose induzida 	pela 

lectina. Os mastôcitos efetivamente parecem ter um bom supri 

mento de substratos endógenos pois, durante incubação a 37°C 

num meio livre de glicose, o consumo de oxigênio 	permanece 

inalterado pelo menos por 4 horas (CHAKRAVARTY e ZEUTHEN,1965) 

e o conteúdo de ATP não e reduzido dentro de uma horaCDIA MANT, 

1967). Estes resultados estão de acordo com os de 	PETERSON 

(1974), o qual encontrou um accimulo de lactato proveniente de 

substratos endôgenos quando utilizou a antimicina A para inì 

bìr o transporte de elëtrons na cadeia respiratôria mitocon 

drial. 

Usamos também o 2,4-dinitro fenol, um desacoplador, pa 

ra eliminar qualquer fornecimento energético vindo através da 

via aerôbïca. Vãrios experimentos foram realizados com o 2,4-

dinitro fenol (5 a 100 pM) com a finalidade de testar a influ 

ência do mesmo na exocitose de grânulos de mastôcitos perito 

neais de camundongo induzida pela lectina de mucunã. Os resul 

tados (FIGURA 10) demonstram que o 2,4-dinitro fenol 11 pM jã 

foi capaz de inibir 50o da exocitose induzida por 50 pg/ml da 

lectina de mucunã. Contudo, 50 uM de 2,4-dinitro fenol 	não 

foi capaz de inibir completamente a exocitose conforme encon' 
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TABELA 2 - Influência do fluoreto de sõdio na degranulação de 

mastócitos peritoneais de camundongo "Swiss", indu 

zida pela lectina de Dìoclea grandiflora  Mart. 

Lectiva 

(u g/ml ) 

Fluoreto de sódio 

(mM) 

Degranulação 

(%) * 

50 100 

50 10,0 93 

50 5,0 96 

50 2,5 88 

50 1,0 97 

50 0,5 97 

50 0,1 98 

* Valores obtidos considerando-se como 100% a degranulação 

obtida em presença da lectina e em ausência de NaF. 



FIGURA 10 - Ação inibidora do 2,4-dinitro fenol sobre a 

degranulação detmastôcìtos induzida pela lec 

tina de Dioclea grandiflora  Mart. 

Condições idênticas ás descritas em MÉTODOS e 

nas legendas das FIGURAS 4 e 5. Após o termoe 

quilibrio de 10 minutos, o 2,4-dinitro fenol 

nas diferentes concentraçóes foi adicionado e 

incubado a 37°C por mais 5 minutos,seguido da 

lectìna de D. grandif lora (50 pg/ml) . A deter 

mìnação da percentagem de inibição da degranu 

laço esta indicada em MÉTODOS. 
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trou PROUVOST-DANON et al. (1967), estudando a influência da 

energia metabôlica sobre a reação anafilãtica em mastôcitos pe 

ritoneais de camundongo. Esta discrepãncia ê justificada com 

as diferenças metodológicas dos dois trabalhos. A maior dura 

ção das experiências com a reação anafilãtica pode ter 	sido 

responsável pela exaustão de substratos endógenos dos mastôci 

tos ocorrida na experiência comparada, o que se admite não ter 

ocorrido no nosso experimento. 

A FIGURA 11 mostra os resultados de tentativa feita pa 

ra obter a inibição total da degranulação induzida pela lecti 

na, na presença dos inibidores da via aeróbica e anaerôbica si 

multaneamente. Por ai observamos que 2,4-dinitro fenol 10-4M 

e fluoreto de sódio 5mM efetivamente causam 100% de inibição. 

Alem do uso de desacopladores da fosforilação oxidati 

va, uma vez que estaria em jogo a participação da energia meta 

bôlica, utilizamos a oligomicina (0,00125 a 0,5 pM), inibidor 

do transporte de elétrons acoplado ã fosforilação, com o intiïi 

to de testar a influencia da mesma na exocitose de grãnulos de 

mastôcitos peritoneais de camundongo induzida pela lectina de 

mucunã. Os resultados (FIGURA 12) mostram que a percentagem de 

inibição foi dependente da concentração 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 mucunã. 

Vale salientar que JOHANSEN (1979), estudando os efei 

tos de inibidores das vias glicolitìca e respiratória na libe 

ração anafilãtica de histamina de mastôcitos de rato in vitro, 

verificou também que a oligomicina ( 1 pM/ml ) inibe a libera 

ção de histamina, assim como a produção de ATP oxidativo. 

JOHANSEN e CHAKRAVARTY (1972), também observararam que 

a oligomicina provocou inibição da liberação de histamina de 

mastôcitos de rato induzida pelo composto 48/80, após redução 

no conteüdo de ATP. Estes fatos permitem uma comparação entre 

a degranulação dos mastôcitos induzida pela reação anafilãtica 



FIGURA 11 - Influência inibidora do fluoreto de sódio e do 

2,4-dìnitro fenol simultaneamente sobre a de 

granulação de mastôcitos induzida pela lectina 

de Dioclea grandìflora  Mart. 

Condições idênticas ás da FIGURA 10 â exceção 

de que o fluoreto de sôdio nas concentrações 

indicadas e o 2, 4-dinìtro fenol (100,4M) foram 

incubados juntos nos 5 minutos que se seguiram 

ao termoequilibrìo. 
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FIGURA 12 - Ação inibidora da oligomicina sobre a degranu 

lação de mastõcìtos induzida pela lectina da 

Dìoclea grandiflora  Mart. 

Condições idênticas as da FIGURA 10, sendo a 

oligomicina nas concentraçóes indicadas adici 

onadas nos 5 minutos que se seguiram ao termo 

equilibrìo. 
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e a induzida por lectina. 

Passamos então a analisar a participação da energia me 

tabólìca na degranulação de mastõcitos induzida pela lectina 

de Dioclea grandiflora com o uso de inibidores da cadeia 	de 

transportadores de elétrons ao nivel dos três diferentes 	si 

tios de sintese de ATP (FIGURA 3). Na FIGURA 13 mostramos 	o 

efeito da rotenona que e o principio tóxico, com propriedades 

inseticidas (.CORBERTT, 1940), isolado de plantas timbós (termo 

popular brasileiro usado para designar plantas capazes de enve 

nenar peixes) de vários géneros especialmente de leguminosas 

dos gêneros Derris e Lonchocarpus nìcou Aubl.). Ela bloqueia 

especificamente o transporte eletrõnico da NADH desidrogenase 

ã Co Q (OHNISHI, 1973) no sitio de sintese de ATP e inibe as 

sim, a reoxidação do NADH produzido pelas principais desidroge 

nases do ciclo de Krebs (ERNSTER et al., 1963). No 	presente 

trabalho, vários estudos foram feitos com a finalidade de tes 

tar a influencia da rotenona (0,025 a 0,5 pM) sobre a exocito 

se de grânulos de mastõcitos peritoneais de camundongos induzi 

da por 50 pg/ml de lectina de mucunã. A FIGURA 13 mostra que 

0,11 pM de rotenona foi capaz de inibir 50% da exocitose 	de 

grânulos de mastócitos induzida por 50 pg/ml de lectina de mu 

cunã e que a percentagem de inibição foi dependente da concen 

tração do inibidor. 

ERNSTER et al. (1963), também observaram que uma quanti 

dade de rotenona equivalente a aproximadamente 30 	nanomoles 

por grama de proteina ê suficiente para inibir a oxidação de 

substratos dependentes de NAD em mitocondrias de fígado de ra 

to. 

No presente trabalho, usamos também antìmicina A(0,00125 

a 0,5 pM), um inibidor do transporte de elétrons na cadeia res 

piratõria mitocondrìal, ao nivel do segundo sitio de sintese 

de ATP, preìncubando-a durante 5 minutos com os mastôcitos pa 

ra posterior adição do agente indutor da exocitose (lectina de 

mucunã). Os resultados (FIGURA 14) mostram que 0,02 UM de anti 



FIGURA 13 - Ação ïnibidora da rotenona sobre a degranula 

ção de mastôcitos induzida pela lectina 	de 

Dioclea grandiflora  Mart. 

Condições idênticas es da FIGURA 10, sendo a 

rotenona nas concentrações indicadas adiciona 

das nos 5 minutos que se seguiram ao termoe 

quilibrio. 
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FIGURA 14 - Ação inibidora da antimicina A, sobre a degranulaçáo de mastôcitos 

induzida pela lectina de Doolea grandiflora  Mart 

Condições idênticas 5,s da FIGURA 10, sendo a antimicina A nas con 

centrações indicadas adicionada nos 5 minutos que se seguiram ao 

termoequilá brio . 
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micina A foi capaz de inibir 50% da exocitose de grânulos de 

mastócitos induzida por 50 ug/ml da lectina de mucunã. Contu 

do, 0,5 pM da antimicina A não foi capaz de inibir completa 

mente a exocitose. Esta inibição parcial da exocitose, prova 

velmente pode ser atribuida a uma disponibilidade energética 

residual dos mastócitos, resultante de um período de preincu 

bação menor que o utilizado por outros autores. 

DIAMANT (1975), utilizando mastócitos de rato preincu 

bados (5 minutos) com antimicina A (0,5 pM) também não obser 

vou inibição total da liberação de histamina induzida por com 

posto 48/80. 

PETERSON (1974) estudando a ação inibidora da antimici 

na A (0,2 pM) sobre mastócitos de rato também verificou que a 

liberação de histamina induzida por composto 48/80 foi supri 

mida, contanto que os mastócitos fossem preincubados (10 minu 

tos) com o inibidor e que nenhuma inibição ocorreu quando mas 

t6citos foram expostos á antimicina A e composto 48/80 simul 

taneamente. 

PROUVOST-DANON et a1. (19.671, também observaram que a 

antimicina A inibia a liberação de histamina e a degranulação 

em reações anafilâticas in vitro de mastócitos peritoneais de 

camundongo. 

A influencia do cianeto de potássio (1 a 100 pM)., que 

é conhecido como inibidor (39 sitiol da citocromo oxidase (ci 

tocromo aa3), foi estudada preincubando-se suspensões de mas 

tócitos com diversas concentrações de cianeto durante 5 minu 

tos seguindo-se a adição do agente indutor da exocitose (lec 

tina de mucunã). Como mostra a FIGURA 15, 16 pM de cianeto de 

potássio foram capazes de inibir 50% da exocitose de grânulos 

de mastócitos induzida por 50 ug/ml de lectina de mucunã. Po 

demos também observar que a percentagem de inibição foi depen 

dente da concentração do inibidor e que 100 pM de cianeto de 

potássio ainda não foi capaz de inibir completamente a exoci 

tose. 



FIGURA 15 - Ação inibidora do cianeto de potâssio sobre a 

degranulação de mastócìtos induzida pela lecti 

na de Dioclea grandiflora  Mart. 

Condições idênticas âs da FIGURA 10, sendo o 

cianeto de potâssio nas concentrações indica 

das adicionado nos 5 minutos que se seguiram 

ao termoequilibrio. 



O~
 

O
 

IN
IB

IQ
Ã

O
 D

A
 D

E
G

R
A

N
U

L
A

Ç
Ã

O
 (

 I
 %

) 

N
 	

.p
 	

0)
 	

03
 

O
 	

O
 	

o
 	

O
 



46 

Outros estudos têm sido realizados por vários autores 

examinando o efeito do cianeto na reação anafilática. O ciane 

to foi capaz de promover inibição da reação anafilática mas em 

concentrações variáveis. Provavelmente a explicação estaria na 

diversidade de condições metodológicas. Assim é que MONGAR e 

SCHILD (1957), obtiveram 46% de inibição da liberação anafilá 

tica de histamina de pulmão de cobaia com 2 mM de 	cianeto. 

AUSTIN e BROCKLEHURST (1961) encontraram 50% de inibição com 

1 mM de cianeto após preincubação por 10 segundos. ROTSCHILD e 

BARRETO (1961) demonstraram que a liberação anafilática de his 

tamina de pulmão de cobaia foi completamente bloqueada por 1mM 

de cianeto na ausência de glicose, e que este efeito foi signi 

ficatìvamente revertido por 1 mM de glicose. PROUVOST-DANON et 

al. (1965) demonstraram que a liberação de histamine anafilátì 

ca de cobaia foi inibida por diversas concentrações de cianeto 

e que a glicose, adenosina e ribose reverteram o efeito inibi 

dor do pretratamento com cianeto na liberação da histamina. 

Várias tentativas foram feitas para reverter a inibição 

da degranulação induzida pela lectina. Assim, verificamos que 

preincubando-se suspensões de mastôcitos durante 10 	minutos 

com glicose (0,1 a 5 mM) na presença e ausência do 	inibidor 

(100 uM de 2,4-dinitro fenol) a exocitose que era 	bloqueada 

por 2,4-dinitro fenol voltou a ser verificada, desde que hou 

vesse glicose presente no meio de reação, em concentrações in 

feriores as que inibem a lectina de mucunã indicando por conse 

guinte uma participação da via glicolitica (FIGURA 16 e TABELA 

3). Portanto a energia metabõlica necessária á modulação 	do 

processo da exocitose dos mastôcitos induzida por lectina foi 

fornecida pela via glicolitica e a lectina passou a provocar a 

exocitose de grânulos de mastócìtos mesmo em presença de 2,4= 

dinitro fenol. 

Outros autores também. verificaram que a glicose era ca 

paz de reverter a ação inibidora do cianeto ou 2,4-dinitro fe 

nol na liberação de histamina de tecido de rato induzida pelo 



FIGURA 16 - Correlação entre-os efeitos da glicose inibindo a lectina e rever 

tendo a ação inibidora do 2,4-dinitro fenol sobre a degranulação 

de mastócitos induzida pela lectina de Dioclea grandiflora  Mart. 

Representação semilogaritimica da percentagem de degranulação ver 

sos concentração de glicose em presença W-S) e ausência de 2,4-

dinitro fenol (0-O). Após o termoequilibrio a glicose em diferen 

tes concentrações, isoladamente ou em mistura com o 2,4- dinitro 

fenol foi adicionada ao meio de reação seguindo'-se uma incubação 

de 10 minutos quando então foi adicionada a lectina C50 ug/ml)..As 

demais condições experimentais estio descritas em MÉTODOS e nas 

legendas das FIGURAS 4 e 5. Os valores de degranulação foram obti 

dos conforme o indicado na legenda da TABELA 2. 
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TABELA 3 - Reversão por intermédio da glicose do efeito inibi 

dor causado pelo 2,4-dinitro fenol na degranulação 

de mastõcitos peritoneais de camundongo "Swiss",in 

duzida pela lectina de Dioclea grandiflora Mart. 

	

Lectina 	Glicose 2,4-DNP Degranulação Inibição 

	

(ug/ml) 	(mM) 	(TM) 	(%) * 	(%) 

50 - 100 

50 - 100 8 9.2 

50 5 100 84 16 

* Calculada segundo o indicado na legenda da TABELA 2. 



composto 48/80 ou reação-antígeno anticorpo (DIAMANT e 

1961; PROUVOST-DANON e MOUSSATCHÉ, 1961; ROTHSCHILD et 

1961; DIAMANT, 1962). 
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UVNp;S , 

al., 

A reversão da inibição da degranulação dos mastócitos 

provocada pelos 

fornecimento de 

fornecimento de 

inibidores metabólicos 

energia através da via 

energia através da via 

foi tentada não só pelo 

glicolítica, como pelo 

aeróbica. Para tal, fo 

um suprimento de 	ele 

posteriores aos inibi 

ram usados metabólitos que permitissem 

trons â cadeia respiratória, em pontos 

dos pelos inibidores específicos dos três diferentes sítios de 

síntese de ATP (rotenona, antimicina A e cianeto de potássio - 

ver FIGURA 3). Assim é que usamos o succinato que e desidroge 

nado pela succinatodesidrogenase Cdesidrogenase ligada â flavi 

na), a qual cataliza a introdução de elétrons na cadeia respi 

ratória, através da Ubiquinona. Os mastócitos foram preincuba 

dos durante 5 minutos com rotenona (0,5 pM) na presença e au 

sência do succinato (5 mM). com a finalidade de testar a rever 

são de inibição da exocitose de grânulos de mastócitos induzi 

da pela rotenona. Os resultados da TABELA 4 mostram que o su 

ccinato que fornece poder redutor ã cadeia respiratória em pon 

to posterior ao do bloqueio da rotenona foi capaz de reverter 

a inibição da exocitose induzida pela rotenona. Isto 	sugere 

que há necessidade de uma certa quantidade de energia a qual 

pode ser fornecida quando do rendimento de dois ATPs 	vindos 

dos sítios 2 e 3 ligados â cadeia respiratória e que foram pro 

porcionados pela oxidação de cada molécula de succinato. 

A TABELA 5 mostra que o ascorbato que fornece elétrons 

à cadeia respiratória ao nível do 39 sítio de síntese de ATP 

não foi capaz de promover uma reversão da inibição da degranu 

lação dos mastócitos induzida pela lectìna de Dioclea grandi-` 

flora. Este resultado sugere que além da energia ser importan 

te para a ativação celular, uma quantidade ótima de 	energia 

parece ser exigida. Isto porque o rendimento de apenas 1 ATP 

provocado pelo ascorbato não foi suficiente, como no caso do 
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TABELA 4 - Reversão por intermédio do succinato do efeito ini 

bidor causado pela rotenona na degranulação de mas 

tócitos peritoneais de camundongos "Swiss", induzi 

da pela lectina de Dioclea grandiflora  Mart. 

Lectina Succinato Rotenona Degranulação Inibição 

(pg/ml) (mM) (uM) (%) *+ (%) * 

50 - 100 - 

50 - • 0, 5 17 ± 	4,6(5) 83 ± 4,6(51 

50 5 0,5 67 ± 3,1(7) 33 ± 3,1(7) 

*_Os valóres representam uma média acompanhada do desvio padrão 

e entre parênteses esta o número de experiências realizadas. 

+ Calculada segundo o indicado na legenda da TABELA 2. 
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TABELA 5 - Reversão por intermêdìo do ascorbato do efeito ini 

bidor causado pela antimicina A na degranulação de 

mastocitos peritoneais de camundongos "Swiss", in 

duzida pela lectina de Dioclea grandiflora Mart. 

Lectina Ascorbato Antimicina Degranulação Inibição 

(ug/ml) 	(mN) 	(uM) 	0)* 	(%) 

50 - - 100 

50 - • 0,1 25 75 

50 10 0,1 30 70 

50 8 0,1 27 73 

50 5 0,1 26 74 

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

energëtico. 



5 - CONCLUSÕES  

1. A lectina de Dioclea grandiflora induz exocitose de grânu 

los de mastócitos dependente da concentração, 	sendo 50 

pg/ml a concentração utilizada para produzir a degranula 

ção maxima. 

2. A exocitose de grânulos de mastócitos provocada pela lecti 

na de Dioclea grandiflora foi menor, quando comparada 	a 

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

valia ensiformis, em idênticas concentrações. 

3. A intensidade da exocitose de grânulos de mastócitos provo 

cada pela lectina de Dioclea grandiflora é dependente da 

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

4. A indução da exocitose de grânulos de mastócitos pela lec 

tina de Dioclea grandiflora foi mais intensa em animais do 

tados.de alto titulo de IgE. 

5: O fluoreto de sódio (0,1 a 10 mM) quando utilizado em aero 

biose não é capaz de inibir a exocitose de grânulos de mas 

tócitos induzida pela lectina de Dioclea grandif lora. 

6. 0 fornecimento de energia metabólica ao ser inibido, impe 

de a exocitose de grânulos de mastócitos induzida pela lec 

tina de Dioclea grandiflora. Os seguintes, são capazes de 

provocar 50% de inibição da degranulação nas concentrações 

(1500 	especificadas: 2,4-dinitro fenol (I509„ = 11 pM);oli 

gomicina (1500 
= 0,12 pM); rotenona 	(150% = 0,11 pM); anti 

micina A (150% = 0,02 pM); cianeto de potássio (1500=16pM). 

53 
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7. A exocitose de grãnulos de mastõcitos que é inibida 	por 

bloqueio da via aeróbica induzida por 2,4-dinitro 	fenol 

(100 uM) pode ser revertida por glicose (ativação da via 

glicolitica). 

8. 0 succinato que fornece poder redutor à cadeia respirat6 

ria em ponto posterior ao do bloqueio da rotenona, com ga 

nho energêtico de 2 ATPs foi capaz de reverter a inibição 

da exocitose de grânulos de mastócitos induzida pela rote 

nona. 

9. 0 ascorbato que fornece poder redutor â cadeia respirat6 

ria em ponto posterior ao do bloqueio da antimicina A com 

ganho energético de 1 ATP não foi capaz de reverter a ini 

bição da exocitose induzida pela antimicina A. 
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G1 

ALERGENICIDADE.E ATIVAÇÃO DE MASTÕCITOS INDUZIDA POR DIFERENTES FRAÇÕES OBTIDAS NO 

CURSO DA PURIFICAÇAO DA LECTINA DE Dioclea grandiglora Mart. 

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

Dept9 de Bioquímica e Biologia Molecular. UFC.Caixa Postal, 1065. 60.000 - Fortaleza - Ce. 

A indução de degranulação dos mastõcitos peritoneais de camundongo, por Dioclea gran 
diflora que ja fora referida anteriormente, foi estudada ao longo da purificação da lectina. 	Na 

Figura 1 verificamos que as atividades das frações: extrato total (E.T.), albumina (A) e globulina 

(G) não são muito altas. Contudo, E.T. parece ter menor atividade do que A e G cujas atividades se 

assemelham. Ja na Figura 2 ha diferença entre a atividade de F50/70 (fração 	precipitada 	por 

(NH4)2SO4  entre 50 e 70% de saturação) e a de F0/50 e F70/90 que parecem ser idènticas. A 	F50770 

e a que tem maior ação hemaglutinante. Hã pois correlação entre maior atividade hemaglutinante 	e 

maior indução de degranulação dos mastõcitos peritoneais de camundongo. A ação direta da 	lectina 

purificada Dioclea grandiflora sobre os mastôcitos peritoneais de camundongo esta mostrada na Figu 

A alergenicidade da lectina de DiocZea grandiflora foi testada em camundongos imuni- 
zados por via subcutanea em presença de Al(OH) como adjuvante. Na Figura 4 6 mostrado em PCA 	de 

curta laténcia em camundongo, a formação de anticorpo do tipo IgC, em resposta primaria com "chal-

lenge" induzido por lectina de Dioclea grandiflora e E.T. Na Figura 5 revela-se a presença de anti 

corpo do tipo IgC, tendo-se usado diferentes doses de antígeno (lectina de Dioclea grandiflora 

100 pg, 10 pg e 1 jig) e reforço na sensibilização. A Figura 6 mostra fraco titulo de anticorpo do 

tipo IgE, revelado em PCA de longa laténcia em camundongo. 	 - 
Embora a formação de anticorpos do tipo IgC seja induzida pela sensibilizaçao 	com 

lectina de DiocZea grandiflora de camundongos, a formação de anticorpos do tipo IgE ainda necessi-
ta estudos mais detalhados. 

Auxílio Financeiro: CNPq, CAPES e FINEP. 

II Reunião Regional da Sociedade Brasileira de Bioquímica 

Recife, outubro de 1982. 

Arq. Biol. Tecnol. 25(3/4), 399, 1982. 
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1  COMPROMETIMENTO DO METABOLISMO ENERGÊTICO E MECANISMO DE ATIVAÇÃO DE MASTOCITOs IN 

DUZIDA POR LECTINA DE Dioclea grandiflora MART. 

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

Dept9 de Bioquímica e Biologia Molecular. UFC. Caixa Postal, 1065. 60.000 - Fortaleza, Ce. 

A participação da energia metabólica na exocitose de mast&citos peritoneais de camun 
dongo provocada por lectina de Dioclea grandiflora jã foi por nas anteriormente demonstrada. Cont 
do, os resultados obtidos permitem a sugestão de que a energia em certa quantidade, faz-se necessã 
ria. A tabela 1 mostra que o NaF não foi capaz de'provocar inibição da degranulação de mastõcitos 
induzida pela lectina de Dioclea grandiflora. Vã-se, por conseguinte, que devido ao fato:de a expe 
riéncia não ter sido realizada em anaerobiose, os substratos endógenos dos próprios mastOcitos con 
tinuaram sendo metabolizados e o requerimento energético através da cadeia de transportadores de e 
letrons era suficiente para fornecer as condiçbes adequadas ã degranulação induzida pela lectiva 
Por outro lado, utilizando-se rotenona e dois' substratos da cadeia respiratória (Tabela 2 e 3) ve- 
rificou-se que o succinato promove a reversão da inibição de degranulação induzida pela 	rotenona 
enquanto o ascorbato não foi capaz de faze-lo. Isto sugere que há necessidade de uma quantidade 6 
tima de energia e que o ganho líquido de -1 ATP no sítio 3 provocado pelo ascorbato 1ião é suficien- 
te, como no caso do succinato cujo rendimento 6 de 2 ATP vindo dos sítios 2 e 3 ligados à 	cadeia 
respiratória, para promover a reversão da inibição da degranulação induzida pela rotenona. 

A ação da lectina sobre os mastacitos é dependente do tempo (Figura 1) e da idade do 
animal (Tabela 4). A intensidade da degranulação induzida pela lectina de Dioclea grandiflora pare 
ce aumentar quando os mastecitos possuem maior quantidade de IgE fixada em suas membranas (Figura 
2). Os resultados parecem sugerir um mecanismo de interação da lectina comIgE embora não se possa 
ainda, do modo categórico, afastar a possibilidade da fixação da lectina a receptores da membrana 

do mastócito. 

Auxílio Financeiro: CNPq, CAPES e FINEP. 

II Reunião Regibnal da. Sociedade Brasileira de Bioquímica - 

Recife, outubro de 1982. 

Arq. Biol. Tecnol. 25(3/4), 376, 1982. 
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10-G.1.2 PARTICIPAÇAO W ENERGIA WTABiLICA NA DEGPANDLACAO DE MASTtCITOS PERITONEAIS DE CAMN- 
jzJN )S- INDUZIDA POR LECTINA DE Dioclèa g~rraanndiflòra Mart-: M..Cid 	Oliveira; M. Silva 

Lima, p. Prouvost-Danon*; R. Azevedo Abreira e M.V.P. Frederico. Dept9 de Bíoquimica e Biologia Afile-
cular, UFC:C.P. 1065. 60.000; Fortaleza, Ce. e *G.R. 31 - CNRS, Instituto Pasteur..Paris, França. - 

- A indução de âegranulação de.mastócitos. peritoneais de camundongos não sensibilizados por lecti- 
ira de D: grandiflora ja foi previamente demonstrada. Coiro na -hipersensibilidade iirediata este fen&re-
- no" e provocado pela reação do antigeno com o. anticorpo (IgE)-e supõe consuma de energia netabõlica, 
.uma abordagem serremante foi feita usando-se a lectiva como'agente indutor.da degranulação de mast&- . 
.tifos,,: 

 

A-lectina foi.isolada de sementes de D::,grandiflora e- purifir-ada por.cromatografia de afinidade 
--em coluna de Sephadtx G-50. Os_mastôcitos Toram recolhidos do-liquida. peritaneal de camundongos • : -
6wisS:,_Inicialm-nte,- testaros -a.influãnd sobre degranulaçãb-dos mast&Qtos ïndni-da pela lectiva; 

-do 2,4;.IPIP, 
 

do çianeto, da ofigomiciria,; da rotehbna e da antimicina-A. Foi verificado, que todos estés-
.agentes,inibiam 50%-da degranulaçã& induzida por 50ug/m1 de - lectina, nas seguintes concentrações:' 
2,4 DNP.1111M, cianeto;16pM,, oligomicina 0,12pM, rotenona 0,llpM e antimicina A 0,02pN. Foi rros_trado • 
que a. degranulação_que era bloqueada por 2,4 INP voltava a ser verificada, desde que houvesse glicose 
presente no meio de reação, em.p ncentraçoes inferiores as que inibem a lectina, indicando uma partiç-
cipação da via glicolítica. Por outro. lado, em• presença de inibidores da rar7Pia respiratória, còmo a 

- rotenona, a de&ranulaçao dos mastocitos so voltou a se verificar em presença de succfnato que fornece 
poder redutor a cadeia respiratôria;em ponto posterior ao do bloqueio da rotenona. Estes estudas mos-
tram pontos de contato entre_a ativação dos mastocitos pôr reação Ag/Ab e por lectina e abrem pers- 

et tiv s para;o•conhecimento da participação da energia iretabõlica no mecanismo de exocitose dos grã-
os 	mastocitos. 	 - 

Auxilio financeiro: CNPq; FINEP e CAPES.. • 

34a Reunião Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da 

Ciência - Campinas (SP), julho de 1982. 

Ciência e Cultura. 34:623, 1982. 
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