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Introducao |

Os mastécitos oferecem excelente potencial para
aplicagdo em biossensores, uma vez que Sao
células robustas e podem ser sensibilizadas para
reconhecer antigenos especificos, o que conduz a
eventos de ativagao transdutiveis, precedidos pela
exposicdo antigénica'. Dentre os mediadores
qguimicos secretados por estas células esta a enzima
B-hexosaminidase (B-hex), usada como marcador
da atividade anti-alérgica. O ensaio padrdo para
quantificar a B-hex, na degranulagdo de mastécitos,
consiste em um numero de etapas que incluem
sensibilizacdo das células com IgE, estimulo pelo
antigeno, remocao do sobrenadante para a reagao
enzima-substrato e medida da fluorescéncia
produzida. Estas etapas sucessivas fazem com que
0 ensaio padrdo seja inapropriado para analises
com alta capacidade de processamento. Para
adaptar esta resposta celular, nosso grupo de
pesquisa empregou um ensaio direto, in situ, como
modelo biossensor, o qual possibilita a analise de
um numero grande de amostras de células com alta
sensibilidade, e reprodutibilidade, tornando este
ensaio muito Gtil para aplicagbes em triagens de
substancias com potencial terapéutico®. O objetivo
do presente trabalho é aplicar o modelol biossensor
(ensaio direto) para a quantificagdo de B-hex no
estudo da atividade anti-alérgica de derivados aril-
cumarinicos.

Resultados e Discussao |

Da colecdo de 33 cumarinas investigadas, 18
apresentaram efeito inibitério sobre a liberagéo de (-
hex, de forma concentracdo-dependente, cuja
poténcia foi maior, ou semelhante, ao controle
positivo (fumarato de cetotifeno, IC5=15 uM).

De forma resumida, hidroxilagbes, bem como
esterificacoes dos carbonos 6, 7 e 8 de 3-piperonil-
cumarinas (Figura 1-A), sejam estas Unicas ou em
maior nimero, tém pouco ou nenhum efeito positivo
sobre a inibicdo da degranulacdo mastocitéria. A
introducdo de grupos nitrogenados na posicao 6
destas cumarinas leva a obtengdo de compostos
ativos, cuja poténcia é aumentada quando a cadeia
lateral desta substituicdo é extendida pela
introducao de heterociclos aromaticos, como anéis
tiofénicos, piridinicos e inddlicos.
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Figura 1. Estruturas quimicas de 3-piperonil (A) e 3-
fenil-cumarinas (B).

Para as 3-fenilcumarinas (Figura 1-B), enquanto
as hidroxilacbes das posicoes 6, 3" e 2" sao
importantes, o grupo 4’-hidroxila parece ser
desnecessario para a inibicdo da liberagdo da
enzima p-hex. O aumento em numero das
hidroxilagdes tem efeito dependente da contribuicao
isolada de cada hidroxila. Enquanto a substituicao
do carbono 4" por uma hidroxila nao representa
beneficio para a atividade das fenil-cumarinas, sua
metoxilagdo causa um aumento na poténcia da
inibicdo enzimatica. Com relagéo as esterificacoes,
ndo houve, de forma geral, ganho de atividade com
a presenca desta fungéo.

Foi avaliado, ainda, se a resposta inibitoria
observada decorreu da inibicdo da degranulagéo
mastécitaria, e consequente modulagao negativa da
liberagdo enzimatica, ou se houve, na realidade,
inibicdo da atividade da enzima p-hex. Os
resultados mostraram que a enzima é diretamente
inibida apenas em concentra¢gdes mais elevadas
(acima de 50 uM) dos compostos cumarinicos.

Conclusoes |

Os resultados obtidos através do modelo biossensor
baseado em mastocitos sugere que as arilcumarinas
estudadas podem ser apontadas como possiveis
compostos para o tratamento de desordens
alérgicas e/ou fornecem ainda um protétipo
promissor para 0 desenvolvimento de novas
moléculas com potencial terapéutico.
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