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ESTUDOS SOBRE O AUMENTO DA PERMEABILIDADE CAPILAR NA PELE
DE RATO POR AGCAO DO PIRIDOXAL 5'-FOSFATO

Nélida Lucia del Mastro de Garcia Agudo

RESUMO

Evee !rnbulhO‘i%xrevo,. atwidade do piridoxal 5'-fosfato {PLP) em aumentsr a permesbilidade capiler, medida
ne pele de rato pelo extravasamento do azul de ‘Evans marcado con'| o iodo radioativo l"sl ou ”'I). O ofeito do PLP
decorre essencialmente da liberacio de histamina dada s inibiclo do fendmeno com o uso de anti-histaminicos. Entre
virios andlogos de PLP experimentados com a intenfio de se estabelecer relagSo entre estrutura ¢ stividade bioldgice,
permanece a molécula intacta de PLP como aquels que preenche 0s requisitos de substdncis ativa. Discute-se 0 papel
ceftico de chicio na fiberac¥o de histamina em relacSo com as nossas obsarvecOes. A adicSo de altas concentracles de
chicio e lantdnio provoca © bloqueio do efeito do PLP; magnésio, entretanto, nBo tem infludncis. A mobilizecSo de
chicio produrids por teofiling resulta também na inibicSo ds manifestacio da resposta. O curso da reacfo enwre PLP ¢
histamina que levs 8 formacSo de um produto ciclico foi seguido in vitro. Esss complexo, destitufdo de stividade sobre
o aumento da permeabitidade capilar, nio provoca efeitos inibitdrios das stividades intrinsscas de PLP @ histamina.

1 - INTRODUGCAQ E PROPOSITO
A parede capilar é uma barreira geralmente considerada permedvel a dgua e eletrlitos mas mui-
to pouco permedvel a protefnas. O termo ""aumento de permeabilidade capilar’ refera-se¢ normaimen-
te 8 uma aiteracio na parede capilar que produz um sumento da velocidade da passagem de proteinas
plasmiticas nos tecidos"r’a’ . S3o consideradas substincias que aumentam s permesbilidade capilsr aque-
lss que exercem sua acSo0 em concentracdes razoavelmente baixas @ sem causar destruicio spsrente dos
tecidos, ¢ fundamentalmente sio:
8) histamina e substancias capazes de promover sua liberacdo;
b) serotonina e substincias capazes de promover sua fiberaco;
c) certos peptideos ¢ misturas de peptideos {Ex: bradicinine);
d) certas prote(nas (Ex: globulinas séricas);
e) estrégenos e relaxina.
Os grdnulos secretdrios dos mastocitos s§o os sftios principais de srmezenagem de histamine
em tecido conectivo dos mamiferos'3%’. Os principais constituintes dos granulos s8o: histamina (10%);
heperina (25%); heparina (25%); serotonina (0,3%); e aproximadamente 656% de proteinss. Segundo

UVNAS (1974} e UVNAS et alii (1970)57.58) g5iqq componentes, devido a peculisridades do ambien-
te dnico do interior dos mastocitos, estariam associados conforme o que se mostra na Figurs 1,

Agromdes pera publicsco em agonsto/19714
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Este complexo seria o principsl constituinte da matriz dos grénulos secretérios dos mastdcitos.

Apesar de conhecermos os efeitos da heparina ¢ da histamina, sinda nfio sabemos qual o papel
exato do mastécito na fisiologia humana. A histamina tem virios efeitos, dentre os quais o de provocar
contracio da parte da musculaturs lisa e provocar dilatacdo dos capilares sanguineos, além de aumen-
tar 8 permeabilidade destes Ultimos. Os mastdcitos desempenham um importante papel nos fendmenos

de anafilaxia, ndo sendo porém as unicas células que participam desse fendmeno'25).

Existern evidéncias, desde longa data (BERALDO, 1950}, da ativacdo de proteases durante a
anefilaxia, ndo estando porém até hoje totalmente definido o papel da protedlise na liberacio de hista-
mina.

Os granulos dos mastocitos contém uma enzima proteolitica que se assemelha a alfa-quimo-
tripsina. LAGUNOFF & PRITZL (1976)'3% sugerem que a evidéncia da degradacio das proteinas dos
granulos dos mastécitos leva a possibilidade de que uma enzima do tipo da quimotripsina possa agir du-
rente ou depois da secrecdo, talvez para liberar fisiologicamente peptideos ativos, pois é conhecido o
fato de que a alfa-quimotripsina destréi granulos e libera histamina de mastécitos isolados ou de mesen-
tério de rato!28:48.49)

A liberagdo de histamina é um processo influenciado por certos fatores, tais como a presenga
de jons cdicio, pH, temperatura, inibidores metabbficos, oxigénio, glicose, etc.!32.35.58)  Acrodita-se
ser a liberagdo de mediadores dos mastocitos e basofilos um processo secretério, similar ao dos hormo-
nios enddcrinos, assim, poderia estar controlado pelo sistema de adenaosina 3°,5-monofosfato (AMP cf-
clico, cAMP). Com efeito, existem evidéncias indicando 0 cAMP como um agente regulador na libera-
¢Bo de histamina. Estabeleceu-se que agentes beta-adrenérgicos, prostaglandinas, teofilina, papaverina
etc.,, os quais aumentam o nivel de cAMP, podem inibir a referida fiberagdo em determinados casos 23’.
Foi demonstrado também que a habilidade desta série de drogas de estimular nos leucdcitos a adenila-
tociclase {(enzima que transforma ATC em cAMP) e o incremento dos niveis de cAMP é completamen-
te paralelo & sua capacidade inibitéria. KALINER & AUSTEN (1974)'27) trabathando com liberaglo
de histamina em preparagdes de pulm3o humano, sugeriram que estimulagdo alfa-adrenergéca causava
decréscimo na concentragio de cAMP e potencializava 0 processo de liberagcdo de histamina. Percebe-
ram, também, que estimulagdo colinérgica potencializava o processo de fiberacdo e, por analogia com
outros sistemas e utilizacdo direta de derivados de guanosina 5'-fosfato (¢cGMP), postularam que isso ers
devido a um incremento no nivel de ¢cGMP das células.

Em nenhum desses sistemas, leucicitos e preparagies de tecido pulmonar, essas observacdes
puderam ser tomadas como evidéncias definitivas de que os nucleotideos ciclicos controfavam o proces-
s0 secretdrio, pois, nido tinham sido possfveis medidas diretas dos niveis desses compostos nas células
envolvidas na resposta alérgica. Isto porque, nas preparagdes de leuctcitos, os baséfilos constituem ape-
nss 1% do total das células, sendo também pequeno o nimero de mastécitos em preparacdes de teci-
do pulmoner, O (nico sistema no qual as células apropriadas puderam ser obtidas com suficiente pure-
28 para permitir medidas diretas e relevantes, foi o dos mastécitos do peritonio de rato!33)

Outra observagcdo interessante surgida nessas e noutras investigacGes, foi 8 de que a histaming
inibe 8 sua prbpria Iibcncio‘a‘;. As experiénciss mostraram que ess8 auto-inibicSo pode estar corre-
lscionads com a estimulacfo de adenilatociclase & que mudancas nos niveis de nucleot(deos ciclicos cau-
savam mudsngas ne resposta secretéria da célula. GILLESPIE (1975)¢17! postulou que esse efsito ers
o resuitado ds scfo dos nucleotideos ciclicos sobre o estado de agregaclo dos microtibulos, pois tinhe
sido evidencisdo que a colchicina, que causa g desagregaclo dos microtubulos em subunidades nffo fun-
cionais, ers um inibidor muito efetivc da liberacSo de histamina. Em adiclo, existem evidéncias de que
uma queds no nivel de cAMP leva 8 uma agregacio de microtubulos enquanto que um sumento tem o-
feito oposto.

O fon chicio exerce efeitos profundos ns funclo celuler e enzimética'®!, O céicio serve como
fator acoplante entre » excitaclo ¢ 8 contracho em todos os tipos de masculos, entre 8 excitaclo ¢ & se-
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crecio nos terminais nervosos bem como em glindulas exbcrinas e endéerinas. O reconhecimento de cél-
cio como um requisito para a atividade secretora em diversas células, que armazenam seus produtos em
granulos fimitados por membranas, levou ao conceito de que um mecanismo secretor comum seria a *'e-
xocitoses” ativada por célcio! 26!, Segundo essa hipotese os estimulos tisiologicos da secregdo agiram
promovendo a elevagdo da concentracdo de (ons calcio livres em algum sitio intracelutar critico, seja por
aumento da permeabilidade da membrana permitindo a entrada de célcio extracelular, seja por mobili-
zagdo do calcio celutar acumulado em mitocandria ou microssamos, por exemplo. Considera-se que o
caicio entra na célula por um processo passivo, & 5ai por um processo ativo de bomheamento‘“’. Além
de ser transporiado através da membrana, o calcio é componente chave de membranas'9’ .

Experimentos realizados com iondtoros, os quais facilitam o fluxo de cdlcio através da mem-
brana, tém mostrado serem estes agentes (iberadores de histamina'?24, Sugeriju-se que a liberagdo de his-
tamina seria o resultado do influxo de célcio no mastocito, depois de uma mudanca na permeabilidade
da membrana celular a esse {on, induzida pelo agente liberador de histamina. Paralelamente, o ionéfo-
ro X-537A tem mostrado estimular a liberagio de insulira''?! e o iondforo A-23187 provou estimular
a liberacao de insulina de ilhotas pancreaticas isoladas em perfusdo na auséncia de glicose, produzindo
simultaneamente uma elevacdo dos niveis de cAMP. '

A estimulac3o da liberagao de histamina produzida pelo ion6foro acontece tanto na presen¢a
como na ausencia de cdlcio extracelular. Entretanto, o acumulo de cAMP requer célcio extracelislar, As-
sim, o calc' iv intracelular estaria diretamente envolvido no mecanismo de liberagdo, enquanto o siste-
ma cAMP teria efeito modulatorio no processo.

As metil xantinas so conhecidas inibidoras de fosfodiesterases, enzimas que convertem cAMP
em AMP'®) Ejas s30 capazes, em diversos sistemas, de interferir nos niveis de célcio intracelular. Na in-
terpretagao de certos autores (HERZ &WEBER, 1965; NAYLER &HASKER, 1966; MAC NEILL et alij,
1969) elas agiriam liberando o calcio intracelular de tubulos sarcoplasmaticos e/ou mitocondria' 20.37.38),
Noutros casos, metilxantinas seriam consideradas como capazes de interferir na remog¢do de cédlcio da
célula, inibindo assim a terminacdo da resposta secretéria' 3. Como na liberagdo de histamina dos mas-
técitos, tanto o cdlcio como o cAMP parecem estar envolvidos, seria de interesse fazer testes com teo-
filina, uma metilxantina, para a obtencio de informacGes sobre a participacdo de ciicio nos diversos sis-
temas.

No presente trabalho, apresenta-se o efeito sobre a permeabilidade capilar do piridoxal 5'-fos-
fato, ou foxfato de piridoxal (PLP}, que quimicamente é o 3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metil isonicoti-
naldeido 5'-tosfato. A vitamina B, ocorre na natureza em trés formas: como piridoxina, piridoxamina
e piridoxal (Figura 2). O PLP & a forma coenzimitica da vitamina By, tendo sido estabelecida a sua gran-
de importancia nos caminhos metabélicos.

O PLP constitui uma porgSo substancial do total dos compostos da vitamina B, presentes no
plasma e nos tecidos, & sua concentracdo no plasms é considerada como indicadora rclevante do esta-
do nutricional a respeito dessa vitamina!5"). Ele age como cofator em sistemas enzimAticos essenciais
80 metabolismo de sminodcidos, geralmente em processos que envolvem substituicdo e remogio de ra-
dicais do 4tomo de carbono sifs, beta ou gama, isto 6, nas reacdes de interconversio e de degradaclo
nfo oxidativa de aminodcidos. Ex: transaminacio, descarboxilacio, degradagcio do triptofano e niscing,
desidrataclo de serina, remogdo de grupo tiol da cisteina, racemizacdo, etc. Considers-se a vitamina By
essencisl para a absorco de aminodcidos no intestino por processos ativos, tais como o da metionina
e tirosina,

Tem sido estudada 8 relacSo funcionsl entre 8 vitamina By ¢ 0 metabolismo de gorduras e, »-
perentemente, e vitamina intervém especificamente ne sintese de écidos graxos de alto grau de insatu-
racfo, como por exemplo 0s écidos araquiddnico e hexendico 8 partir dos écidos linoleico e linolénico,
respectivamente. O PLP toma parte no metabolismo de carbohidratos: atus como cofstor astrutursl das
fosforilases, enzimas que cstalizam a degradaclo de glicogénio & glicose-1-fosfato. Também, em forma
direta ou ndireta, particips ns sintese de compostos de grande significag3o biolbgica, tais como aminas
bioghnicas e o grupo hemn
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Tanto o piridoxal como o PLP sio catalizadores de reagSes n3o enzimaéticas, sendo PLP mais
eficiente. Atuam de modo similar ou idéntico ao das reagies enzimdticas, sendo por esse motivo empre-
gados nos estudos que implicam na compreensdo dos mecanisios enzimdticos envolvidos. O PLP exer-
ce na reacdo enzimdtica papel chave, mas a protefna enzimatica confere ao sistema afinidade especfti-
ca pela localizacio de grupos funcionais cataliticos adequados, permitindo enorme incremento da capa-
cidade catalizadora.

O PLP forma base de Schiff com grupos aminos livres, combinacdo que se estabiliza por redu-
¢8o branda da dupla ligac8o com borohidreto de s6dio ou potéassio. Assim, utiliza-se o PLP comc mo-
dificador de proteinas e polipeptideos, no estudo do centro ativo de vérias enzimas, de sitios alostéri-
cos, na (t_i,?terminacé'o de alfa-amino grupo de lisinas envolvidas na estrutura tercidria de certas protef-
nas, etc.’ .

O PLP tem mostrado ser particularmente efetivo na inibigo de peptfdeos vasoativos: bradici-
nina, calidina e metionilcalidina'59!.

O PLP pode reagir tanto com aminoacidos como com certas aminas biogénicas formando pro-
dutos de condensagio ciclicos!22.52), Algumas evidéncias sugerem que a formacdo de complexos de
PLP durante as reagdes enziméticas ‘in vitro” poderiam inibir certos processos metabélicos. Esses com-
postos ciclicos podem ser formados ndo 56 entre a coenzima e o substrato, mas também entre a coen-
zima e os produtos de reacio enzimitica,

Tenta-se descrever no presente trabalho a acdo do PLP sobre a permeabilidade capilar na pele
de rato, efeito este verificado por nds pela primeira vez'ss’, relacionando o fendmeno com a liberascdo
de histamina dos mastécitos da pele, mediante o estudo do efeito de antihistam/nicos no sistema.

Para tanto, foram testados antihistaminicos usuais tais como mepiramina: 2{(2-dimetil-smi-
no etil) (p-metoxibenzillamino] piridina e triprolidina: trans-2-[3-(1-pirrolidinil)-1-p-tolilpropenit] piri-
dina; assim como cromoglicato dissédico (DSCG) que é o sal dissddico do 1,3-bis-(2-carboxicromons-
5-iloxi)-2-hidroxi-propano, substincia empregada com éxito no tratamento da ssma bronquisl. O DSCG
tem mostrado inibir a liberacdo de histamina de mastécitos peritoneais de rato in vitro'24)

A influéncia da presenca de fons cdlcio e magnésio no meio, pela adicBo direta destes fons ou
pels possivel movimentacio de céicio por acdo ds teofiline, é abordada, assim como a diferencs de com-
portamento entre PLP e anélogos. Com relac3o & possivel liberacBo de histaming como resultado da a-
¢fo do PLP, ¢ estudado também o efeito ds histamina exbgens no sistems e 8 influéncia do complaxo
PLP-histamina (Figurs 3). A esse respeito é de nosso interesse estabelecer:

1) as condicles de formacdo do complexo entr: PLP e histamins;
2) testsr no nosso sistema, isto 6, na pele de rato, o efeito do complexo; e
3) wa infludncis ne scBo do PLP sobre a permesbilidade capilar.
O sumento ds permesbilidade capilsr ns pele ¢ freqiientemente demonstrado pelo método do
extrsvasamento de corante ligado s proteinss sérices. Sus quantificaclo, no presente trabaiho, reslizs-

se por método desenvolvido em nosso lsboratério que se esteis na spliceclo de radioisdtopos com em-
pregu de szul de Evans (Figura 4} marcado com '*') ou '3%1,

2 — MATERIAL E METODOS

Os ensaios forsm realizados sm ratos adultos machos, ds raca Wistar, pesando sproximedamen-
te 200-300 g, dos quais foram removidos prevismente os pelos da regifo sbdominal.
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2.1 — Marcaglio, Purificaclio e Controle do Azul de Evans

2.1.1 — Método de Marcagio de Azul de Evans com |3do Radioativo (1ddo 125 ou 131)

A solugio de Na'’'l, isenta de carregador e redutor, foi preparada no Centro de Produgdo de
Radioisétopos do IEA. As solugBes de Na'?%1 foram fornecidas pela “‘Farbwerke Hoechst AG”, Frank-
furt, ou pela “New England Nuclear, Bostan, Mass.

0 método de marcagio de azul de Evans {8,6{(3,3'dimetil-4,4"bifenileno}bis(azo) Jbis[4-a-
mino-5-hidroxi-1,3-nattalenodisulfonatotetrasédico] } (Figura 4) com iodeto rediotivo foi o de MANJ
& KULKARN! (1966)'3%) com algumas modificagSes. Em linhas gerais, 0 método de marcacfo do azul
de Evans compreende duas fases: diazotacio do corante e iodacio do corante j§ diazotado.

A fase inicial de diazotagdo do corante foi feita em meio dcido a 0°C (banho de gelo) sob agi-
tagdo constante, conforme a seguinte técnica: num tubo de marcagio, tomou-se 5 mi de solugfo aquoss
de azul de Evans a 0,6%, acidificou-se com 0,5 mi de H;S04 1M e juntouse 0,5 ml de nitrito de sédio
a 9,2 mg/ml, esperou-se trinta minutos. Apos a reacdo, tomou-se uma aliquota e verificouse o excesso
de nitrito com o teste de amido iodetado (cor azul}. Procedeu-se, entdo, a destruicBo do nitrito acres-
centando 0,5 m| de solu¢io de sulfamato de amdnio a 20 mg/ml, esperando-se quinze mintstos.

A iodagdo do corante diazotado foi realizada adicionando-se o volume necessdrio de solugo
de iodeto radicativo, até completar 20-30 mCi de iddo 131 ou 5-10 mCi de iddo 125, e 0,1 mi de s0-
lu¢3o de iodeto de potissio 10 mg/ml. Fechou-se bem 0 tubo, retirou-se do banho de gelo e, ainda sob
agitacBo constante, foi mantido por seis horas em banho termostatizado a 55°C e depois por mais uma
hora em banho de igua fervente,

2.1.2 — PuriticagSo

A purificaclo foi feita por didlise contra solugdo fisioldgice durante vinte horas, no minimo.

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

2.1.3 - Controle

A pureza radioquimica do corante foi confirmada por eletroforese em papel Whatman n® 1 (30
x 2,5 cm), usando carregador de iodeto de sédio, tampSo acetato 0,1 M, pH 5,5, tempo de migraclo =
45 minutns ¢ amperagem = 1,5 mA/fita (300 V).

O iodeto foi revelado com acetsto de chumbo a 10% e » porcentagem de ibdo radiostivo livre
caiculads pela distribuicfo de radiostividade so longo da fits,

2.2 - Medids do Aumento da Permesbilidade Capiler com Azul de Evans Radiostivo

0 método de medida do sumento des permeabilidsde capilar na pele de rato com aux/lio de »-
2ul de Evans radiostivo foi desenvolvido por SUGAVARA & MOURA GONCALVES (1976) /55!, o be-
seitse no método convencional de medida do axtravassmento do corants ligado a prote/nas séricas nos
locais de permeabilidede vascular aumentads''®),

Os retos foram anestesiados pela técnica de miscara sherta, por meio de algodfo mothado com
#ter etilico, @ depilados mecanicaments, evitando-se irritaclo local. O corante redioativo fol administra-
do 808 animais por vis endovenosa, em salina (NaC! 0,86%) contendo 0,3% de azul de Evans com ativi-
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dade 10 uCi, na propor¢io de 30 mg/kg de peso animal. O corante liga-se 8 albumina plasmética circu-
lante formando um complexo estivel corante-proteina. Depois de dez minutos, 0,1 mi da soluciio da
substincia a ser testada foi injetads intradermicamente na parede ventral previamente depilada. Se a
substancia aumentar a pe'rmeabilidade, a ampola formada no local tornar-se-4 rapidamente colorida com
o extravasamento do corante ligado 3 protefna. Os ratos geralmente foram sacrificados e exanguinados
depois de guinze minutos da injecio intradérmica, sendo os resuitados conferidos na face interna da pe-
le ventral. Discos de pele foram cortados com perfurador circular de 16 mm de didmetro nos locais das
injecGes assim como uma amostra de atividade bésica da pele, para contagem externa no contador ge-
mma de “pogo” (series 1185, Automatic Counting System, Nuclear Chicago Corporation). As condi-
¢des de calibragio para contagem de radiagao gamma foram:

Energia do Alta tensdo Atenuador
fotopico Base Janels
(kev) (volts) (ajuste fino 0)
13y 0,364 7395 8 (x1) 364 3
128) 0,035 739,56 1 (x8) 2,80 ]

A resposta sobre @ permeabilidade vascular aumentada pers cada dose foi caiculada pelb se-
guinte cociente:

_Ca — (G - Cp)

Co

onde:

(]
U

contagens/minuto, da pele no local de administracio da droga

(¢
(

ot = contagens/minuto, da pele no local de administraclo de soluco fisioldgica

Ly
[}

contagens/minuto, bdsicas da pele,

22.1 -~ Medida da Atividade do PLP, Andlogos @ Histamine Exogena na Permesbilidade Capiler

As medidas foram reaslizadas empregando-se s técnica acime descrita. Histamina (free base,
crystalline), piridoxal 5'-fosfato, piridoxa! e piridoxamine 5'-fosfsto usados, foram de *Sigma Chemi-
cal Co”. Piridoxol 5'-fostato foi prepsrado por reducdo direts do PLP em soluglo saline com borohi-
dreto de sddio sdlido (Merck AG Darmstadt) @ posterior ajuste a pH 7,0. As dissolucBes foram feitas em
soluglo satina (NaCl 0,85%) e sjustado o pH 7,0 com NaHCO;. As solucBes foram preparadas pouco
tempo antes das experiéncias e mantidas em benho da gelo sté o momento de serem usades. Cinco a dez
minutos apbs a injecso endovenoss de solucBo radiostiva, foram injetadas pela via intracuténea, no ab-
domem dos animsis, 0,1 mi de ceds uma dss solucdes contendo quantidedes estabelecides das droges.
Em todos os casos, forsm splicados controles de 0,1 mi de salina.

O sumento da permesbilidade capilsr, revelado pelo aperecimento de zonas coradas de szul na

superficie da pele, foi quantificado mediante a daterminacio da radiostividade das mesmas, segundo téc-
nice descrite acims.

222 - Yeste com AntiHisteminicos: Mepirsmina ¢ Triprolidina
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Os ratos receberam, por via endovenosa, azul de Evans '*'1 ou '%%1, e apos dez minutos, de
um lado da pele abdominal, inje¢Ges intradérmicas de soluclio salina contendo 4, 8 ou 16 ug de PLP, se-
guindo a técnica descrita.. Com intervalo de dez minutos foi injetado via endovenosa, mepiramina (Me-
pyramine maleate, Merck Sharpe & Dohwe, Raway, New Jersey, USA) ou tripolidine {Tripolidine hydro-
clhoride, Burroughs Wellcome Co.) nas quantidades de 500 ug e 50 ug por 100 g de peso animal, res-
pectivamente. Cinco minutos apbs, foi repetido o tratamento com PLP de forma simétrica do outro la-
do da pele abdominal. Os discos de pele foram cortados trinta minutos apés a ultima injec3o de PLP.

2.2.3 — Teste com Dissodiocromaglicsto (DSCG)

2.2.3.1 — Administragio Simuitidnes com o PLP

Os ensaios foram realizados da maneira usual, sendo administrado o azul de Evans por via en-
dovenosa e ap6s 5-10 minutos, injegdes intradérmicas de 0,1 mi contendo: a) 20 ug PLP (8 x 107*M)
+ 20 ug de DSCG®; e b) 20 pg PLP + 50 g de DSCG*", além dos correspondentes brancos. Os discos
de pele foram cortados 25 minutos apés a altima injecao de PLP.

2.2.3.2 — Administragio Intraperitoneal

Os ratos receberam doses de 5 ¢ 10 mg de DSCG dissolvidos em salins, via intraperitonea). A-
pés vinte minutos foi injetado o azul de Evnns vis endovenosa e o teste com PLP prosseguido de forma
usual. As quantidades de PLP administradas intradermicamente foram de 10 ¢ 20 ug para cada dose de
DSCG.

2.2.4 ~ Teste com Chicio o Magnésio

Foi realizada a medida de stividade do PLP na permeabilidade capilar, ns presencs de fons cél-
cio e magnésio. Para isso, realizou-se o teste de PLP (4 x 10-*M), o qual foi administrado dissolvido no
meio usual acrescido de 0, 2 mM e 4 mM de fons Ca** ou Mg?* (CaCl;.2H,0 e MgCl; .8H,0 da Merck
AG Darmstadt). A resposta 3 possivel influénc’a dos fons na auséncia de PLP foi também estabelecida
pera mesmas quantidades de Ca®* ¢ Mg?*. Similsrmente, foi ensaiado o fon La™ (LaCl; 19,7 £ 0,1 mM).

225 — Teste com Teofiline

O teste da acdo do PLP na pele de rato fo. reslizado da maneirs ususl, sendo o PLP adminis-
trado em soluclio salina neutralizads, a qusi tinhe sido acrescids de quantidedes crescentss ds teofili-
na (Theophylline: 1,3 Dimethyl xantine, Sigma Chemical Co): 4 x 10°°M, 4 x 10-*M ¢ 4 x 10°>M. As
respostas foram celculades em relacBo s0s brencos correspondentes.

2.3 — Preparsplio de Célulss Peritonesis de Rsto

Os enimais foram sacrificados por concusslio cersbrsl o em seguids sxanguinados. As céulss
peritonesais, que contém de 4 a 6% de masticitos, foram obtides injetando-se de 6 a 8 ml de selina (ou,
soluclo de Locke sbaixo descrita) ne cevidade peritonesi de cads snimal; apos ligeirs massagem pers ey
segurar 8 distribuiclo do flufdo infetado, féz-se pequena incisfo lsters! ne parede sbdominal e, com o
snimal deitado sobre o flenco correspondents, espirou-se o Ifquido sbdominal. Em gerel, 80% do fluido

*4x107'M
“*907*M
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injetado foi recuperado. As células deste flufdo foram colhidas por centrifugagdo durante cinco minu-
t0s a 400 x g e ressuspensas no mesmo meio. Apds homogencizacdo por meio de repetidas e suaves as-
piraghes, aliquotas iguais da suspensdo foram distribuidas entre os tubos de incubagdo, cada um dos quais
contendo o material colhido de trés ratos, Procurou-se evitar a conservacao das células por mais de trin-
ta minutos & temperatura ambiente, aates do ensaio. A manutengdo dos tubos contendo as suspensdes
celufares 3 baixa temperatura num perfodo de espera de até quatro horas, ndoc levou a excessiva libera-
¢éo espontinea da histamina intracelular nem induziu a perda da capacidade de responder 3 acdo de a-
gentes liberadores de histamina.

2.3.1 — Técnica de Incubagdo

No estudo da liberagdo de histamina, as incubagGes foram sempre realizadas ap6s um perfodo
de pré-incubacdo de quinze a vinte minutos. Em cada experiéncia foram incubados ns tubos contendo
as células peritoneais suspensas em:

a) solugdo salina pH 7,0

b) PLP 107*M em salina pH 7,0

c) solugio de Locke sem célcio

d) PLP 10"*M em solucio de Locke sem cilicio.

A solucdo de Locke sem célcio tinha a seguinte composi¢do: NaCl 152 mM, KCI 5 mM em tam-
pdo fosfato 3 mM ajustado a pH 7,0.

O volume total por tubo foi de 2,0 ml, sendo realizada a incubag3o a 37 * 0,5°C com agitagfo
periédica em tubos plésticos adequados para a centrifugacio. As reagdes foram desenvoividas durante
vinte minutos; os tubos préesfriados em gelo, foram centrifugados em centrffuga ‘Sorvall” a 24°C du-
rante dez minutos a 300 x g. De cada um dos quatro tubos de incubagdc foram separadas células a so-
brenadante e dosada a histamina das oito fragGes resultantes. Quando nio dosados imediatamente os
ifquidos de incubagdo foram acidulados (pH 2,0) e conservados em geladeira pars eviter @ oxidagdo ds
histamina ou a contaminacdo com bactérias. Antes do ensaio biolégico, as amostras foram neutraliza-
das com NaOH 0,2 N. A histamina residual das células foi liberada totaimente por aquecimento s 100°C
durante dez minutos em meio dcido.

2.4 — Ensaio Biolégico da Histsmina

A dosagem biolbgica da histamina foi feita pela medids de sua atividade espasmogénica sobre
o fleo de cobaia.

As experiéncias foram realizadas mediante o emprego de cobaias adultas de ambos os sexos,
pesando de 350 & 500 g. O animal foi decapitado e exanguinado, Aberto o abdomem, um fragmento de
fleo de sproximadamente 15 cm de comprimento foi retirado e lavedo cuidsdosaments, por meio de
uma corrente de solugio de Tyrode aquecido s 37°C, atravée da iuz do intestino. O Ifquido de Tyrode
empregsdo tinha a seguinte composicBo (mM): NaCl 138; KCI 3,0; CaCl; 1,8; MgCl; 1,1; NaH; PO,
04; NaHCOy 12; e pH 7,9 - 8,2 80 qual foi adicionado no momento do uso 1 g de glicose ¢ 1 1 de sul-
fato de atropina por litro de solugdo.

O fleo assim lavado foi cortado em fragmentos de 3 a 4 cm. Antes ds montagem do fragmen-
to de intestino na cAmars de vidro de 6 cm®, foram feitas incisSes nas extremidades de maneira a per-
mitir a livre circulacdo do Ifquido nutritivo através da preparaco. Apds um perfodo de aproximadamen-



13

te duas horas, o preparado foi suspenso na solucao acima, em banho termostatizado a 37°C, preso a u-
ma alavanca inscritora de 1,3 g, a qual fazia contato sobre um quimdgrafo coberto com papel esfuma-
¢cado. Os ensaios foram realizados de trés em trés minutos, estando Haado o quimograto a uma veloci-
dade de 0,5 cm/min.

Foram estabetecidas as 1elagdes dose-efeito com histamina padrdo, concentragdo 100 ug/ml ou
menos, segundo a sensthilidade do preparado.

2.5 — Reagdo entre PLP e Histamina

A reacio entre PLP e histamina (base livre, Sigma Chemical Co.) foi realizada em solugdo aquo-
sa levada a neutralidade com minima quantidade de NaOH. A concentracio usada de PLP foi 107 M
e de histamina 1072 M, juntando na hora volumes iguais de ambas solucGes. O tubo contendo a mistu-
ra de PLP e histamina foi mantido a temperatura ambiente com agitagdo esporadica. A evolugdo da rea-
¢do foi acompanhada espectrofotometricamente, retirando amostras a intervalos regulares. Essas amos-
tras foram submetidas a uma dilvicdo 1/30 e seu espectro de absorgdo lido no espectrofotometro Zeiss
(PMQ 1) na regido de 250 a 450 nm. A reacio foi considerada completa pelo desaparecimento da aha.-
¢30 caracteristica do PLP na regido de 390 nm {FISCHER & KREBS, 1958).

25.1 — Separag@o do Complexo PLP-Histamina do Excesso de Histamina

A reacdo de formagdo do complexo PLP — histamina efetuou-se na presenga de excesso de his-
tamina, utilizando-se soluges 10”>M na proporgao 1.5,

O complexo formado entre PLP e histamina foi separado do excesso de histamina que nio rea-
giu mediante. a passagem por uma coluna de resina (SP-Sephadex C-25) de troca idnica, de 0,9 cm de
didgmetro e altura aproximada de 20 cm. A reagdo de formacdo do complexo foi feita em dgua 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 fracSes LKB.

A passagem de ambas substancias peia coluna foi acompanhada continuamente pela absor¢do
8 280 nm,

3 ~ RESULTADOS

As relag3es entre a dose de PLP injetada e 8 resposta sobre a permeabilidade capilar medida pe-
la relagio R (ver Materiais ¢ Métodos) estdo indicadas na Tabela | e Figurs 5. O tipo de curva apresen-
tado foi sempre 0 mesmo em diferentes experiéncias, existindo, porém, variacSes na sensibilidade dos
diversos lotes de snimais. Portanto, a Figura 5, assim como as seguintes curvas apresentades, represen-
tam comportamentos padrSes de virias séries de experiéncias, A Figura 6 estabelece a correlacio entre
o logarftmo da dose de PLP administrado intradermicamente e s resposta. A curva apresentada foi sjus-
tads pelo método dos minimos quadrados (ver Apéndice) usando uma celculadors Hewlett Packard mo-
delo 8810. O exame da curva em seu aspecto geral revels que a mudangs de R por unidade de dose ad-
ministrade é minima no infcio e no fim da curvs, enquantu que s méxima varisclo de resposts por uni-
dade de dose & obtida na regiSo central, que corresponde 8 coses da ordem de 107*M.

Se 0 efeito da sitersgfo da permesbilidade capilar cutbnes estivesss relacionado com liberaclio
de histamina, testes com anti-histaminicos revelarism informacBo a esse respeito. As Tabelss Il 8 111, os-
pecificamente mostram os resuitados de experiéncias feitas com dois diferentes anti-histaminicos conhe-
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Tabela |

Atividade de PLP sobre a Permesbilidade Capilar na Pele de Rsto
{injecSes intradérmicas de 0,1 ml em salina pH 7,0}

Rato
1 2 4 8 20 60
n°
1 25 3.2 6,4 8.4 89 8,2
2 2.8 29 6,2 8,2 04 9,0
3 1.9 2,4 44 84 8,7 6,1
B | 2,2 23 A4 80 "o 77
5 1.7 1,0 69 o1 12,2 1.8
6 10 3,0 7.0 74 12, 1,3
V] 20 25 5.9 76 104 8,0
ts 08 0,8 1,2 1,2 18 2.1

' X
10° 10 I0%(Log dose)

Figura5 - ACAO DO PLP NA PELE DE RATO.
Representaclo gréfica da equaclio que relaciona os valores da resposts sobre a permeabili-
dade capitar vy (R) & o logarftmo de dose injetads (x) expressado em ug
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Tebela N

Inibicho por Mepiramina de Aumento da Parmeabilidade Capilar Produzido por PLP
{os ensaios foram realizados antes e depois da injecdo endovenosa
de mepiramina {0,056 mg/100 g peso animal } )

Dose PL? (ug)
Ratg 4,0 8,0 16,0
n®
jantes depois antes depois antes depois
1 48 21 6,3 1,8 124 2,6
2 29 1,0 59 19 8,5 1,6
3 2,7 1,7 44 28 6,4 19
4 40 1,0 69 29 . 5,6 31
5 4.5 1,0 31 10 6,9 1"
M 38 1,4 53 2,1 8,0 2,1
ts 09 0,5 1,6 08 ) 2,7 08
comparacio
das médias
teste t de P<0,01 P<0,01 P <0,001
Student
{Youden, 1951)

Tabela th

Inibiciio por Triprolidina do Aumento da Permesbilidede Capiler Produzido por PLP
{ os ensaios foram realizados sntes ¢ depois da injeciio endovenosa
de triprolidine (50 ug/100 g peso animal) }

\ Dose PLP (ug)
Rat 40 8,0 16,0
n°
antes depois sntes depois entes depois
1 25 1,0 32 10 6,2 18
2 34 18 7,7 256 11,2 4,2
3 39 1,0 6.4 1,0 88 22
4 5,2 16 5,0 1,0 4,7 13
6 43 10 58 23 10,9 36
] 34 1,2 65 1,7 8,7 35
7] 38 13 58 16 8.4 24
iy 0.9 03 15 0,7 28 1,2
comparacho
P <001 P<0,01 P < 0,001
das médiss
e e e a — P,
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cidos, considerados entre 0s mais espectficos, Constata-se que em ambos 0s casos, existe um blogueio
da acdo do PLP nas condiges da experiéncia,

Uma outra subsl'éucia foi testada na sua capacidade antihistaminica: é o caso do cromoglica-
to dissadico (DSCG). Nas Tahelas 1V e V apresentase os resultados da interferéncia do DSCG no sis-
tema liberador de histamina produzido pelo PLP. Administrado simultaneamente, o DSCG blogueia com-
pletamente a agio do PLP (Tabela IV) e no caso de administragdo prévia, via intraperitoneal, o efeito
€ de marcada diminuigdo da resposta, evidenciando a inibigcdo da agdo do PLP {Tabela V).

Conhecido ¢ o fato do envolvimento de cédlcio intracelular no controle de processos fisiologi-
cos que incluem secre¢do (RUBIN(“), 1970). Com esse intuito, introduzimos experiéncias com teo-
filina, reconhecida por seus efeitos na mobilizagdo do cédlcio celular. A Tabela VI mostra os resultados
dessas experiéncias na qual comparamos a influéncia de diferentes doses de teofilina sobre a agdo do PLP.
Constata-se que somente no caso de concentragdes baixas (4 x 10"*M) a teofilina ndo bloqueia a agSo
do PLP, exercendo ainda um efeito de estimulo. A concentragGes maiores o efeito de bloqueio é evi-
dente, entretanto nao apresenta relagdo de proporcionalidade. Esse diferente comportame'ito a altas e
baixas concentragles, apresentado pelas metilxantinas, tem sido descrito por numerosos autores!12.37),

Na Tabela VIH apresenta-se o efeito da adigdo direta de altas concentragcSes de cdlcio. Vé-se
que o ion cdlcio administrado isoladamente, ndo exerce agdo alguma sobre a permeabilidade capilar (Ta-
bela V!i:, interferindo porém na acio do PLP quando injetado conjuntamente (Tabela Viil). Foram rea-
lizadas experiéncias com lantanio (La®*) mas s6 puderam ser consideradas sob o ponto de vista quali-
tativo, sendo evidenciado pelos dados colhidos, bloqueio anilogo da ag3o do PLP na pele. O efeito do
cdlcio assim como do lantinio podem ser comparados, entio, ao provocado por altas doses de teofilina,

Foi ensaiado também no sistema, o ion magnésio. Administrado isoladamente, o magnésio néio
modifica a permeabilidade capilar {Tabela |X). Esse (on, ao contrdrio do célcio, e nas mesmas concen-
tragSes {2 e 4 mM), ndo interfere com a agcdo do PLP. O magnésio ndo introduz, ainda qualquer modi-
ficagdo sobre o efeito do céicio quando adicionados conjuntamente (Tabefa X).

O estudo da agdo de andlogos do PLP poderia revelar possiveis relagOes entre estrutura quimi-
¢s € atividade sobre & permeabilidade capilar, Com efeito, foram estwdadas as a¢o .3 de piridoxamina 5°-
fosfato (2 metil-3-hidroxi-4-aminometil 5-hidroximetilpiridina 5’-fosfato) piridoxol 5'-fosfato (5 hidro-
xi-6-metil-3,4piridina dicarbinol 5'-fosfato) e piridoxal {3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metil-isonicotinal-
deido) comparadas com o PLP. Os resuitados obtidos com piridoxamina 5-fosfato aparecem na Tabe-
fa XI. Usou-se trés concentracBes diferentes e uma concentra¢gdo de referéncia de PLP em cada animal
ensaiado, sendo o resultado para todas elas negativo, isto é, piridoxamina 5'-fosfato nfo produz sumen-
to da permeabilidade capilar quando injetado nas mesmas condigSes do PLP. De forma similar foi tes-
tada a agdo do piridoxol 5'-fosfato ou piridoxina 5'-fosfato {Tabela XI|) e a acdo do piridoxal (Tabe-
la XI), obtendo-s¢ em ambos 03 casos resuitados negativos. O efeito apresentado pelo PLP entfo, nfio
é verificado por esses anélogos.

Uma comparagdo entre os efeitos de PLP e histamina exdgena encontra-se na Tabela X|V. Nes-
sas experiéncias, o PLP foi administrado em sepsrado e conjuntamente logo apds a mistura com a his-
tamina. A igual concentracio molar (4 x 10°*M) PLP e histamina se comportam de forma similar, sen-
do porém esta ultina, mais ativa na sua capacidade de produzir aumento da permeabilidade. Adminis-
tradas ambas as drogas simultaneamente e em diferentes proporgSes, 1:1, 2:1 e 12, nfo ocorre aperen-
te formacfo de qualquer complexo capaz de impedir as suas acGes em separado, MASLINSKI e colabo-
radores (1971) descreveram experiénciss nas quais o PLP ligar-se-ia 8 histamina in vitro mediante a for-
macgdo duma base de Schiff, evidenciada pelo estudo do espectro de absorg@o com posterior e gradual
ciclizaclo do complexo formado,

O fato da mistura histamina-PLP ndo originar aparentemante complexo em concentragBes di-
luldas como as nossas, estd de acordo com KIERSKA et alii (1975)'29) , 0% quais estabeleceram que a



Tabels IV

Efeito do DSCG sobre a Agio do PLP na Pele de Rato
{DSCG injetado simultaneamente com o PLP)

Dose PLP PLP + DSCG

Rato 20 ug 20 g + 50 ug
n°

1 8.0 15

2 12,1 1,2

3 18,2 18

4 143 1,2

5 12,6 20

8 136 13

7] 13,1 15

s 33 03 i

Tabete V

Efeito do DSCG sobre a Aglio do PLP na Pele de Asto
(DSCG injetedo previemente vis intraperitonesl)

17

~ 5mg DSCG 10 mg DSCG
Dose PLP (ug) PLP (ug)
Rsto n 10 20 10 20
1 34 32
2 2.1 43
3 1.9 24
4 23 38
6 39 14
6 20 33
? 33 43
8 18 41
[ 24 34 28 33
iy 07 1,0 10 13




Infiuéncie da Teofilina sobre a Resposts na Parmesbilidede

Tabels VI

Capllsr 3 Aglo do PLP (4 x 107*M)
(drogas administradas conjuntamente)

Dose TEOFILINA (M)
\

Rato n° 0 4x107° 4x107* 4x107?
1 5,7 8,7 28 1,0
2 8,7 8,0 10 1,6
3 83 9,6 24 . 1.0
p 82 11,6 17 14
5 10,1 122 10 1.0
6 5,6 70 2,7 13
M 71 982 19 1,2

ts 18 23 08 02
Tabela VI

Efeito do fon Clicio sobre o Permesbilidade Capiisr na Pele de Rsto
(CaCl; om ioluco saline pH = 7,0)

Dose

CONCENTRACAO DE Ca? (mM)

Rato n 0 20 40
1 25 24 19
2 14 14 17
3 1,7 18 15
4 14 16 13
5 19 10 21
6 1,0 15 18
7 14 12 21
8 19 14 14
(" 1,7 1.5 1,7
ty 05 04 0,3




Tabela Vil

infiuncia de Céicio sobre s A¢io do PLP (4 x 107 'M) na Pele de Rsto
{Os enssios forsm realizados injetando intradermicamente doses de PLP acrescides

de quantidedes de fon céicio, volume total 0,1 mli)

-
Dose Concentrago Finsl de Ca?* (x 1072M)
Rato n° 0 2 4
1 88 28 25
2 74 48 2,6
3 8.4 33 1,7
4 6.9 25 1,8
5 13 22 10
8 8,0 40 15
? 10,2 2,6 23
8 78 30 2,0
7] 7.8 31 1.9
ts 12 . 09 05
Tabels IX

Efeito do lon Magnisio sobre ~ Permesbilidede Capiler na Pele de Rsto
(MgCl; em soluco salina pH 7,0

19

Dose Mg* (x 107 M)

Rasto n° 0 2 4 4+(4x10°MCo)
1 1,9 1,4 18 1.8
2 1,3 32 2,0 30
3 1,2 13 1,6 34
4 36 30 24 28
6 2,1 21 2,6 2,7
] 3 1,6 19 1,7
7 1,7 1,2 1,7 18
8 28 29 32 23
i 22 2,1 2.1 24
t 0,8 0.8 0.6 06




Tabela X

Efeito do lon Magnésio sobre a Agiio do PLP {4 x 107*M)
sobre a Permeabilidade Capilar
(Os emsaios foram reslizados injetando intradermicamente doses de PLP acrescidas
de quantidades de fon magnésio, volume total 0,1 ml)

Dose Mg®* (x 1072 M)
Rato n° 0 2 4 4+(4x107MCa)
1 5,1 4,7 2,3 1,0
2 9,2 6,5 6.8 1.0
3 58 10,2 8,7 23
4 43 46 30 16
6 0,0 14,0 9.6 54
8 15 134 8,6 40
7 68 6,8 6.9 3
8 10,9 138 6.7 49
7] 78 9,7 6.1 29
ts 2,7 4,1 2,5 17
Tabels XI
Comperasgio entre s Atividace de PLP ¢ PIRIDOXAMINA &'-FOSFATO
sobre o Permesbilidade Capiler
Dosa PIRIDOXAMINA 6"-FOSFATO
‘ PLP {x 107*M)
} {4 x107*W)
Rato n° 2 4 8
1 8,2 1,7 31 1A
2 4.8 18 1.0 33
3 8,4 1,0 10 43
4 9,7 1,1 18 16
5 10,7 16 2,1 14
(] 7.8 1,3 18 2,0
7 8,0 18 1,3 1,4
M 81 14 1,7 2,2
ts 1,9 0,3 0,7 1,2




Tabela XU

Compars¢lo entre s Atividede de PLP @ PIRIDOXOL 5'-FOSFATO
sobre a Permesblilidede Capilar
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Dose PIRIDOXOL 5°-FOSFATO
PLP (x 107*M)
(4 x 107*m)

Rato n? 2 4 8
1 8,1 1,1 1,1 1,0
2 58 14 14 15
3 9,7 1,0 1.2 1,0
4 10,7 15 1,5 1.9
5 5.9 10 1,2 10
6 79 18 1,0 10
7 15 19 16 18
V] 8,1 14 1.7 22
xg 19 03 0,7 1,2

Tabels X111
Compersglio entre s Atividede de PLP ¢ PIRIDOXAL
sobre » Permeshilidade Capilar
Do PIRIDOXAL
PLP (x 1074 M)
' {4x 107" M)

Rato n? ™~ 2 4 8
1 82 1,4 1,0 12
2 99 14 1,2 13
3 13 1.8 1.1 10
4 5.5 1,0 10 1,1
5 69 K] 12 11
] 65 13 1,2 12
? 7.0 1,9 18 16
M 89 14 1.2 1,2
4 15 03 0.2 0,2
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Tabela XIV

Comparacdo entre a A¢Bo do PLP ¢ Histamina Exdgena sobre
8 Pormeabilidade Capilar na Pele de Rato
(injetados separado e conjuntamente em diferentes
proporgoes molares via intradérmica)

F - Dose PLP H PLP:H PLP:H PLP:H
Rato n? - 4x107'M 4x107'M 1:1 21 12
1 7,5 8,9 1156 6.3 9,1
2 5,0 15,6 15,9 15,9 194
3 74 10,8 110 9,5 12,1
L 10,0 10,3 14,1 12,5 16,6
5 7.9 11,0 11,9 10,5 9,8
6 8,1 8,6 130 10,4 10,6
M 1.7 10,9 130 10,9 12,9
ts 16 2,5 78 .32 42

concentrages da ordem de 107*M de histamina e PLP s6 se formam 6-7% do produto com velocida-
de de reagio dependente do excesso de qualquer um dos componentes.

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

A Figura 6 mostra o espectro inicial de absor¢do da solugdo de PLP ao adicionar histamina, e
o espectro final apés a formagdo do complexo, fato este evidenciado pelo aparecimento do pico na re-
gifio de 320 nm e a auséncia de absorgio a 390 nm, caracter(stica da base de Schiff. Na Figura 7 estd re-
presentada a variacdo de absorbancia em fungio do tempo de ambos os picos caracter(sticos, para ums
mistura de PLP (10"2M) e histamina (10~2M), na proporcfo de 1:1. A reacdo prossegue até o desapa-
recimento da absorgo a 390 nm. Foi repetida a experiéncia da reac8o entre PLP e histamina in vitro
na proporgdo 1:5. Neste caso, a reac§o completase instantaneamente apresentado entfo, o espectro ca-
racter (stico do produto ciclico com méximo e absorgdo na regido de 320 nm,

As Figuras B ¢ 9 mostram a separagio do complexo obtida por coluna de resina de troca ibnica.
O complexo, sssim separado, foi liofilizado e quantidades definidas do mesmo foram testadas ne sus pos-
sivel acBo na pele de rato. A Tabela XV mostra o efeito do complexo sobre s permesbilidade capiler. A
acfo da histamina e PLP na pele de rato foi novamente testada junto com a acBo do complexo, 3 igual
concentraco molar. Evidenciase pelos dados obtidos, que o complexo constitui uma entidade quimi-
ca na qusl nfo persistem os efeitos farmacoléyicos epresentados pelo PLP ou histamina saparsdamen-
te. A presenca do complexo, entretanto, nfo influencia por sua vez a a¢So farmscoldgica da histamina
su PLP adicionados separadamente, como ¢ evidenciado na Tabela XV. Isto sugers que a falta do gru-
po carbonils do PLP e do grupo amino de histamina poderia explicar o desaparecimento dos efeitos so-
bre s permeabilidade capilar de ambos.

Considerando que a acSo do PLP sobre 0 aumento da pesrmeabilidade capilar decorreria de |i-
oeraclo de histamina contida nos mastécitos da pele, fomos levados 8 pesquiser 8 existdncis de respos-
ta 80 PLP em mastécitos isolados. Dada e dificuldade de isolé-las da pele, esses células foram extraidas
J- peritdneo de rato. Este estudo parecis-nos de interesse pois poderia permitir estabelecer uma seme-
fwnca de comportamento de mastOcitos de diversas origens,
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Figura? — VARIACAO DA ABSORBANCIA EM FUNCAO DO TEMPO NA REACAO PLP E HIS-
TAMINA (Concentracdes 10"2M na Proporglo 1:1)
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Fiﬁuuﬂ .- SEPARAGCAO DO COMPLEXQO PLP-HISTAMINA DO EXCESSO DE HISTAMINA POR
CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IONICA SPSEPHADEX C-26 (Concen-

tracSes 10°*M na Proporglio 1:5)
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Figura® — Espectros de Absorclo das Frapdes Apds Separacdo do Complexo PLP-Histamina (Tubo 2) do Excesso de Histamina {Tubo 12)
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Tabela XV

Efeito do Complexo HistaminaPLP sobre a Permeabilidade Capilar

\\ HISTAMINA PLP

. Dose PLP HISTAMINA  COMPLEXO  5x10 °M 5x 10 ‘M
+ +
Rato n° 5x 107'M 5x10°M 5x 10 *M COMPLE X0 COMPLEXO
. 5x 10 M 5x10 'M
- '54; e e e PO, e e e e

1 7.2 11,7 10 10,3 103

2 10,5 8.2 15 12,7 13,6

3 6,3 7,5 26 7.2 9.4

4 12,8 6.2 13 115 6.9

5 6.7 9,5 25 82 . 6,8

6 89 6,8 10 5,9 74

7 7.0 13,7 23 64 9,5

M 85 9,1 17 89 9,1

ts 24 27 0,7 26 24

A observacdo microscopica por contraste de fase dos mastocitos incubados com PLP ndo evi-
dencia destrui¢do da integridade da membrana dos mesmos, assim como dos controles, Para reforcar es-
ses achados, utilizamos na dosagem de histamina o método que mede a contragdo do musculo liso de
ileo de cobaia. A Figura 10 demonstra a inexisténcia de atividade histamino-iberadora do PLP no sis-
tema constituido por concentrado de mastécitos peritoneais. A histamina dosada seria resultante da in-
cubagdo das células peritoneais com PLP 10~*M, quer em solugio salina, quer em solug3o de Locke sem
célcio e nos correspondentes brancos. Nos sobrenadantes das suspensdes incubadas com PLP ndo foi pos-
sivel detectar histamina, a0 contrdrio do que ocorreu nos sobrenadantes dos brancos. A histamina con-
tida n3s células, ou seja, aquela que ndo foi fiberada no meio, fui possivel, dosar, sendo porém de igual
magnitude para os tubos que continham ou n3o PLP. Portanto, ndo foi possivel detectar liberacdo de
histamina de mastécitos peritoneais produzida por acdo direta do PLP sobre eles.

4 — DISCUSSAO

Uma resposta positiva ao teste de permeabilidade capilar cutinea ndo esclarece a natureza do
mediador envolvido, que pode ser a propria substincia injetada, como também um agente vasoativo de
origem enddgena, liberado em conseqiéncia da injecdo realizada. Tal o caso, por exemplo, da fosfoll-
pase A que aparentemente libera histamina de orgdos, como a pele, apbs ataque a substratos fosfolipf-
dicos ndo ligados aos mastécitos, fornecendo produtos citolfticos capazes de provocar a lise destas cé-
lulas com liberag8o do contetdo celuler4®) Esta atividade, provaveimente, envolve alterac3es de per-
meabilidade entre os componentes do sistema polifasico da membrana celular e deve ser distinguida do
mecanismo liberador de histamina de cardter secretério, condicionado ao funcionamento do metabo-
lismo celular. No nosso caso, o PLP age na pele provocando o aumento da permeabilidade capilsr, fe-
ndémeno que provavelmente ocorre devido a liberacdo de histamina, como estd demonstrado na aglo i-
nibitéria dos anti-histamf{nicos no processo. Triprolidina e mepiramina séo considerados entre os anti-
histaminicos mais ospec(ﬁcosm e tém sido capazes de prevenir o sumento ds permeabilidade capilar
provocado pelo PLP. Também o DSCG tém sido citado na titeratura‘24) como agente capaz de inibir
a liberacSo de histamina e dos mediadores anafilaticos em geral, nSo possuindo propriedades anti-infla-
matérias intrinsecas e ~em ser anti-histaminico nem corticoesterdide {(COX, 1967). O DSCG previne a
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Figura 10 — DOSAGEM BIOLOGICA DE HISTAMINA,

a) Histamina liberada no meio, de células peritoneais incubadas em: T1.2) salina; 72.2)
salina + PLP (10 °M}: T3.2) Locke s/Ca; T4.2) Locke s/Ca + PLP {107 °M)}. Volumes
usados: 0,5 mi. Padrio de histamina: 0,02 ml (100 ng/mi).

b) Histamina retida nas células peritoneais apos a incubacdo em: T1) salina; T2) satina +
PLP (10" *M): T3) Locke s/Ca: T4) Locke s/Ca + PLP (10" >M). Volumes: 0,05 ml, 0,1
mi e 0,01 mi {padrdo de histamina)
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destruicdo dos granulos dos mastocitos causada tanto pelos fatores antigénicos“"” como pelus ndo
nntigénicos“z). Em nosso caso, 0 DSCG mostrou bloquear a ag¢do do PLP. A ligagdo do DSCG 4 mem-
brana dos mastocitos, s2gundo JOHNSON & BACH, 1975(24), seria transitoria e poderia envolver a for-
magdo de um complexo com algum componente, falvez um fon, necessitio para a liberacao de histami-
na. Os refeiidos autores tém demonstrado, em mastacitos de rato, que 0 DSCG previne a liberacao de
histamina e o influxo de cdlcio induzido por ionaforos.
A existéncia de sitios de ligagdo de alta afinidlade para o ion calcio na membrana plasmética(a’
é compative! com o papel regulador deste ion nos mecanismos enzimaticos da membrana ou em acGes
hormonais. Isso sugere a possibilidade de que a atividade de extrusdo por cdicio seja mediada por '1m
mecanismo que ndo envolva diretamente hidrolise de ATP ao nivel de membrana. MORRISEY et alii,
1975‘38', usando anticorpos marcados, acharam uma proteina capaz de ligar cdlcio associada com a mem-
brana plasmética em rins e pancreas de varias espécies animais.

Em preparagdes de musculo liso vascular foi observado que o lantanio tem afinidade maior pe-
los sitios de ligagdo de cdicio do que o préprio, sendo capaz de deslocar o calcio ligado extracelularmen-
te ficando o intracelular relativamente inalterado’'®’. Comportamento anélogo de cidicio e lantanio foi
também observado em nossas experiéncias, inibindo o efeito do PLP na permeabilidade vascular. E cu-
rioso assinalar nesse contexto que a capacidade de formacdo de compostos entre bases de Schiff e uma
variedade de ions metélicos, dentre os quais o lantanio! 13! poderia ser responsavel pela alteragdo das
respostas 3 atividade do PLP na pele quando da adigdo de fons Ca®* e La%".

Em nossas experiéncias com teofilina, observamos um bloqueio da agdo do PLP em concen-
tracBes de 4 x 10™* e 4 x 10~>M. Numa concentragio inferior (4 x 10°3M) entretanto, o efeito é opos-
to: a teofilina ndo inibe a agdo do PLP apresentando ainda uma certa potencializacdo da mesma {con-
siderando a distribuicdo de t para ambas as médias resulta 0,1 < P < 0,2). SASAKI, 1975'49), traba-
ihando com mastécitos de rato, tem observado também que numa concentragio de 1 x 10°°M a teo-
filina ndo inibia a liberagdo de histamina. O efeito da teofilina notado neste estudo é consoante com o
referido por outros autores'21-60) ¢ levou MAC NEILL et alii, 1969'37), a concluir que era proveni-
ente da agdo das metilxantinas sobre o céicio intracelufar. Esses autores sugerem gue as metilxantinas
liberam o céicio intracelular, seja dos tubulos sarcoplasméticos ou de mitocdndria, além de incremen-
tar o influxo de cdicio. Em nosso caso, aparentemente, o efeito do PLP sobre a permeabilidade capilar
seria mediado pela liberagdo de histamina, portanto, o envolvimento de célcio intracelular estaria incluf-
do no processo.

A respeito da liberagio de histamina, ¢ interessante considerar 0 modelo proposto por FORE-
MAN & GOMPERTS, 1975“"; eles sugerem que a liberagdo de histamina estaria controlada por cer-
tos ““locais” especfficos da membrana do mastécito, onde se daria a regulagdo da passagem de céicio pa-
ra dentro da céluls. Tanto a reacio antfgeno-anticorpo como as substincias liberadoras de histamina po-
deriam agir nesses locais, facilitando a entrada de fons cdicio para o meio intracelular.

Deve ser considerado também cutra alternative para a liberacfo de histamina, que é a descri-
ta por HEITZ & BRODY, 1975''%), Eles propdem que o controle local da microcirculaglo poderia en-
volver ativacio ds sintese de histamina, através de uma forma induzivel da histidina descerbox/lsse. As
células envolvides na liberac8o de histamine poderiam liberd-la em conjuncdo com uma répida stivaglo
da sintese e ndo por liberacdo de um "‘pool’’ preexistente. Algumas acles das catecolaminas sSo compe-
tiveis com esses hipbteses, porguanto elas inibem a atividade da histidina descarboxilase assim como
liberago de histamina induzida anafilaticamente nos leucocitos sensibilizados, ssgundo os mesmos au-
tores. Todavia, o possive! incremento de histamina, por estimulo da sintese a partir da histidine, nflo
seris nO NOssO caso imprescindivel, jé que se encontra na literatura que o PLP & capaz de inibir a histi-
dins descarbox(lase. Grupos de sutores (KIERSKA et alii, 1975; WOHL & MASLINSK1, 1975)129.61)
demonstraram que histaming e histidina formam, “in vitro”, complexos ciclicos com PLP. Notou-se o
efeito inibitério de aminas biogénicas sobre a atividede de enzimas PLP dependentes. O complexo his-
tidina-PLP ndo influi na atividade enziméticae da histidina descarbox/lase, mas o excesso de PLP inibe 8
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atividade de histidina descarboxflase, estimada pela quantidade de histamina formada durante a incu-
bacdio de homogenados das glandulas de mucosa gdstrica de rato. Eles estabeleceram ainda, que hista-
mine e PLP em excesso inibem a atividade de histaminase (diamino oxidase). Também, NEARY et alii
(1972)1%9) 1em observado inibigdo da atividade do piridoxal quinase por interacdo de PLP com aminas
biogénicas. Nesse sentido, é possivel que a interac3o de aminas com PLP possa desempenhar um papel
importante no mecanismo de regulagdo da atividade enzimatica e do metabolismo das aminas biogeni-
cas, pois as condigbes Otimas achadas para essas reagGes "in vitro”, indicam que elas poderiam ocorrer
também “'in vitro”'.

Nas condigies de pH dos tecidos, foi sugerido por NIEMAN & HAYS (1942)'4"! que a hista-
mina se comportaria como um cdtion univalente, podendo eventualmente formar uma estrutura de ti-
po quelato com uma ligagdo por ponte de hidrogénio. Assim sendo, a histamina contribuiria como car-

regador de um proton para iniciar as mudangas no nucleo imidazol necessdrias a interacdo com o recep-
(45)
tor .

Posteriormente, ROCHA E SILVA (1969)'*%), aperfeicoou o referido modelo. A histamina
ligar-se-ia ao sitio co receptor especifico por: a) ‘orte interagcdo eletrostdtica entre o nitrogénio pirid/(-
nico de uma histidina e a base de nitrogénio quaterndria fortemente carregada da molécula de histami-
na; e b) por ligagio de dipolos invertidos na ligagdo peptidica do receptor e o dtomo de carbono (C*)
— nitrogénic piridinico (N do anel imidazol do agonista. Isso é evidenciado, pelo fato de que compos-
tos de histamina com aminoacidos, inativos farmacologicamenite, exercemn um efeito inibitorio sobre a
acdo da histamina. No nosso caso, porém, o complexo entre histamina e PLP carrega um grupo fosfa-
to nas vizinhangas do grupo imino, o qual poderia ser responsdvel pela falta de inibicdo competitiva do
complexo histamina-PLP.

As experiéncias realizadas com o intuito de dosar a histamina liberada de mastécitos de peri-
tonio, mostram a liberagdo de histamina espontinea dos brancos e a falta de histamina livre no meio,
no caso da adicdo de PLP. Isso poderia ser interpretado como sendo devido a formacdo de complexo
PLP-histamina, que apresenta-se farmacologicamente inativo. Na caréncia de resposta ao PLP, a hista-
mina residual das células permanece inalterada, como se evidencia pela igualdade do conteido de his-
tamina apds incubagdo das células com e sem PLP.

Estudos realizados em proteinas da membrana de glébulos vermethos'?? indicam que o PLP
reage com alto grau de especificidade com amino grupos formando base de Schiff. O PLP é usado nes-
se caso como sonda de superficie em condicdes de penetragfo minima ou como sonds de protelnas do
interior da membrana em condicdes de permeabilidade aumentada. Virtuaimente todas as protefnas prin-
cipais da membrana interagem com PLP de um ou de outro lado dela, sendo as diferencas de fixacio do
PLP devido mais a uma distribuicBo das protelnas na membrana do que uma possivel reatividade. Em
nosso caso, 0 PLP poderia estar exercendo sua agSo sobre a permeabilidade capilar mediante o envol-
vimento neste tipo de interacdes a nivel de membrana.

Tem sido descrito em baséfilos'34) a existéncia de dois tipos de receptores para histamina: H,,
que mediariam a vasodilatacio e aumento da permeaabilidade capiler; e H,. localizados nas células libe-
radoras de histamina, que possiveimente mediariam o efeito auto-inibitério, sumentando o nivel de cAMP,
diminuindo a sua liberaclo, 8 conseqiientemente a resposta inflamatéria. O PLP, nesse caso, poderia es-
tar agindo sobre o primeiro desses sistemas, o que explicaria a auséncia de ag80 em mastécitos isolados
de peritbneo. O meio extracelular cutineo poderia estar fornecendo substratos ou ativadores ds possi-
vel aclo de histamina liberadors do PLP, no estando sus aclo restrita exclusivamente a mobilizacfo de
histamina confirmads nos mastécitos. O mecanismo resultante poderia interferir, assim, em sistemas en-
ziméticos celulares. :

A informacdo obtida com os anslogos do PLP, piridoxsmina 5'-fosfato, piridoxol 6'-fosfato
e piridoxal, permite relacionar estrutura com o efeito de sumeénto da permesbilidade capiler. Mudan-
¢as no grupo 4 carbonila: piridoxol 5'-fosfato & piridoxamina 5'-fosfato, isto é, a substituiclo do aldel-
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do da posicio 4 pelo hidroximetii e aminometil, respectivamente, resulta em derivados que s3o inati-
vos. A existéncia de piridoxal em forma de hemiacetal interno (ANDERSON et alii, 1966) poderia ex-
plicar @ sua incapacidade em produzir o efeito apresentado pelo PLP.

5 — CONCLUSOES

1)

2)

3

9

-~

n

O PLP, agindo na pele de rato, provoca 0 aumento da permeabilidade capilar.

Esse fendomeno é devido, provaveimente, 3 liberagio de histamina como mostra a acéo
a-aefo inibitbria dos anti-histamfnicos no processo.

Os ions divalentes Ca® e Mg®* estariam envolvidos no processo, exercendo entretanto
agoes dissimeis, como é demonstrado pela sua adiacdo ao sistema ou na mobilizacdo do
Célcio celular por acdo da teofilina.

A aclo exercida pelo PLP na pele de rato ndo é apresentada pelos andlogos do PLP: pi-
ridoxamina 5"-fosfato, piridoxol 5-fosfato e piridoxal, constituindo o grupo aldefdo um
elemento fundamental nessa acfo.

A administragBo de PLP e histamina simultaneamente pela via intracutinea nio produz
efeito notdrio além do spresentado por cada uma das drogas em separado.

A sdministracdo de PLP na forma do composto complexo histamina-PLP, ao comtrério,
inibe a capacidesde de acBo do PLP e histamina nele contidas, sendo o complexo total-
mente inativo sobre a permesbilidsde capilar.

A presenca do complexo, todavia, ndo interfere na ac8o da histamina ou PLP livres ne
pele de rato.



32

APENDICE

AJUSTE DE UMA FUNGAO A0S DADOS EXPERIMENTAIS

1.0.0 — Escolha da Fungdo

Lancando-se os pares de valoes experimentais (n,y) num diagrama monologaritmico, observa-
8 que Os pontos orientam-se segundo uma curva com o seguinte aspecto:
10 ¢+

0 A -
1 10 100
A funglo mais simples que pode adquirir este aspecto ¢ uma fun¢So linesr de terceiro grau do tipo

Y=g +a(x—x) + 8 {x—xP +ay(x—x), (1

J

onde:
8, 85, 83, 8y: coeficientes, constantes;
x = log n: varidvel independente;
Xo : parémetro que depende ds origem das sbcissas;
y : varidvel dependente.

Considerando-se sinda a orientacdo dos pontos, observa-se que & derivads, para n = 1, de funclo
que iré representar estes pontos seré ligeiramente negativa ou igual 8 zero.

Considerando-se que a dispersSo dos pontos experimentais, préximos a n = 1, nfo permite uma
definicdo, admite-ss, por simplicidade, que a deriveds desta funco, para n = 1, ssja igusl s zero; ests con-
digBo results da admissBo de que y sejs ndo decrescente com n crescente 8 partirden =1,

Derivandose (1), tem-se
a = a; + 23; (X —xp) + 333 (x — xo)? (2

dx

impondo-se a condiclio de que (2) sefs igual a zero para n=1 (x=0), tem-se

8y - 2.3!0 + 38)Xo’ -0 {3
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e, fazendo-se xo =0, obtém-se que a; deve ser iguai a zero.

Conseqilentemente, a fungdo que ird representar os pontos experimentais torna-se mais sim-
ples e do tipo

Y = a9 + agx? + ayx’. @

2.0.0 — Determinagan dos Corcticientas

O desvio (Ayli, ao quadrado, entre a ordenada experimental y, e dquela fornecida pela fungio
(4), para uma dada abcissa experimental x,, ¢ dado por:

Ayh = y; - vP (6)
ou, substituindo-se (4) e elevando ao quadrado,
(Av)’; = Y’, - 280v; — Zazvai - 2a3)(?yi + a2 + 28081X25 +
2a083x7 + aix] + 2 0yx] + a;x‘:
Efetusndose a somatdria dos desvios dos m pontos experimentais, obtém-se
m 2 m 2 m m 2 m 3
‘21 Ay} = ‘21 Y; - 2aoi21 Y, —- 2a,i21 xy; — 20;_2‘; x;y; + msp +
— - —3 = ."_’

m m m m
Zloa,'f; x} + 2898y Z' x} +a,"21x1 + 2a,agi2' x} +
= i= = =

o

Y g x% (6)
=1

-

Esta somsatdria depende, conhecidos os valores experimentais, dos coeficientes a,, 8; @ a;. A
funcdo que melhor se sjuste aos pontos experimentais é aquela cujos coeficientes tornam minimo esta
sometdris, ou mje, quando for satisfeita a seguinte condico:

d 'm d m d m

— Av)3 = — ¥ 2 = — Y (Av2 1 =0

g L2 ] [Z Whl= 12 @) m
Derivando-se (6) parciaimente em reisc3o a a, ¢ impondose (7), tem-se

m
-23 v,+2m|8+20,'}':'x} +2|,g:‘xi =0
=1 i= =1
ou
m
mey +.,'z1 x} + 8 '}':'xi= T Y,
= =1

Z, | (8a)

Derivando-se (8) parciaiments em relacdo a 8; e impondose (7), tem-se

m m
“2F xjy, + 20 2 K + 20 'fx‘, -'213'}'.“ x; =0
=1 =1 i=1 =1



ou
L e m.s o .a (8b)
uExi+a,Exi+lgExi=Ex,vi
=1 =1 =1 =1
Derivando-se (6} parciaimente em reiuclo a ay e impondo-se (7), tem-se
LI LU M. T =0
~2 X xly, + 289 I xy + 28, I X +2l;:2 X =
i=1 = i= i=
ou

m
M%K‘J‘l’l‘; %;x’,+o;"2'i)(‘,='21)(’|v. (Bc)
i= - —

i=1

As equacSes (8a), (8b) e (8c) permitem caicular os coeficientes da funco (4) a partir dos va-
lores experimentais.

3.0.0 - Programa para Céiculo dos Coeficientes

Para o céiculo dos coeficientes ag, 8; e 8;, elsborou-se um programa pars ser utilizado na cal-
culadora programéve! Hewllett-Packard, modeio 8810, que inclui 400 mudancas de comando.

Executado o programa pera os dados experimentsis, foram obtidos os seguintes valores pera
os coeficientes:

8o = 1,885586267
8 = 13,13656478
a3 = -6,282073906

Aproximando-se os coeficientes para a terceira case decimal, » funcio representstivs dos pon-
tos experimentais resulta:

y = 1,886 + 13,136x - 6,282x’ (9

ou

y = 1,886 + 13,136 (logn)® — 6,282 (log n)®
Esta funcfo encontra-se representsds na Figura 5.

4.0.0 — Ciculo do Desvio Padrio

O conjunto de pontos experimentais pode ser separado em diversos subconjuntos caracterize-
dos pela abcissa x = log n. Cada um destes subconjuntos fornece a dispersio dos valores da ordenada y
para 8 sbeissa x =logn caracteristica.
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Conseqiientemente, ¢ possivel calcular o desvio padrio da ordenada y para cada valor ds ab-
cissa experimental.

Na Tabels a seguir, indicam-sz os valores de x ~logn, y_. e a___ {y) em funciio da varidvel n.

e, axp.
o ly)
n x =logn y.'.
exp
1 0 1,886 0,64
2 0,301 2,905 0,80
4 0,602 5,277 1,19
8 0,903 71,972 1,21
20 1,301 10,287 1.59
L -] 1,609 8,996 213 J

Regpresentandose 0s valores de a"p'(y) am fungso de x = log n, obssrva-se que a orientaclo
dos pontos é praticamente linsar. Isto sugere o sjuste de uma rets repressntative do desvio padriio o(y)
om funclo da varidvel n.

O sjuste de uma tel reta pelo método dos minimos quadrados resuits na seguinte fungdo:
oly) = 0,5868 + 0,8417 logn (1

Na Figura 5, representam-se também as curvas y t oly).
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ABSTRACT .
R

M——mb-fkmm:ﬁe activity of pvridoxal b'.phosphate {(PLP) on the vascular permeability response,
measured in the abdominal wall of riats from the amount of extravased Evans blue labelled with radioactive iodine 125
or 131, The FLP etfect is related to histamine refease as it has heen showed by the use of antihistaminics. An attempt
has been made in crder to correlate structure and biological activity by using PLP analogs, The intact molecule of PLP
ssems to he the proper active substance. The critical role of calcium in histamine release o‘adiscussed in relation to our .
observations. In the presence of high concentrations of calcium and lantanium, PLP failures to increase the vascular /.0
permeability; magnesium does no! show any influence, The calcium mobilization produced by theophylline results in
inhibition of the response. The course of the reaction helween PLP and histamine in vitro were followed; the synthatic
cyclic product is deprived of activity and does not interfere gnh the intrinsic effects of PLP and histamine.
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