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ESTUDOS SOBRE O AUMENTO DA PERMEABILIDADE CAPILAR NA PELE

DE RATO POR AÇÃO DO PIRIDOXAL 5'FOSFATO

Nélida Lucia del Maitro de Garcia Agudo

RESUMO

£»» trabalho títscreve, a atividade do piridoxal 5'-foslato (PLP) em aumentar a permeabilidade capilei. medida
na pela da ralo pelo extravasamento do azul da Evans marcado com o iodo radioativo I I ou I). O afeito do PLP
decorre essencialmente da liberação de híitamina dada a inibiçab do fenômeno com o uso dl antihiitamfnicoi. Entre
vários análogos de PLP «aperimemadot com a intendo da «a estabelecer islaçio entre estrutura e atividade biológica,
permanece a molécula intacta de PLP como aquela que preencho os requisito» de substância ativa. Discuta-ae o papei
crítico de cálcio na liberaçSo de hulamina em relação com as nossas observações. A adição da altas concentrações da
cálcio e lantinio provoca o bloqueio do afeito do PLP; magnésio, entretanto, nío tem influlncia. A mobilizeçfo da
cálcio produzida por taofilina resulta também na inibiçSo da manifestação da resposta. O curso da reação entre PLP a
hittamina que leva a lormaçlo de um produto cíclico foi seguido in vitro. Esse complexo, destituído da atividade (obra
o aumento da permeabilidade capilar, nflo provoca efeitos inibitòrios das atividades intrínsecas de PLP a histamina.

1 - INTRODUÇÃO E PROPÓSITO

A parede capilar é uma barreira geralmente considerada permeável a água • eletròlitoí mas mui-

to pouco permeável a proteínas 0 termo "aumento de permeabilidade capilar" refere-se normalmen-

te • uma alteração na parede capilar que produz um aumento da velocidade da passagem de proteínas

plasméticas nos tecidos153 '. São consideradas substâncias que aumentam a permeabilidade capilar aque-

Ias que exercem sua acSo em concentrações razoavelmente baixas e sem causar destruição aparente dos

tecidos, e fundamentalmente sa"o:

a) histamina e substâncias capazes de promover sua liberação;

b) serotonina e substâncias capazes de promover sua liberação;

c) certo» peptídeos e misturas de peptídeos (Ex: bradicinina);

d) certas proteínas (Ex: globulines séricaj);

e) estrógenos e relaxina.

Os orinulo» secretórios dot mastócitos sio os sítios principais de armazenagem de histamina

em tecido conectivo dos mamíferos'301 . Ot principais constituintes dos orâmilos sfo: histamina (10%);

heparína (25%); heparina (25%); serotonina (0,3%); e aproximadamente 65% de proteínas. Secundo

UVNAS (1974) e UVNAS at alii I 1 9 7 0 ) ' 6 7 6 9 1 estes componentes, devido a peculiaridades do ambien-

te ioníco do interior dos maitócitot, Fitariam associados conforme o que se mostra na Figura 1.

AprovniJ» para publicaca'» tm ngrnto/11/H
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Este complexo saria o principal constituinte da matriz dos grânulos secretórios dos mastócitos.

Apesar de conhecermos os efeitos da heparina e da nistamina, ainda não sabemos qual o papel

exato do mastócito na fisiologia humana. A histamina tem vários efeitos, dentre os quais o de provocar

contração da parte da musculatura lisa e provocar dilatação dos capilares sangüíneos, além de aumen-

tar a permeabilidade destes últimos. Os mastócitos desempenham um importante papel nos fenômenos

de anafilaxia, não sendo porém as únicas células que participam desse fenômeno1251.

Existem evidências, desde longa data (BEHAL0O. 1950), da ativação de proteases durante a

anafilaxia, não estando porém até hoje totalmente definido o papel da proteólise na liberação de hista-

Os grânulos dos mastócitos contém uma enzima proteolítica que se assemelha a alfa-quimo-

tripsina. LAGUNOFF & PRITZL ( 1 9 7 6 ) l 3 0 ) sugerem que a evidência da degradação das proteínas dos

grânulos dos mastócitos leva à possibilidade de que uma enzima do tipo da quimotripsina possa agir du-

rante ou depois da secreção, talvez para liberar físiologicamente peptídeos ativos, pois é conhecido o

fato de que a alfa-quimotripsina destrói grânulos e libera histamina de mastócitos isolados ou de mesen-

tério de rato 1 2 8 4 8 < l 9 ) .

A liberação de histamina é um processo influenciado por certos fatores, tais como a presença

de íons cálcio, pH, temperatura, inibidores metabólicos, oxigênio, glicose, e t c . ' 3 2 ' 3 5 ' 5 8 1 . Acredita-se

ser a liberação de mediadores dos mastócitos e basófilos um processo secretório, similar ao dos hormô-

nios endócrinos, assim, poderia estar controlado pelo sistema de adenosina 3',5' monofosfato (AMP cí-

clico, cAMP). Com efeito, existem evidências indicando o cAMP como um agente regulador na libera-

ção de histamina. Estabeleceu-se que agentes beta-adrenérgicos, prostaglandinas, teofilina, papaverina

•te., os quais aumentam o nível de cAMP, podem inibir a referida liberação em determinados casos1231.

Foi demonstrado também que a habilidade desta série de drogas de estimular nos leucócitos a adenila-

tociclase (enzima que transforma ATC em cAMP) e o incremento dos níveis de cAMP é completamen-

te paralelo à sua capacidade inibitória. KALINER & AUSTEN (1974 I 1 3 7 1 , trabalhando com liberação

de histamina em preparações de pulmão humano, sugeriram que estímulação alfa-adrenergéca causava

decréscimo na concentração de cAMP e potencializava o processo de liberação de histamina. Percebe-

ram, também, que estímulação colinérgica potencializava o processo de liberação e, por analogia com

outros sistemas e utilização direta de derivados de guanosina 5' fosfato (cGMP), postularam que isso era

devido a um incremento no nível de cGMP das células.

Em nenhum desses sistemas, leucócitos e preparações de tecido pulmonar, essas observações

puderam ser tomadas como evidências definitivas de que os nucleotídeos cíclicos controlavam o proces-

so secretório, pois, não tinham sido possíveis medidas diretas dos níveis desses compostos nas células

envolvidas na resposta alérgica. Isto porque, nas preparações de leucócitos, os basófilos constituem ape-

nas 1% do total das células, sendo também pequeno o número de mastócitos em preparações de teci-

do pulmonar. 0 único sistema no qual as células apropriadas puderam ser obtidas com suficiente pure-

za para permitir medidas diretas e relevantes, foi o dos mastócitos do peritònio de ra to 1 3 3 ' .

Outra observação interessante surgida nessas • noutras investigações, foi a de que 8 histamina

inibe • tua própria liberação'34 '. As experiências mostraram que essa euto-inibição poda estar corre-

lacionada com a estimulaçío de adenilatociclase a que mudanças nos níveis da nucleotídeos cíclicos cau-

savam mudanças na resposta secretória da célula. GILLESPIE ( 1 9 7 5 ) " 7 I postulou que esse afeito era

o resultado da açlo dos nucleotídeos cíclicos sobre o estado de agregação dos microtúbulos, pois tinha

sido evidenciado que a colchicina, que causa a desagregação dos microtúbulos em subunidades n/o fun-

cionais, era um inibidor muito efetive da liberação da histamina. Em adição, existem evidencias da que

ume queda no n/vtl de cAMP leva a uma agregação de microtúbulos enquanto que um aumento tem a-

frito oposto.

O Ion cálcio exerce efeitos profundos na funefo celular a enxlmática18'. 0 cálcio serva como
fator acoplanta entre a exciteçao e a contração em todos os tipos de músculos, entre a excitaçfo • a te-



creção nos terminais nervosos bem como em glândulas exocrinas e endócrinas. O reconhecimento de cál-

cio como um requisito para a atividade secretora em diversas células, que armazenam seus produtos em

granule» limitados por membranas, levou ao conceito de que um mecanismo secretor comum seria a "e-

xocitoses" ativada por cálcio . Segundo essa hipótese os estímulos fisiológicos da secreção agiram

promovendo a elevação da concentração de íons cálcio livres em algum sítio intracelular crítico, seja por

aumento da permeabilidade da membrana permitindo a entrada de cálcio extracelular, seja por mobili-

zação do cálcio celular acumulado em mitocôndria ou microssomos, por exemplo. Considera-se que o

cálcio entia na célula por um processo passivo, e sai por um processo ativo de bomneamento1 . Além

de ser transportado através da membrana, o cálcio é componente chave de membranas19'.

Experimentos realizados com ionóforos, os quais facilitam o fluxo de cálcio através da mem-

brana, têm mostrado serem estes agentes liberadores de histamina'24 ' . Sugeriu-se que a liberação de his-

tacnina seria o resultado do influxo de cálcio no mastócito, depois de uma mudança na permeabilidade

da membrana celular a esse fon, induzida pelo agente liberador de histamina. Paralelamente, o ionófo-

ro X-537A tem mostrado estimular a liberação de insulina119' e o ionóforo A 23187 provou estimular

a liberação de insulina de ilhotas pancreáticas isoladas em perfusão na ausência de glicose, produzindo

simultaneamente uma elevação dos níveis de cAMP.

A estimulação da liberação de histamina produzida pelo ionóforo acontece tanto na presença

como na ausência de cálcio extracelular. Entretanto, o acúmulo de cAMP requer cálcio extracelular. As-

sim, o cálr .o intracelular estaria diretamente envolvido no mecanismo de liberação, enquanto o siste-

ma cAMP teria efeito modulator 10 no processo.

As metil xantinas são conhecidas inibidoras de fosfodiesterases, enzimas que convertem cAMP

em A M P I 6 ) . Elas são capazes, em diversos sistemas, de interferir nos níveis de cálcio intracelular. Na in-

terpretação de certos autores (HERZ &WEBER, 1965; NAYLER &HASKER, 1966; MAC NEILL et alii,

1969) elas agiriam liberando o cálcio intracelular de túbulos sarcoplasmáticos e/ou mitocòndria1 2 0 '3 7 '3 .

Noutros casos, metilxantinas seriam consideradas como capazes de interferir na remoção de cálcio da

célula, inibindo assim a terminação da resposta secretória'31'. Como na liberação de histamina dos mas-

tócitos, tanto o cálcio como o cAMP parecem estar envolvidos, seria de interesse fazer testes com teo-

filina, uma metilxantina, para a obtenção de informações sobre a participação de cálcio nos diversos sis-

temas.

No presente trabalho, apresenta-se o efeito sobre a permeabilidade capilar do piridoxal 5'fos-

fato, ou fovfato de piridoxal (PLP), que quimicamente é o 3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metil isonicoti-

naldeido 5'fosfato. A vitamina 8 6 ocorre na natureza em três formas: como piridoxina, piridoxamina

e piridoxal (Figura 2) . 0 PLP é a forma coenzimática da vitamina B6 , tendo sido estabelecida a sua gran-

de importância not caminhos metabólicos.

0 PLP constitui uma porção substancial do total dos compostos da vitamina B6 presentes no

plasma e nos tecidas, • sua concentração no plasma é considerada como indicadora relevante do esta-

do nutricional a respeito dessa v i tamina ' 5 " . Ele age como cofator em sistemas enzimáticos essenciais

ao metabolismo de aminoácidos, geralmente em processos que envolvem substituição e remoção de ra-

dicais do átomo de carbono alfa, beta ou gama, isto é, nas reações de interconversâb e de degradação

nao oxidativa de aminoácidos. Ex: transaminacão, descarboxilação, degradação do triptofano e niacina,

desidratação da serina, remoção de grupo tkjl da cisterna, racemizaçao, etc. Considera-se a vitamina B t

essencial para a absorção de aminoácidos no intestino por processos ativos, tais como o da metionina

• tírosina.

Tem sido estudada a relação funcional entre a vitamina B, • o metabolismo de gorduras a, a-

perentemente, a vitamina intervém especificamente na síntese de ácidos graxos de alto grau da insatu-

ração, como por exemplo os ácidos araquidóníco e hexenóico a partir dos ácidos línoleíco • linolénico,

respectivamente. O PLP toma parte no metabolismo de carbohidratos: atua como cofator sstrutural das

fosforilases, enzimas que catalizam a degradação de gllcogénio è glicose-1 -fosfato. Também, am forma

direta ou indireta, participa na síntese de compostos de grande significação biológica, tais como aminas

biogínícüí e o grufio nem*
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Tanto o piridoxal como o PLP s5o catalizadores de reações não enzimáticas, sendo PLP mais
eficiente. Atuam de modo similar ou idêntico ao das reações enzimáticas, sendo por esse motivo empre-
gados nos estudos que implicam na compreensão dos mecanismos enzimáticos envolvidos. O PLP exer-
ce na reação enzimática papel chave, mas a proteína enzimática confere ao sistema afinidade específi-
ca pela localização de grupos funcionais catai íticos adequados, permitindo enorme incremento da capa-
cidade catalizadora.

0 PLP forma base de Schiff com grupos aminos livres, combinação que se estabiliza por redu-
çío branda da dupla ligação com borohidreto de sódio ou potássio. Assim, utiliza-se o PLP como mo-
drficador de proteínas e polipeptídeos, no estudo do centro ativo de várias enzimas, de sítios alostérl-
cos, na determinação de alfa-amino grupo de Usinas envolvidas na estrutura terciária de certas proteí-
nas.etc. (7).

O PLP tem mostrado ser particularmente efetivo na inibiçüo de peptídeos vasoativos: bradici-
nina, calidina e metionilcalidina1541.

0 PLP pode reagir tanto com aminoácidos como com certas aminas biogênicas formando pro-
dutos de condensação cíclicos122-521. Algumas evidências sugerem que a formação de complexos de
PLP durante as reações enzimáticas "in vitro" poderiam inibir certos processos metabólícos. Esses com-
postos cíclicos podem ser formados não só entre a coenzima e o substrato, mas também entre a coen-
zima e os produtos de reação enzimática.

Tenta-se descrever no presente trabalho a ação do PLP sobre a permeabilidade capilar na pele
de rato, efeito este verificado por nós pela primeira vez1 5 6 ' , relacionando o fenômeno com a liberação
de histamina dos mastócitos da pele, mediante o estudo do efeito de antihistamínicos no sistema.

Para tanto, foram testados antihistamínicos usuais tais como mepiramina: 2-{(2-dimetil-ami-
no etil) (p-metoxibenzil)amino] piridina e triprolidina: trans-2-[3-(1-pirrolidinilM-p-tolilpropenil] piri-
dina; assim como cromoglicato dissódico (DSCG) que é o sal dissódico do 1,3-bis-(2-carboxicromona-
5-iloxi(-2-hidroxi-propano, substância empregada com êxito no tratamento da asma bronquial. 0 DSCG
tem mostrado inibir a liberação de histamina de mastócitos peritoneais de rato in vitro'2 4 1 .

A influência da presença de íons cálcio e megnésio no meio, pela adição direta destes tons ou
pela possível movimentação de cálcio por ação da teofilina, i abordada, assim como a diferença de com-
portamento entre PLP e análogos. Com relação a possível liberação de histamina como resultado da a-
cJb do PLP, é estudado também o efeito da histamina exógena no sistema e a influência do complexo
PLP-histamina (Figura 3). A esse respeito é de nosso interesse estabelecer:

1) as condições de formação do complexo entrj PLP e histamina;

2) testar no nosso sistema, isto é, na pele de rato, o efeito do complexo; e

3) sua influencia na açfo do PLP sobre a permeabilidade capilar.

0 aumento da permeabilidade capilar na pele é freqüentemente demonstrado pelo método do
extravasamento de corante ligado a proteínas séricas. Sua quantificação, no presente trabalho, realiza-
se por método desenvolvido em nosso laboratório que se esteia na aplicaçfo de radioisótopos com em-
pregu de azul de Evans (Figura4) marcado com I J ' l ou l a 5 l .

2 - MATERIAL E MÉTODOS

Os ensaios foram realizados em ratos adultos machos, da raça Wistar, pesando aproximadamen-
te 200-300 g, dos quais foram removidoi previamente os pelos da regilo abdominal.
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2.1 - Marcação. Purificação • Controla do Aiul de Evans

2.1.1 -Método d» Marcação da Atui da Evans com lodo Radioativo (lodo 125 ou 131)

A solução de Na 1 ' ' I, isenta de carregador e redutor, foi preparada no Centro de Produçío de
Radioisótopos do IE A. As soluções de N a l l 5 l foram fornecidas pela "Farbwerke Hoechst AG", Frank-
furt, ou pela "New England Nuclear". Boston, Mass.

0 método de marcação de azul de Evans {6.6'-[(3,3'-dimetiM,4'-bifenífeno)bis(azo|]bis[4-a-
mino-5-hidroxi-1,3-naftalenodisulfonatotetrasódico] } (Figura 4) com iodeto radiotivo foi o de MANI
&KULKARNI (1966)136' com algumas modificações. Em linhas gerais, o método de marcação do azul
de Evans compreende duas fases: diazotacão do corante e iodaçSo do corante já diazotado.

A fase inicial de diazotacão do corante foi feita em meio ácido a 0°C (banho de gelo) sob agi-
tação constante, conforme a seguinte técnica: num tubo de marcação, tomou-se B ml de solução aquosa
de azul de Evans a 0,6%, acidificouse com 0,5 ml de H,S04 1M e juntou-se 0,5 ml de nitrito de sódio
a 9,2 mg/ml, esperou-se trinta minutos. Após a reação, tomou-se uma alíquota e verificou-se o excesso
de nitrito com o teste de amido iodetado (cor azul). Procedeu-se, entáo, a destruição do nitrito acres-
centando 0,5 ml de solução de sulfamato de amõnio a 20 mg/ml, esperando-se quinze minutos.

A iodação do corante diazotado foi realizada adicionando-se o volume necessário de soluçáo
de iodeto radioativo, até completar 20-30 mCi de iodo 131 ou 5-10 mCí de iodo 125, e 0,1 ml de so-
luçSb de iodeto de potássio 10 mg/ml. Fechou-se bem o tubo, retirou-se do banho de gelo e, ainda sob
agitação constante, foi mantido por seis horas em banho termostatizado a 55°C e depois por mais uma
hora em banho de água fervente.

2.17 - Purificscío

A purificação foi feita por diálise contra solução fisiológica durante vinte horas, no mfnimo.

A radioatividade do produto marcado e purificado foi determinada no calibrador de dose Mediae.

2.1.3-Control*

A pureza radioquímica do corante foi confirmada por eletroforese em papel Whatman n? 1 (30
x 2,5 cm), usando carregador de iodeto de sódio, tamplo acetato 0,1 M, pH 5,5, tempo de migraçffo =
45 minutos e amperagem = 1,5 mA/fíta (300 V).

0 iodeto foi revelado com acetato de chumbo a 10% a • porcentagem de iodo radioativo livre
calculada pela distribuição de radioatividade ao longo da fita.

12 - Medida do Aumento da Permeabilidade Capilar com Azul de Evans Radioativo

0 método de medida do aumento da permeabilidade capilar na pele de rato com auxílio de a-
zul de Evans radioativo foi desenvolvido por SUGA VARA & MOURA GONÇALVES (1976) I 6S I , e ba-
seia-se no método convencional de medida do éxtravasamento do corante ligado a proteínas séricas nos
locais de permeabilidade vascular aumentada1161.

Ot rato* foram anestesiados pela técnica de mascara aberta, por meio de algodão molhado com
éter etflico, e depilados mecanicamente, evftando-te irritação local. 0 corante radioativo foi administra-
do aos animais por via endovenosa, em salina (NaCI 0,85%) contendo 0,3% de azul de Evani com etlvl-
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datie 10 HO, na proporção de 30 mg/kg de peso animal. O corante liga-se a albumina plasmática circu-

lante formando um complexo estável corante-proteína. Depois de dez minutos, 0,1 ml da solução da

substância a ser testada foi injetada intradermiramente na parede ventral previamente depilada. Se a

substância aumentar a permeabilidade, a ampola formada no local tornar-se-á rapidamente colorida com

o extravasamento do corante ligado à proteína. Os ratos geralmente foram sacrificados e exanguinados

depois de quinze minutos da injeção intradérmica, sendo os resultados conferidos na face interna da pe-

le ventral. Discas de pele foram cortados com perfurador circular de 16 mm de diâmetro nos locais das

injeções assim como uma amostra de atividade básica da pele, para contagem externa no contador ga-

mma de "poço" (series 1185, Automatic Counting System, Nuclear Chicago Corporation). As condi-

ções de calibraçêo para contagem de radiação gamma foram:

1 3 1 ,

i a s ,

Energia do
fotopico

(kev)

0.364
0.035

Alta tensão

(volts)

739,5
739,5

Atenuador

(ajuste fino 0)

8 (xi)
1 <x8)

Base

3.64
2,80

Janela

6
S

A resposta sobre a permeabilidade vascular aumentada para cada dose foi calculada pelo se-

guinte cociente:

R _-
CP

onde:

C = contagens/minuto, da pele no local de administração da droga

C | f - contagens/minuto, da pele no local de administração de soluçlo fisiológica

C = contagens/minuto, básicas ds pele.
P

2.2.1 - Medida da Atividade do PLP, Análogos • Hiitamina Exógma na Permeabilidade Capilar

As medidas foram realizadas empregando» a técnica acima descrita. Histamina (free baia,

crystalline), piridoxal 5'fosfato, piridoxal e piridoxamine 5''osfato usados, foram da "Sigma Chemi-

cal Co". Piridoxol 5'fosfato foi preparado por redução direta do PLP em solução salina com borohi-

dreto de sod» solido (Merck AG Darmstadt) a posterior ajuste a pH 7,0. As dissoluções foram feitas em

soluçfo salina (NaCl 0,85%) e ajustado o pH 7,0 com NaHCO,. As soluções foram preparadas pouco

tempo antes das experiências e mantidas em banho de gelo até o momento de serem usadas. Cinco a daz

minutos após a injeçlo endovenose da soluçfo radioativa, foram injetadas pela via intracutlnea, no ab-

domem dos animais, 0,1 ml de cada uma dat soluções contendo quantidades estabelecidas das drogas.

Em todos os casos, foram aplicados controles de 0,1 ml da salini.

O aumento da permeabilidade capilar, revelado pelo aparecimento de zonas coradas de azul na

superfície da pele, foi quantificado mediante a determinação da radioatividade das mesmas, segundo téc

nica descrita acima.

122 - Taste com Anti-Histeminico»: Mepiramlna a TriprolMina
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Os ratos receberam, por via endovenosa, azul de Evans ' 3 ' I ou ' 1 5 1 , e após dez minutos, de
um lado da pele abdominal, injeções intradérmicas de solução salina contendo 4, 8 ou 16 pg de PLP, se-
guindo a técnica descrita.. Com intervalo de dez minutos foi injetado via endovenosa, mepiramina (Me-
pyramine maleate. Merrk Sharpe 8t Dohwe, Raway, New Jersey, USA) ou tripolidine (Tripolidine hydro-
clhoride. Burroughs Wellcome Co.) nas quantidades de 500 pg e 50/jg por 100 g de peso animal, res-
pectivamente. Cinco minutos após, foi repetido o tratamento com PLP de forma simétrica do outro la-
do da pele abdominal. Os discos de pele foram cortados trinta minutos após a última injeção de PLP.

2.2.3 - Teste com Dissodmcromoglicato (OSCG)

2.2.3.1 - Administração Simultânea com o PLP

Os ensaios foram realizados da maneira usual, sendo administrado o azul de Evans por via en-
dovenosa e após 5-10 minutos, injeções intradérmicas de 0,1 ml contendo: a) 20pg PLP (8 x 10~4M)
+ 20íig de DSCG*; e b) 20 pg PLP + 50 pg de D S C G " além dos correspondentes brancos. Os discos
de pele foram cortados 25 minutos após a última injeção de PLP.

2.2.3.2 — Administração Intraperrtonaal

Os ratos receberam doses de 5 e 10 mg de OSCG dissolvidos em salina, via intraperitoneal. A-
pós vinte minutos foi injetado o azul de Evans via endovenosa e o teste com PLP prosseguido de forma
usual. As quantidades de PLP administradas intradermicamente foram de 10 a 20 pg para cada dose de
OSCG.

2.2.4-Teste com Cálcio • Magnésio

Foi realizada a medida da atividade do PLP na permeabilidade capilar, na presença de forts cál-
cio e magnésio. Para isto, realizou-se o teste de PLP (4 x 10"4M), o qual foi administrado dissolvido no
meio usual acrescido de 0, 2 mM e 4 mM de for» Ca3* ou Mg2* (CaClj^HjO e MgOj.SHtO da Merck
AG Darmstadt). A resposta i possível influence dos fora na ausência de PLP foi também estabelecida
para mesmas quantidades de Ca3* e Mg1*. Similarmente, foi ensaiado o fon La'* (LaClj 19,7 ± 0,1 mM).

22.6 - Teste com Teofiline

O teste da.ação do PLP na pele de reto fo. realizado da maneira usual, sendo o PLP adminis-
trado em solução salina neutralizada, a qual tinha sido acrescida de quantidades crescentes de teofili-
na (Theophylline: 1,3 Dimethyl xantine, Sigma Chemical Co):4 x 1 0 ' f M , 4 x 10 ' 4 M e 4 x 10~'M. As
respostas foram calculadas em relação aos brancos correspondentes.

2.3 - Preparacib de Células Peritoneait de Rato

Os animais foram sacrificados por concusslo cerebral e em seguida «xanguinados. At células
perltoneais, q%H contém de 4 a 6% de mastócitos, foram obtidas injetando-se de 6 a 8 ml de salina (ou,
soluçfo de Locke abaixo descrita) na cavidade peritoneal de cada animal; após ligeira massagem para as-
segurar a distribuição do flufdo Injetado, fez-se pequena incísfo lateral na parede abdominal e, com o
animal deitado sobre o flenco correspondente, aspirou-te o líquido abdominal. Em geral, 80% do flufdo

" 1 0 J M
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injetado fui recuperado. As células deste fluído foram colhidas por centrifugaçáb durante cinco minu-

tos a 400 x g e ressuspensas no mesmo meio. Após homogeneização por meio de repetidas e suaves as-

pirações, alíquotas iguais da suspensão foram distribuídas entre os tubos de incubação, cada um dos quais

contendo o material colhido de três ratos. Procurou-se evitar a conservação das células por mais de trin-

ta minutos á temperatura ambiente, a.ites do ensaio. A manutenção dos tubos contendo as suspensões

celulares à baixa temperatura num período de espera de até quatro horas, não levou a excessiva libera-

ção espontânea da histamina intracelular nem induziu a perda da capacidade de responder á ação de a-

gentes liberadores de histamina

2.3.1 —Técnica de Incubação

No estudo da liberação de histamina, as incubações foram sempre realizadas após um período

de pré-incubação de quinze a vinte minutos. Em cada experiência foram incubados os tubos contendo

as células peritoneais suspensas em:

a) solução salina pH 7,0

b) PLP 10" 3 M em salina pH 7,0

c) solução de Locke sem cálcio

d) PLP 10~JM em solução de Locke sem cálcio.

A solução de Locke sem cálcio tinha a seguinte composição: NaCI 152 mM, KCI 5 mM em tam-

pío fosfato 3 mM ajustado a pH 7,0.

0 volume total por tubo foi de 2,0 ml, sendo realizada a incubação a 37 ± 0,5°C com agitação

periódica em tubos elásticos adequados para a centrifugação. As reações foram desenvolvidas durante

vinte minutos; os tubos pré-esf riados em gelo, foram centrifugados em centrífuga "Sorvall" a 2 4 ° C du-

rante dez minutos a 300 x g. De cada um dos quatro tubos de incubação foram separadas células a so-

brenadante e dosada a histamina das oito frações resultantes. Quando não dosados imediatamente os

líquidos de incubação foram acidulados (pH 2,0) e conservados em geladeira para evitar a oxidacab da

histamina ou a contaminação com bactérias. Antes do ensaio biológico, as amostras foram neutraliza-

das com NaOH 0,2 N. A histamina residual das células foi liberada totalmente por aquecimento a 100°C

durante dez minutos em meio ácido.

2.4 - Ensaio Biológico da Histamina

A dosagem biológica da histamina foi feita pela medida de sua atividade espasmogénica sobre

o fleo de cobaia.

As experiências foram realizadas mediante o emprego de cobaias adultas de ambos os sexos,

pesando de 350 a 500 g. 0 animal foi decapitado e exanguinado. Aberto o abdomem, um fragmento de

fleo de aproximadamente 15 cm de comprimento foi retirado e lavado cuidadosamente, por meio da

uma corrente de solução de Tyrode aquecido a 37°C, através da luz do intestino. 0 líquido de Tyrode

empregado tinha a seguinte composição (mM): NaCI 138; KCI 3,0; CaCI» 1,8; MgCI, 1,1; NaH, PO4

0,4; NaHCOj 12; a pH 7,9 - 8,2 ao qual foi adicionado no momento do uso 1 g de glicose e 1 m de sul-

fato de atropina por litro da solução.

O íleo assim lavado foi cortado em fragmentos de 3 a 4 cm. Antes da montagem do fragmen-

to de intestino na câmara de vidro de 6 cm 3 , foram feitas incisAes nas extremidades de maneira a per-

mitir a livre circulação do líquido nutritivo através da preparação. Após um período de aproximadamen-
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te duas horas, o preparado foi suspenso na solução acima, em banho termostatizado a 37 C, preso a Li-

ma alavanca in&critota de 1,3 g, a qual fazia contato sobre um quimógrafo coberto com papel esfuma-

çado. Os ensaios foram realizados de três em três minutos, i<.t,ii"lo lici.ulo o quimógtato a uma veloci-

dade de 0,5 cm/min.

Foram eM )̂Hli?i:idHs as lelações dose-efeito com histarnina padrão, concentração lOO/ig/ml ou

menos, segundo a sensibilidade do ptepararin.

2.5 - Reação entre PLP e Histamina

A reação entte PLP e histamina (base livre, Sigma Chemical Co.) foi realizada em solução aquo-

sa levada a neutralidade com mínima quantidade de NaOH. A concentração usada de PLP foi 10~}M

e de histamina 10 2M, juntando na hora volumes iguais de ambas soluções. O tubo contendo a mistu-

ra de PLP e histamina foi mantido à temperatura ambiente com agitação esporádica. A evolução da rea-

ção foi acompanhada espectrofotometricamente, retirando amostras a intervalos regulares. Essas amos-

tras foram submetidas a uma diluição 1/30 e seu espectro de absorção lido no espectrofotòmetro Zeiss

(PMQ II) na região de 250 a 450 nm. A reação foi considerada completa pelo desaparecimento da ahv.-

cão característica do PLP na região de 390 nm |FISCHER & KREBS, 1958).

2.5.1 - Separação do Complexo PLP-Histamina do Excesso de Histamina

A reação de formação do complexo PLP - histamina efetuou-se na presença de excesso de his-

tamina, utilizando-se soluções 10~2M na proporção 1 5.

O complexo formado entre PLP e histamina foi separado do excesso de histamina que não rea-

giu mediante, a passagem por uma coluna de resina (SP-Sephadex C-25) de troca iônica, de 0,9 cm de

diâmetro e altura aproximada de 20 cm. A reação de formação do complexo foi feita em água destila-

da neutralizada com NaOH em quantidade mfnima requerida, sendo esse mesmo solvente usado como

eluente da coluna e para equilibrar a resina. O fluxo da mesma foi fixado em 3-4 gotas/minuto, sendo

recolhidas 64 gotas/tubo (aproximadamente 4 ml) num coletor de frações LKB.

A passagem de ambas substâncias peia coluna foi acompanhada continuamente pela absorção

a 280 nm.

3 - RESULTADOS

As relações entre a dose de PLP injetada e a resposta sobre a permeabilidade capilar medida pa-

la relação R (ver Materiais e Métodos) estão indicadas na Tabela I e Figura 5. 0 tipo de curva apresen-

tado foi sempre o mesmo em diferentes experiências, existindo, porém, variações na sensibilidade dos

diversos lotes de animais. Portanto, a Figura 5, assim como as seguintes curvas apresentadas, represen-

tam comportamentos padrões de varias séries de experiências. A Figura 6 estabelece a correlação entre

o logarftmo da dose de PLP administrado intradermicamente e a resposta. A curva apresentada foi ajus-

tada pelo método dos mínimos quadrados (ver Apêndice) usando uma calculadora Hewlett Packard mo-

delo 9810. 0 exame da curva em seu aspecto geral revela que a mudança de R por unidade de dose ad-

ministrada é mínima no início e no fim da curva, enquanto que a máxima variação de resposta por uni-

dade de dose é obtida na região central, que corresponde a doses da ordem de 10~4 M.

Se o efeito da alteração da permeabilidade capilar cutânea estivesse relacionado com liberação

de histamina, te re i com anti4iistamínicos revelariam informação a esse respeito. As Tabelas I I a I I I , es-

pecificamente mostram os resultados de experiências feitas com dois diferentes anti-histamínicos conhe-
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Tabala I

Atividade da PLP wbra a Permeabilidade Capilar na Pal* da Rato
(injaçâe* intradérmicat de 0,1 ml em salina pH 7,0)

Rato ^

n?

1
2
3
4
5
6

M
t f

DOM

1

2.5
2.8
1,9
2.2
1.7
1,0

2.0
0,6

2

3.2
2.9
2,4
2,3
1.0
3,0

2.6
0.8

4

6.4
6,2
4,4
4,4
6,9
7,0

6.9
1.2

PLP (Mg)

8

8.4
8,2
6,4
6.0
9,1
7.4

7,6
U

20

8.9
9.4
8.7

11.0
12.2
12,1

10,4
1.6

50

8.2
9,0
6,1
7,7

11,6
11.3

9.0
2,1

y(R)

12

10

8

6

4

2
y «1,9* 13,1 x2-6,3 x3

10 IO2(Log dos^)
FiguraS - AÇÃO DO PLP NA PELE DE RATO.

Repreientaçfo gráfica da aquaçlo que relaciona ot valore» da retposta tobra a permeabili-
dade capilar y (R) a o logarftmo da dou injetada (x) exprettado em *ig
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Tabala II

Inibiflo por Mapiramina do Aunwnto da Parmaabilidade Capilar Produzido por PLP

(os ensaios foram realizados antes e depois da injeção endovenosa

de mepiramina {0 ,05 mg/100 g peso animal } )

^ \ ^ Dote

RatèK.

1
2
3
4
5

M
±s

comparação

das médias

tests t de

Student
(Youden, 1951)

antes

4.8
2,9
2,7
4,0
4,5

3,8
0,9

4,0

depois

2,1
1,0
1,7
1,0
1,0

1,4
0.5

P<0,01

PLP' (ng)

8,0

antes

6,3
5,9
4,4
6,9
3,1

5,3
1,6

depois

1.8
1,9
2,8
2,9
1,0

2,1
0,8

P<0.01

16,0

antes

12,4
8,5
6,4
5,6
6.9

8.0
2.7

depois

2.6
1,6
1,9
3,1
1,1

2,1
0,8

P < 0,001

Tabela I I I

Inibiçlo por Tripralidina do Aumento da Permeabilidade Capilar Produzido por PLP

{os ensaios foram realizados antes e depois da Injeção endovenosa

de tríproiídina (òOpg/tOOg peso animal) }

^ \ ^ Dote

RÍtÒ^

n? \ ^
^ \

1
2
3
4
5
6

M
i t

comparaçlo

das médias

4,0

antes

2,5
3,4
3,9
6,2
4,3
3.4

3.8
0,9

depois

1.0
1.8
U>
1,6
1,0
1,2

1,3
0,3

P<0,01

PLP 1

8,0

antes

3,2
7.7
6,4
6,0
6,8
6,5

6,8
1,5

m)

depois

1,0
2,5
1,0
1,0
2,3
1,7

1.6
0,7

P<0,01

16,0

antes

6.2
11.2
8,8
4,7

10,9
8,7

8,4
2,6

depoif

1,6
4,2
2,2
1.3
3,6
3.6

2,4
1,2

P < 0,001
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ados, c<>M«i(lt*iH(ios entie os IMHÍS específicos. Constata se que em ambos os c:ssos, existe um bloqueio

da ação «Io PLP nas condições da experiência.

Uma outra substância foi testada na sua capacidade anti-histaminica: é o caso do cromoglica-

to dissòdico (DSCGt Nas Tabelas IV e V apresenta se os resultados Ha interferência do DSCG no sis-

tema liberador de histamina produzido pelo PLP. Administrado simultaneamente, o DSCG bloqueia com-

pletamente a ação do PLP (Tabela IV) e no caso de administração prévia, via intraperitoneal, o efeito

ê de marcada diminuição da resposta, evidenciando a inibição da ação do PLP {Tabela V).

Conhecido é o fato do envolvimento de cálcio intracelular no controle de processos fisiológi-

cos que incluem secreção (RUBIN , 1970). Com esse intuito, introduzimos experiências com teo-

filina, reconhecida por seus efeitos na mobilização do cálcio celular. A Tabela VI mostra os resultados

dessas experiências na qual comparamos a influência de diferentes doses de teofilina sobre a ação do PLP.

Constata-se que somente no caso de concentrações baixas (4 x 1 0 " s M | a teofilina não bloqueia a ação

do PLP, exercendo ainda um efeito de estimulo. A concentrações maiores o efeito de bloqueio é evi-

dente, entretanto não apresenta relação de proporcionalidade. Esse diferente comportame ito a altas e

baixas concentrações, apresentado pelas metilxantinas, tem sido descrito por numerosos aijtores • .

Na Tabela VI I I apresenta-se o efeito da adição direta de altas concentrações de cálcio. Vê-se

que o íon cálcio administrado isoladamente, não exerce ação alguma sobre a permeabilidade capilar (Ta-

bela V!i.-, interferindo porém na ação do PLP quando injetado conjuntamente (Tabela V I I I ) . Foram rea-

lizadas experiências com lantânio (La3*) mas só puderam ser consideradas sob o ponto de vista quali-

tativo, sendo evidenciado pelos dados colhidos, bloqueio análogo da ação do PLP na pele. O efeito do

cálcio assim como do lantânio podem ser comparados, então, ao provocado por altas doses de teofilina.

Foi ensaiado também no sistema, o íon magnésio. Administrado isoladamente, o magnésio nâo

modifica a permeabilidade capilar (Tabela IX) . Esse íon, ao contrário do cálcio, e nas mesmas concen-

trações (2 e 4 mM), não interfere com a ação do PLP. O magnésio não introduz, ainda qualquer modi-

ficação sobre o efeito do cálcio quando adicionados conjuntamente (Tabela X).

0 estudo da ação de análogos do PLP poderia revelar possíveis relações entre estrutura qufmi-

es s atividade sobre a permeabilidade Cãpiiac Com efeito, foram estudadas as aço .s de piridoxamina 5'-

fosfato (2 metil-3-hidroxi-4-aminometil 5-hidroximetilpiridina 5'-fosfato) ptrktoxol 5'-fosfato (5 hidro-

xi-6-metil-3,4-piridina dicarbinol 5'-fosfato) e piridoxal (3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metil-isonicoiinal-

deido) comparadas com o PLP. Os resultados obtidos com piridoxamina 5'-fosfato aparecem na Tabe-

la X I . Usou-se três concentrações diferentes e uma concentração de referência de P L P em cada animal

ensaiado, sendo o resultado para todas elas negativo, isto é, piridoxamina 5'-fo«fato nSo produz aumen-

to da permeabilidade capilar quando injetado nas mesmas condições do PLP. De forma similar foi tes-

tada a ação do piridoxol 5'-fosfato ou piridoxina S'-fosfato (Tabela X I I ) e a ação do piridoxal (Tabe-

la X I I I ) , obtendo-** em ambos os casos resultados negativos. O efeito apresentado pelo PLP entío, n ío

é verificado por esses análogos.

Uma comparação entre os efeitos de PLP e histamina exógena encontra-se na Tabela X IV . Nes-

sas experiências, o PLP foi administrado em separado e conjuntamente logo após a mistura com a his-

tamina. A igual concentração molar (4 x 10~4M) PLP e histamina se comportam de forma similar, sen-

do porém esta últi.na, mais ativa na sua capacidade de produzir aumento da permeabilidade. Adminis-

tradas ambas as drogas simultaneamente e em diferentes proporções, 1:1, 2:1 e 1 2 , nfc ocorre aparen-

te formação de qualquer complexo capaz de impedir as suas ações em separado, MASLINSKI e colabo-

radores (1971) descreveram experiências nas quais o PLP ligar-se-ia a histamina in vitro mediante a for-

mação duma base de Schiff, evidenciada pelo estudo do espectro de absorção com posterior e gradual

cíclízaçJo do couplexo formado,

O fato da mistura histamina-PLP não originar aparentemente complexo em concentrações di-

luídas como as nossas, está de acordo com KIERSKA et alii (1975) 1 2 9 1 , os quais estabeleceram que a
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Tabela IV

Efeito do DSCG sobre a Ação do PLP na Pele de Rato
(DSCG injetado simultaneamente com o PLP)

Rato""^-
n?

1
2
3
4
5
6

M
I f

Dote PLP
20 üg

8,0
12,1
18,2
14,3
12.5
13,6

13,1
3.3

PLP + DSCG
20 m + 60/4

1,5
1.2
1,8
1,2
2,0
U

1.5
0.3

Tabela V

EféHo do DSCG sobra • Açfc do PLP na Pato d» Rato
(DSCG injetado previamente via intraperitoneal)

Rato n? ^ - - ^

1
2
3
4
6
6
7
8

M

10

3,4
2,1
1,9
2,3

2,4
0,7

5 mg DSCG

PLP (w>

20

3,2
4,3
2.4
3,8

3,4
1,0

10 mg

PLP

10

3,9
2,0
3,3
1,8

23
1,0

DSCG

(«D

20

M
3,3
4.3
4.1

3,3
1,3
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Tabela VI

Influlncia da Teofilbia sobra a Resposta na ParmeabilMade
Capilar I Açto do PLP (4 x IO"4**)
(drogas administradas conjuntamente)

~"v*-^ Dose

Rato n?

1
2

• 3
4
5
6

M
i s

0

6.7
6,7
6.3
8,2

10,1
6,6

7,1
1.8

TEOFIUNA (M)

4 x 10"*

6.7
8.0
9.6

11.6
12,2
7.0

92
2.3

4x10" *

2,8
1jO
2A
1.7
1.0
2.7

1,9
0.8

4 x 10"*

1,0
1.6
1.0
1,4
1,0
1.3

1,2
0,2

EfeitQ do lóii CMek>
(CaCli

Tabela VII

• Penneabilktade Capilar na Pato de Rato
Mluçao salina pH - 7,0)

" ^ ^ - - - ^ ^ ^ Dose

Rato n? * ^ ^ ^ ^

1
2
3
4
6
6
7
8

M

CONCENTRAÇÃO DE C l *

0

2.6
1,4
1,7
1.4
1.9

' 1.0
1,4
1,9

1,7
0,6

2fl

2.4
M
1 ^
1,6
1.0
1 ^
1,2
1,4

1.6
0,4

'(mM)

4.0

1 ^
1.7
1 ^

2.1
1,8
2,1
1,4

1,7
0,3
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Tabda VIII

Influáncia da Cálcio wbra a Afio do PLP (4 x 10 4M) na Pala da Rato
(Os gntak» foram realizado» injatando intradarmicamante doses da PLP acrescidas

da quantidadai da (on cálcio, volume total 0,1 ml)

^ ^ - ^ ^ Dose

Rato n? " ~ " \ ^ ^

1
2
3
4
6
6
7
8

M
± i

Concentracffo

0

8,8
7.4
8,4
6.9
7.3
8.0

10.2
7.8

7.9
1.2

Final de Ca14 (x 10

2

2,6
4,8
3.3
2,5
2,2
4,0
2.6
3,0

3.1

*

- M >

4

2.5
2.6
1.7
1.8
1.0
1.5
2,3
2,0

1.9
0,6

Tabela IX

Efeito do Ion Magneeio «obra - Permeabilidade Capilar na Pala da Rato
(MgCls am solução salina pH 7,0)

" " \ ^ ^ Dote

Rato n? ^ ~ " " \ ^ ^

1
2
3
4
6
6
7
8

M

* •

0

1,9
1,3
1,2
3,6
2,1
3,1
1,7
2,8

2,2
0,8

2

1,4
3,2
1,3
3,0
2,1
1,6
1,2
2,9

2,1
0,8

Mg** (x 10"' M)

4 4

1,6
2,0
1,6
2.4
2,6
1,9
1,7
3,2

2,1
0,8

l + (4x10'MCa)

1,8
3,0
3,4
2,6
2,7
1.7
1,8
2,3

2,4
0,6
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Tabela X

Efeito do Ion Magnétio «obro a Açio do PLP <4x 10~*M)
«obre • Permeabilidade Capilar

(0$ ensaios foram realizados injetando intradermicamente doses de PLP acrescidas
de quantidades de (on magnéslo, volume total 0,1 ml)

^ " ^ \ ^ ^ Dose

Rato n? ^ ^ \ ^ ^

1
2
3
4
6
8
7
8

M
±s

0

6.1
9,2
5,8
4,3
9.0

11,6
6.8

10,9

7.8
2,7

2

4,7
6,6

10,2
4,6

14,0
13.4
6.8

13,8

9,7
4,1

Mg** (x 10"' M)

4

2,3
6,8
8,7
3,0
9,6
6,6
6,9
6,7

6.1
2,6

4 + (4x10'3MCa)

1.0
1.0
2,3
1.6
6.4
4,0
3.1
4.9

2.9
1,7

Tabela XI

Comparação entra • AthridaLe de PLP • PIRIDOXAMINA 6'-FOSFATO
•obra • Permeabilidade Capilar

^ ^ " \ ^ Dota

Rato n°. ^~~*^^^

1
2
3
4
6
6
7

M
± i

PLP
(4 x 10"*M)

8,2
4,8
8,4
9,7

10,7
7,8
8,0

8,1
1,9

PIRIDOXAMINA 6'-FOSFATO

2

1,7
1,8
1.0
1,1
1,8
1.3
1,6

1.4
0,3

(x 10~*M)

4

3.1
1.0
1,0
1.6
2.1
1.8
1.3

1.7
0,7

8

M
3,3
4,3
1,6
1,4
2,0
1.4

2.2
1.2
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TatMla XII

Comparação antra a Ativídada da PLP a PIRIDOXOL 5-FOSFATO
•obra a Parmaabllidada Capilar

^ v Dota

Rato n? ^ \ ^ ^

1
2
3
4
5
6
7

M
± 1

PLP
(4 x 10~4M)

8.1
5.8
9.7

10.7
5.9
7.9
7.5

8.1
1.9

PIRIDOXOL 5-

2

1,1
1.4
1,0
1,5
1,0
1,8
1.9

1,4
0,3

(x 10"4

4

1.1
1,4
t2
,5

1,2
1,0
1.6

1,7
0.7

FOSFATO
M)

8

1.0
1.5
1,0
1,9
1.0
1.0
1.8

2a

Tabala XIII

Comparação antra a AtMdada da PLP a PIRIDOXAL
•obra a Parmashilidada Capilar

^ \ Dow

Rato n? ^ s , ^ ^

1
2
3
4
5
6
7

M
i f

PLP
(4x10~*M)

6,2
9,9
7,3
5,6
6,9
6,5
7,0

6.9
1,5

2

1,4
1,4
1.6
1.0
1.1
1,3
1.9

1.4
0.3

P I R I D O X A L
(x IO"4 M)

4

1.0

u
M
ifl

u
1,6

1,2
0,2

8

U
U
1ft
1,1
1,1
U
1,6

U
0,2



22

Tabela XIV

Comparação entre a Ação do PLP e Hijtamina Exógena sobra
a Permeabilidade Capilar na Pele de Rato

(injetados separado e conjuntamente em diferentes
proporções molares via intradérmica)

Dose
Rato n° ^

1
2
3
4
5
6

M
±s

P L P
4x 10"M

7.5
5,0
7,4

10,0
7,9
8,1

7,7
1,6

H
4x10- 4M

8,9
15,5
10,8
10,3
11,0
8,6

10,9
2,5

PLP :H
1:1

11.6
15,9
11,0
14,1
11,9
13,0

13,0
7,8

PLP :H
2:1

6,3
15,9
9,5

12,5
10,5
10,4

10,9
3,2

PLP:H
12

9,1
19,4
12,1
16,6
9,8

10,6

12,9
4,2

concentrações da ordem de 10 5M de histamina e PLP só se formam 6-7% do produto com velocida-
de de reação dependente do excesso de qualquer um dos componentes.

Para verificar realmente a ação do complexo PLP-histamina sobre a permeabilidade capilar, sin-
tetizamos o produto para ensaios posteriores.

A Figura 6 mostra o espectro inicial de absorção da solução de PLP ao adicionar histamina. e
o espectro final após a formação do complexo, fato este evidenciado pelo aparecimento do pico na re-
giâb de 320 nm e a ausência de absorção a 390 nm, característica da base de Schrff. Na Figura 7 está re-
presentada a variação de absorbância em função do tempo de ambos os picos característicos, para uma
mistura de PLP (10~JM) e histamina (10"2M), na proporção de 1:1. A reação prossegue até o desapa-
recimento da absorção a 390 nm. Foi repetida a experiência da reação entre PLP e histamina in vitro
na proporção 15. Neste caso, a reação completa-se instantaneamente apresentado então, o espectro ca-
racterístico do produto cíclico com máximo de absorção na região de 320 nm.

As Figuras 8 e 9 mostram a separação do complexo obtida por coluna de resina de troca iônica.
O complexo, assim separado, foi liofilizado e quantidades definidas do mesmo foram testadas na $UB pos-
sível ação na pele de rato. A Tabela XV mostra o efeito do complexo sobre a permeabilidade capilar. A
ação da histamina e PLP na pele de rato foi novamente testada junto com a ação do complexo, a igual
concentração molar. Evidencia-se pelos dados obtidos, que o complexo constitui uma entidade quími-
ca na qual nfo persistem os efeitos farmacoló^cos apresentados pelo PLP ou histamina separadamen-
te. A presença do complexo, entretanto, não influencia por sua vez a ação farmacologia da histamina
: u PLP adicionados separadamente, como é evidenciado na Tabela XV. Isto sugere que a falta do gru-
po carbonila do PLP e do grupo amino da histamina poderia explicar o desaparecimento dos efeitos so-
bre a permeabilidade capilar de ambos.

Considerando que a ação do PLP sobre o aumento da permeabilidade capilar decorreria da li-
beração de histamina contida nos mastócitos da pele, fomos levados a pesquisar •' existência de respos-
ta ao PLP em mastócitos isolados. Dada a dificuldade de isolá-las da pele, essas células foram extraídas
J peritôneo de rato. Este estudo parecia-nos de interesse pois poderia permitir estabelecer uma seme-
: v.'ica de comportamento de mastócitos de diversas origens.
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Figura6 - Reacab In Vitro do PLP com Histamina (Concentrações 1O'JM na Proporção 1:1)
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Figura7 ~ VARIAÇÃO DA ABSORBANCIA EM FUNÇÃO 0 0 TEMPO NA REAÇÃO PLP E HIS-
TAMINA (Concentracdn 10"JM na Propor^Io 1:1)
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Figura8 SEPARAÇÃO DO COMPLEXO PLPHISTAMINA DO EXCESSO DE HISTAMINA POR
CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IÕNICA SP-SEPHADEX C-25 (Concen
trações 10"3M na Proporçlo 1:5)
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Figura 9 - Espectros de Absorçft) das Fraçdes Após Separaçffo do Complexo PLP-Histamina (Tubo 2) do Excesso de Histamina (Tubo 12)
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Tabela XV

Efeito do Complexo Histamina PLP sobre a Permeabilidade Capilar

HISTAMINA
x Dose

Rato n?

1
2
3
4
5
6
7

M
±s

PLP

5 x 10~4M

7.2
10,5
6,3

12,8
6.7
8,9
7,0

8,5
2,4

HISTAMIN/

5 x 1 0 " M

11.7
8.2
7,5
6,2
9,5
6,8

13,7

9,1
2,7

1,0
1.5
2,6
1,3
2,5
1,0
2,3

1,7
0,7

5 x 10 " M

10,3
12,7

7,2
11.5
8.2
5,9
6,4

8,9
2,6

PI P
5x 10 "M

5x10 4M COMPLEXO COMPLEXO
5x 10 'M

10,3
13,6
9,4
6,9
6,8
7.4
9.5

9,1
2,4

A observação microscópica por contraste de fase dos mastócitos incubados com PLP não evi-
dencia destruição da integridade da membrana dos mesmos, assim como dos controles, Para reforçar es-
ses achados, utilizamos na dosagem de histamina o método que mede a contração do músculo liso de
íleo de cobaia. A Figura 10 demonstra a inexistência de atividade histamino-liberadora do PLP no sis-
tema constituído por concentrado de mastócitos peritoneais. A histamina dosada seria resultante da in-
cubação das células peritoneais com PLP 10" 3M, quer em solução salina, quer em solução de Locke sem
cálcio e nos correspondentes brancos. Nos sobrenadantes das suspensões incubadas com PLP não foi pos-
sível detectar histamina, ao contrário do que ocorreu nos sobrenadantes dos brancos. A histamina con-
tida nas células, ou seja, aquela que não foi liberada no meio, foi possível, dosar, sendo porém de igual
magnitude para os tubos que continham ou não PLP. Portanto, não foi possível detectar liberação de
histamina de mastócitos peritoneais produzida por ação direta do PLP sobre eles.

4 -D ISCUSSÃO

Uma resposta positiva ao teste de permeabilidade capilar cutânea não esclarece a natureza do
mediador envolvido, que pode ser a própria substância injetada, como também um agente vasoativo de
origem endógena, liberado em conseqüência da injeção realizada. Tal o caso, por exemplo, da fosfolf-
pase A que aparentemente libera histamina de órgãos, como a pele, apòi ataque a substratos fosfolíp/-
dicos não ligados aos mastócitos, fornecendo produto» citolfticos capazes de provocar a lise destas cé-
lulas com liberação do conteúdo celular1461. Esta atividade, provavelmente, envolve alterações de per-
meabilidade entre os componentes do sistema polifásico da membrana celular e deve ser dístínguida do
mecanismo liberador de histamina de caráter secretório, condicionado ao funcionamento do metabo-
lismo celular. No nosso caso, o PLP age na pele provocando o aumento da permeabilidade capilar, fe-
nômeno que provavelmente ocorre devido a liberação de histamina, como está demonstrado na açab i-
nibitória dos anti-histamfnicos no processo. Triprolidina e mepiramina são considerados entre o> anti-
hlstammicos mais específicos13' e tém sido capazes de prevenir o aumento da permeabilidade capilar
provocado pelo PLP. Também o DSCG têm sido citado na literatura'341 como agente capaz de inibir
a liberação de histamina e dos mediadores anafiláticos em geral, nao possuindo propriedades antí-infla-
matórias intrínsecas e -usm ser anti-hiítamínico nem corticoesteróide (C0X, 1967). O DSCG previne a
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Figura 10 - DOSAGEM BIOLÓGICA DE HISTAMIIMA.

a) Histamina liberada no meio, de células peritoneais incubadas em: T I .2 ) salina; T2.2)

salina + PLP ( 1 0 ~ 3 M ) ; T3.2) Locke s/Ca; T4.2) Locke s/Ca + PLP <10" 3M). Volumes

usados: 0,5 ml . Padrão de histamina: 0,02 ml (100 ^g/ml).

b) Histamina retida nas células peritoneais após a incubação em: T I ) salina; T2> salina +

PLP (10" 3 M ) ; T3) Locke s/Ca; T4) Locke s/Ca + PLP (10~ 3M). Volumes: 0,05 ml , 0,1

ml e 0,01 ml (padrão de histamina)
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destruição dos grãnulos dos mastócitos causada tanto pelos fatores antigénicos ' como pelos, não

antigênicos . Em nosso caso, o DSCG mostrou bloquear a ação do PLP. A ligação do DSCG à mem-

brana dos mastócitos, ssgundo JOHNSON & BACH, 1975 , seria transitória e poderia envolver a for-

mação de uin niiniplexo cnm ílguni componente, talvez um ion. necessário para a liberação de hisfami-

na. Os lefeiiiloa autores têm demonstrado, em mastócitos dp lato, que o DSCG pievinn a lilwr*.ão de

histamina e o influxo de cálcio induzido por ionóforos

A existência de sítios de ligação de alta afinidade para o íon cálcio na membrana plasmática

é compatível com o papel regulador deste íon nos mecanismos enzimáticos da membrana ou em ações

hormonais. Isso sugere a possibilidade de que a atividade de extrusão por cálcio seja mediada por im

mecanismo que não envolva diretamente hidrólise de ATP ao nível de membrana. MORRISEY et alii,

1975 , usando anticorpos marcados, acharam uma proteína capaz de ligar cálcio associada com a mem-

brana plasmática em rins e pancreas de várias espécies animais.

Em preparações de músculo liso vascular foi observado que o lantânio tem afinidade maior pe-

los sítios de ligação de cálcio do que o próprio, sendo capaz de deslocar o cálcio ligado extracelularmen-

te ficando o intracelular relativamente inalterado'15 ' . Comportamento análogo de cálcio e lantânio foi

também observado em nossas experiências, inibindo o efeito do PLP na permeabilidade vascular. É cu-

rioso assinalar nesse contexto que a capacidade de formação de compostos entre bases de Schiff e uma

variedade de Tons metálicos, dentre os quais o lantânio'1 3 ' poderia ser responsável pela alteração das

respostas à atividade do PLP na pele quando da adição de Tons Ca2* e La34 .

Em nossas experiências com teofilina, observamos um bloqueio da ação do PLP em concen-

trações de 4 x 10"* e 4 x 10" 3 M. Numa concentração inferior (4 x 10" 5M) entretanto, o efeito é opos-

to: a teofilina não inibe a ação do PLP apresentando ainda uma certa potencialização da mesma (con-

siderando a distribuição de t para ambas as médias resulta 0,1 < P < 0,2). SASAKI, 1 9 7 5 * 4 9 ' . traba-

lhando com mastócitos de rato, tem observado também que numa concentração de 1 x 1O' S M a teo-

filina não inibia a liberação de histamina. 0 efeito da teofilina notado neste estudo é consoante com o

referido por outros autores'2 1 -6 0 1 , e levou MAC NEILL et alii, 1969 1 3 7 1 , a concluir que era proveni-

ente da ação das metilxantinas sobre o cálcio intracelular. Esses autores sugerem que as metilxantinas

liberam o cálcio intracelular, seja dos túbulos sarcoplasmáticos ou de mitocôndría, além de incremen-

tar o influxo de cálcio Em nosso cato, aparentemente, o efeito do PLP sobre a permeabilidade capilar

seria mediado pela liberação de histamina, portanto, o envolvimento de cálcio intracelular estaria incluí-

do no processo.

A respeito da liberaçío de histamina, é interessante considerar o modelo proposto por FORE-

MAN & GOMPERTS, 1975 < 1 4 > ; eles sugerem que a liberação de histamina estaria controlada por cer-

tos "locais" específicos da membrana do mastócito, onde se daria a regulação da passagem de cálcio pa-

ra dentro da célula. Tanto a reação antígeno-anticorpo como as substâncias liberadoras de histamina po-

deriam agir nestes locais, facilitando a entrada de íons cálcio para o meio intracelular.

Deve ser considerado também outra alternativa para a liberação de histamina, que é a descri-

ta por HEITZ & 8 R 0 D Y , 1 9 7 5 ° 8 I . Eles propõem que o controle local da microcirculaçfo poderia en-

volver ativaçfo da síntese de histamina, através da uma forma induzível da histidina descarboxílase. As

células envolvidas na liberação de histamina poderiam liberá-la em conjunção com uma rápida ativaçfo

da síntese e não por liberação de um "pool" preexistente. Algumas ações das catecolaminas sêo compa-

tíveis com essas hipóteses, porquanto elas inibem a atividade da histidina descarboxílase assim como a

liberaçío de hiitamina induzida anafilatícamente nos leucócitos sensibilizados, segundo os mesmos au-

tores. Todavia, o possível incremento de histamina, por estímulo da síntese a partir da histidina, n lo

seria no nono caso imprescindível, já que se encontra na literatura que o PLP é capaz de inibir a histi-

dina descarboxflase. Grupos de autores (KIERSKA et alii, 1975; WOHL & MASLINSKI, 1 9 7 5 ) ' 2 9 ' 6 1 '

demonstraram que histamina e histidina formam, "in vitro", complexos cíclicos com PLP. Notou-se o

efeito inibitório de aminas biogènicas sobre a atividade de enzimas PLP dependentes. O complexo his-

tidina-PLP não influi na atividade eruimática da histidina descarboxllaíe, mas o excesso de PLP iniba a
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atividade de histidina descarboxflase, estimada pela quantidade de histamina formada durante a incu-

bacâo de homogenados das glândulas de mucosa gástrica de rato. Eles estabeleceram ainda, que hista-

mina e PLP em excesso inibem a atividade de histaminase (diamino oxidase). Também, NEARY et alii

( 1 9 7 2 ) ' 4 0 ' têm observado inibiçâo da atividade do piriduxal quinase por interação de PLP com aminas

biogênicas. Nesse sentido, é possível que a interação de aminas com PLP possa desempenhar um papel

importante no mecanismo de regulação da atividadR enzimática e do metabolismo das aminas biogêni-

cas, pois as condições ótimas achadas para essas reações "in virm", indicam que elas poderiam ocorrer

também "in vitro".

Nas condições de pH dos tecidos, foi sugerido por NIEMAN & HAYS (1942) 1 4 1 1 que a hista-

mina se comportaria como um cátion univalente, podendo eventualmente formar uma estrutura dt t i -

po quelato com uma ligação por ponte de hidrogênio. Assim sendo, a histamina contribuiria como car-

regador de um prôton para iniciar as mudanças no núcleo imidazol necessárias à interação com o recep-

tor ( 4 5 >.

Posteriormente, ROCHA E SILVA (1969) 1 4 4 1 , aperfeiçoou o referido modelo. A histamina

ligar-se ia ao sítio r o receptor especifico por: a) forte interação eletrostática entre o nitrogênio piridf-

nico de uma histidina e a base de nitrogênio quaternária fortemente carregada da molécula de histami-

na; e b) por ligação de dipolos invertidos na ligação peptídica do receptor e o átomo de carbono (C+)

— nitrogênio piridfnico (N~) do anel imidazol do agonista. Isso é evidenciado, pelo fato de que compos-

tos de histamina com aminoácidos, inativos farmacologicamente, exercem um efeito inibitórío sobre a

ação da histamina. No nosso caso, porém, o complexo entre histamina e PLP carrega um grupo fosfa-

to nas vizinhanças do grupo imíno, o qual poderia ser responsável pela falta de inibiçâo competitiva do

complexo histamina-PLP.

As experiências realizadas com o intuito de dosar a histamina liberada de mastócitos de peri-

tônio, mostram a liberação de histamina espontânea dos brancos e a falta de histamina livre no meio,

no caso da adição de PLP. Isso poderia ser interpretado como sendo devido a formação de complexo

PLP-histamina, que apresenta-se farmacologicamente inativo. Na carência de resposta ao PLP, a hista-

mina residual das células permanece inalterada, como se evidencia pela igualdade do conteúdo de his-

tamina após incubação das células com e sem PLP.

Estudos realizados em proteínas da membrana de glóbulos vermelhos'7' indicam que o PLP

reage com alto grau de especificidade com amino grupos formando base de Schiff. O PLP é usado nes-

te caso como sonda de superfície em condições de penetração mínima ou como sonda de proteínas do

interior da membrana em condições de permeabilidade aumentada. Virtualmente todas as proteínas prin-

cipais da membrana interagem com PLP de um ou de outro lado dela, sendo as diferenças de fixaçSo do

PLP devido mais a uma distribuição das proteínas na membrana do que uma possível reatividade. Em

nosso caso, o PLP poderia estar exercendo sua ação sobre a permeabilidade capilar mediante o envol-

vimento neste tipo de interações a nível de membrana.

Tem sido descrito em basofilos'34 ' a existência de dois tipos de receptores para histamina: H ) #

que mediariam a vasodílataçfo e aumento da permeabilidade capilar; e H 2 , localizados nas células libe-

radoras de histamina, que possivelmente mediariam o efeito autoinibttório, aumentando o nível de cAMP,

diminuindo a sua liberação, e conseqüentemente a resposta ínflamatória. 0 PLP, nesse caso, poderia es-

tar agindo sobre o primeiro desses sistemas, o que explicaria a ausência de açêo em mastócitos isolados

de perrtôneo, O meio extracelular cutâneo poderia estar fornecendo substratos ou Mivadores da possí-

vel açfo de histamina liberadora do PLP, nfo estando sua sçâb restrita exclusivamente a mobilização de

histamina confirmada nos mastócitos. 0 mecanismo resultante poderia interferir, assim, em sistemas en-

zimaticoi celulares.

A informação obtida com os análogos do PLP, pirkJoxamína 5'fosfato, piridoxol 6-fosfato

e piridoxal, permite relacionar estrutura com o efeito de aumento da permeabilidade capilar. Mudan-

ças no grupo 4 carbonila: piridoxol 5' fosfato e piridoxamina 5'fosfato, isto é, a substitulçío do aldeí-
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do da posição 4 pelo hidroximetil e aminometil, respectivamente, resulta em derivados que são inati-

vos. A existência de piridoxal em forma de hemiacetal interno (ANDERSON et alii, 1966) poderia ex-

plicar a sua incapacidade' em produzir o efeito apresentado pelo PLP.

5 - CONCLUSÕES

1) O PLP, agindo na pele de rato, provoca o aumento da permeabilidade capilar.

2) Esse fenômeno é devido, provavelmente, â liberação de histamina como mostra a ação

-a-aefo inibitória dos anti-histamfnicos no processo.

3) Os íons divalentes Ca2* e Mg1* estariam envolvidos no processo, exercendo entretanto

ações dissfrneis, como é demonstrado pela sua adiaçàb ao sistema ou na mobilização do

Cálcio celular por ação da teofilina.

4) A açfo exercida pelo PLP na pele de rato não é apresentada pelos análogos do PLP: pi-

ridoxamina 5'-fosfato, piridoxol 5'fosfato e piridoxal, constituindo o grupo aldefdo um

elemento fundamental nessa ação.

5) A administração de PLP e histamina simultaneamente pela via intracutânea nfo produz

efeito notório além do apresentado por cada uma das drogas em separado.

6) A administração de PLP na forma do composto complexo histamina-PLP, ao contrário,

inibe a capacidade de açfo do PLP e histamina nele contidas, sendo o complexo total-

mente inativo sobre a permeabilidade capilar.

7) A presença do complexo, todavia, não interfere na ação da histamina ou PLP livres na

pele de rato.
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APÊNDICE

AJUSTE DE UMA FUNÇÃO AOS DADOS EXPERIMENTAIS

1.0.0—Escolha da Função

Lancando-se os pares de valoss experimentais (n,y) num diagrama monologarftmico, observa-
te que os pontos orientam-se segundo uma curva com o seguinte aspecto:

10

onde:

1 10 100
A função mais simples que pode adquirir este aspecto é uma função linear de terceiro grau do tipo

V = ao + a, <x - x0) + Bj (x - xo)1 + a3 (x - x , ) 1 , (1)

ao, a i , a3, a3: coeficientes, constantes;

x = logn: variável independente;

x0 : parâmetro que depende da origem das abcissas;

y : variável dependente.

Considerando-se ainda a orientaçSo dos pontos, observa-se que • derivada, para n = 1, da funçlo
que irá representar estes pontos será ligeiramente negativa ou igual a zero.

Considerando-se que a dispersão dos pontos experimentais, próximos a n = 1, nao permite urra
definição, admite-se, por simplicidade, que a derivada desta funçlo, para n • 1, seja igual a zero; esta con-
dicfo resulta da admissão de que y seja nío decrescente com n crescente a partir de n = 1.

Oerivando-se (1), tem-se

+ 2aa (x - x0) • 3a, <x - x0)2

Impondo-se a condição de que (2) seja igual a zero para n = 1 (x=0) , tem-se

dy
—
dx

(2)

- 2a3x0 + - 0
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e, fazendo-se x0 - 0, obtém se que ai deve ser iguai a zero.

Conseqüentemente, a função que irá representar os pontos experimentais torna-se mais sim-
ples e do tipo

y - ao + a,x2 + a3xJ . (4>

2.0.0 — Determinação cios Coeficientes

0 desvio (Ay)j, ao quadrado, entre a ordenada experimental y{ e àquela fornecida pela funçío
(4), para uma dada abci>>a experimental x., é dado por:

<Ay|? = W, - y)2 (5)

ou, substituindo» (4) e elevando ao quadrado.

Efetuando-se a somatória dos desvios dos m pontos experimentais, obtém-se

£ (Ay)? = 2 y? - 2s,, 2 y, - 2a, 2 xfo - 2a, X xf y, + maô +
1=1 ' i=1 i=1 i=1 i=1

280a! 2 xf + 2a0a, Z x? + a | 2 x\ + 28,8s I x' +
1=1 f = 1 i=1 i=1 '

a,1 2 A (6)
1=1

Esta somatória depende, conhecidos os valores experimenUis, dos coeficientes ao, aj e aj. A
função que melhor se ajusta aos pontos experimentais é aquela cujos coeficientes tornam mínimo esta
somatória, ou e*je, quando for satisfeita a seguinte condição:

— [ I (Ay)? ] = - ? - [ I <Ay)? ] = ~- ( 2 <Ay)J, ] = 0 (7)
dao i=i dao i= i dao 1=1

Derivando-se (6) parcialmente em relaçSo a ao • impondo-se (71, tem-se

wi m , m
- 2 £ y, + 2maá + 2a} 2 xf + 2a3 I xf = 0

1=1 ' í=1 i=i '

ou

m

*? + a í , l / ' = |
Derívando-se (6) parcialmente em relação a a3 e impondo-se (7), tem-se

2 E x y, + 2a0 2 xf + 2aj 2 xi + 2a, 2 x ? = 0
í=i ' 1=1 f=i ' 1=1 '
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ou

<8b)

Derivando se (6) parcialmente em reijcffo a 83 e impondo-»» (7), tem-se

- 2 1 xfy ; + 2a0 2 x? + 2aj I Xs, + 2a3 I xf = 0
i=i i=1 1=1 i=1

ou

(8c)

As equações (8a), (8b) e (8c) permitem calcular os coeficientes da função (4) a partir dos va-
lores experimentais.

3.0.0 - Programa para Calculo dos Coeficientes

Para o cálculo dos coeficientes ao, aj i i g , elaborou-se um programa para ser utilizado na cal-
culadora programável Hewllett-Packard, modelo 9810, que inclui 400 mudanças de comando.

Executado o programa para os dados experimentais, foram obtidos os seguintes valores para
os coeficientes:

a0 = 1,885586287

82 = 13,13556478

aj = -6,282073908

Aproximando-se os coeficientes para a terceira casa decimal, a função representativa dos pon-
tos experimentais resulta:

y = 1,886 + 13,136xJ - 6.282x3 <9)

ou

y = 1,886 + 13.138 (log n)a - 6,282 (log n ) '

Esta função encontra-se representada na Figura 5.

4.0.0-Cálculo do Oesrk» Padrão

O conjunto de pontos experimentais pode ser separado em diversos subconjuntos caracteriza-
dos pela abcissa x * log n. Cada um destes subconjuntos fornece a dispersfo dos valores da ordenada y
para a abcissa x = log n característica.
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Conseqüentemente, é pontal calcular o desvio padrio da ordanada y para cada valor da ab-
cissa experimental.

Na Tabela a seguir, indicam-se os valores de x - log n, y . e o (y) em função da variável n.

n

1
2
4
8

20
SO

x = log n

0
0.301
0,602
0,903
1,301
1,689

1,886
2.905
5,277
7.972

10.287
8,996

a <y>

exp

0.64
0,80
1.19
1.21
1,69
2,13

Rtprmntando-s» os valores de o% (y) em função de x = log n, observe-se que a orientacfc
dos pontos é praticamanta linaar. Isto sugara o aiuste de uma reta representativa do desvio padrfo o(y>
em furtcSo da variável n.

O ajuste de uma tal reta pelo método dos mrnimos quadrados resulta na seguinte funçfo:

ffly) = 0,5868 + 0,8417 logn (11)

Na Figura 5, representam-se também as curvas y ± o(y).
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ABSTRACT ,

tin» wmk-ftew.nhi»* the .ictk/try of UVM<II>X;II h' i>husph.)ie (PLP) on the vascular permeability responsa,
measo»ed in the Hbdominiil WHII nt I;IIS from the mimurit of extnivared Evans blue labelled with radioactive iodine 125
or 131. The PLP effect is relntod to hisinmirw release as it has heen showed by the use of antihistaminics. An attempt
has been made in order to correlate structure and biologicnl activity by using PLP analogs, The intact molecule of PLP
seems to he the proper active substance. The critical role of calcium in histamine release átt discussed in relation to our .
observations. In the presence nf high concentrations of calcium and lantanium, PLP fatter»» to increase the vascular /'-'I'
permeability; magnesium does no! show any influence. The calcium mobilization produced bv theophylline results in '
inhibition of the response. The course of the reaction between PLP and histamine in vitro w»r» followed; the synthetic
cyc!ic product is deprived of activity and does not interfprp'^ith the intrinsic effects of PLP and histamine.
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