GLICOSAMINOGLICANOS PRESENTES

EM LiQUIDOS PLEURAIS: UM
PARAMETRO BIOQUIMICO ADICIONAL
NA DETERMINACAO DAS CAUSAS DOS
DERRAMES PLEURAIS
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Glycosaminoglycans Presents in Pleural Liquids: an Additional Biochemical Parameter in the
Determination of Causes of Pleural Effusions.

Even though several biochemical, microbiological and cytological methods are used for pleural effusion
diagnosis, they have limited efficiency. Thus we analysed the glycosaminoglycans (GAG) in pleural liquids
(PL) and assess their potential in the discrimination of pleural effusions. Transudate pleural liquid (TPL) and
exudate pleural liquid (EPL) originated from lung cancer (LC), tuberculosis (TB) and systemic lupus
erythematosus (SLE) were collected. GAG were extracted and analysed. TPL and EPL was found hyaluronic
acid (HA) with different electrophoretic mobilities, besides chondroitin sulfate (CS) and dermatan sulfate
(DS) respectively. TPL possesses 7,5 mg/l of GAG, while EPL presented 1,5 mg/l. In LC, TB, SLE1 and
SLE2 also were found HA, CS and DS in different proportions and varied electrophoretic migration profile.
Type, concentration and structural differences showed by GAG in TPL, EPL and EPL from different
pathologies might be used as one additional biochemical parameter to evaluate the cause of pleural effusions.

Introducao

Derrames pleurais sdo originados a partir do
acuimulo de liquido na cavidade pleural, e podem
ser classificados em transudato ou exsudato'. Os
transudatos sdo resultantes de patologias (como
insuficiéncia cardiaca congestiva) que causam
alteragdes durante a formagdo (aumento na
pressdo hidrostatica) ou absor¢do (diminui¢do na
pressio coloidosmética) do liquido pleural®. Por
outro lado, um derrame exsudativo é resultante
de inflamag@o ou uma outra doenca da superficie
pleural, como acontece em tuberculose,
pneumonia, malignidade, pancreatite ou lipus
eritematoso sistémico”. Os derrames pleurais, por
tanto, podem envolver uma certa variedade de
doencas sistémicas e pleuropulmonares’, o que
dificulta o diagnostico diferencial destes
derrames. Um dos mais comuns problemas
encontrado pelos pneumologistas tem sido a
elucidagdo da causa dos derrames pleurais, tendo
em vista que a patologia causadora pode ser
grave € requerer tratamento precoce4. Muitos
procedimentos tais como raio-X do tdrax,
biopsia, andlise de parametros bioquimicos,
microbioldgicos e citologicos das efusdes tém

sido utilizados para a resolu¢do deste dilema
diagnostico”™. Entretanto, em muitos casos tais
pardmetros apresentam eficiéncia limitada’,
contribuindo para uma elevada incidéncia de
diagnosticos indeterminados®. Deste modo, o
objetivo deste estudo foi verificar a presenca de
glicosaminoglicanos em liquidos pleurais e
avaliar sua importancia como parametro
bioquimico util a diferenciacdo entre derrames
pleurais transudativos e exsudativos, assim como
entre exudatos originados a partir de diferentes
patologias.

Experimento
Liquidos pleurais

Uma amostra de liquido pleural transudato (LpT)
e cinco amostras de liquidos pleurais exsudatos
(LpE) originados de céancer de pulmao (CP),
tuberculose (TB) e lapus eritematoso sistémico
(LES) foram coletadas por toracocentese e
utilizadas em nossos experimentos.
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Extra¢do dos Glicosaminoglicanos

A extragdo dos glicosaminoglicanos das
amostras de liquidos pleurais foi realizada com
modificagdes de um método descrito para
tecidos®. Deste modo, as diferentes amostras de
liquidos pleurais foram submetidas a protedlise
com maxatase (Ilmg/ml, a 60° C, “overnight”),
seguida de tratamento com acido tricloro acético
(TCA) 8,2 % e etanol absoluto ou 95 % (a -20°
C, “overnight”)’. Ao término dos procedimentos
de extragdo, as amostras de glicosaminoglicanos
(GAG) foram, entdo, dialisadas, liofilizadas e
ressuspendidas em agua destilada.

Tratamento com liases

Para verificag@o especifica da presenca de acido
hialurénico, condroitim sulfato e dermatam
sulfato nas amostras de liquidos pleurais, os
glicosminoglicanos (GAG) extraidos foram
incubados, respectivamente, com as enzimas:
hialuronato  liase  (Sigma), extraida de
Streptomyces hyalurolyticos®; condroitim AC
liase (Sigma), extraida de Arthrobacter
aurescens’'’; condroitim ABC liase (Sigma)
extraida de Proteus vulgaris’.

Eletroforese em gel de agarose

A identificagdo dos glicosaminoglicanos, ap6s o
tratamento das amostras de GAG com as liases
citadas, foi realizada através de
microeletroforose em gel de agarose''. As
amostras de  glicosaminoglicanos  foram
aplicadas em laminas de gel de agarose (Bio
Rad) 0,55%, utilizando o tampao 1,3-
diaminopropano acetato (PDA) 0,05 M e pH 9,0.
A eletroforese ocorreu sob uma diferenca de
potencial de 100 volts, em caixa refrigerada a
4°C. Na seqiiéncia, o gel foi imerso em cetavlon
(CTV) 0,1%, seco e corado com azul de
toluidina 0,1% em &cido acético 1% e etanol
50%.

Dosagem de acidos urénicos

Os conteidos de acido wurénico e de
glicosaminoglicanos das amostras extraidas dos
liquidos pleurais foram estimados pela reag@o do
carbazol'’. Para tal procedimento, utilizamos
acido D-glucurénico (acido urdnico padrdo),
acido sulfurico, carbazol 0,1% em etanol e agua
destilada. As leituras no espectrofotdometro foram
realizadas a 525 nm.

Densitometria das laminas de eletroforese

A proporcao entre 0s diferentes
glicosaminoglicanos que compdem cada uma das
amostras extraidos dos liquidos pleurais foi
determinada por densitometria das laminas
eletroforéticas a 525 nm, utilizando padrdes de
glicosaminoglicanos comparativamente.

Cromatografia descendente em papel

A cromatografia descendente em papel'’ foi
utilizada para a analise dos produtos de digestdo
das liases. Tal método foi realizado em papel
Whatman n° 1 e solvente acido isobutirico :
1,25N  hidroxido de amoénio (5:3). Para
revelagdo, foi usado nitrato de prata.

Resultados e Discussoes

A eletroforese dos glicosaminoglicanos extraidos
dos liquidos pleurais transudato (LpT) e
exsudato (LpE) mostrou a presenca de dois
compostos em cada um destes liquidos (figura
1). Em ambas as amostras, o componente de
migragdo inferior e polidispersa aparentou ser
acido hialurénico, embora este composto tenha
apresentado diferentes mobilidades
eletroforéticas nestas amostras; o componente
superior, por sua vez, teve migragdo
intermediaria entre condroitim sulfato e
dermatam  sulfato. Apo6s incubagdo com
hialuronidase, ficou comprovada a presenca de
acido hialurénico (AH) tanto no LpT quanto no
LpE, tendo em vista que o composto de
migracdo inferior foi degradado pela referida
enzima, ndo aparecendo na lamina eletroforética.
Por outro lado, a incuba¢do com as liases
chondroitinase AC e chondroitinase ABC
revelou que o composto de migragdo superior €
dermatam sulfato (DS) em LpT e condroitim
sulfato (CS) em LpE; (figura 1).

O liquido pleural transudato possui concentragdo
de glicosaminoglicanos igual a 7,5 mg/l, sendo
89,17% de AH ¢ 10,83% de DS; (tabela I). No
liquido pleural exsudato a concentragdo de
glicosaminoglicanos observada foi 1,5 mg/l,
sendo 86,84% de AH ¢ 13,16% de CS; (tabela I).
A cromatografia descendente em papel, por sua
vez, mostrou que os produtos de degradagdo
enzimatica dos glicosaminoglicanos de LpT e
LpE sdo semelhantes aos produtos de degradagdo
dos glicosaminoglicanos padrdes (figura 2).
Entretanto, a presenca de monossacarideo na
amostra de glicosaminoglicanos de LpE ndo



incubada com liase (controle) sugere maior
catabolismo destes compostos em tal amostra
(figura 2- B), sendo este aspecto uma importante
diferenca a ser considerada.

Nos liquidos pleurais exsudatos originados a
partir de cancer de pulmao (CP), tuberculose
(TB) e lupus eritematoso sist€émico (LESI e
LES2), foram encontrados &cido hialurénico
(AH), condroitim sulfato (CS) e dermatam
sulfato (DS), os quais apresentaram variados
padrdes de migracdo eletroforética; (figura 3). As
concentragdes totais de glicosaminoglicanos sdo
mostradas na tabela II, ficando evidente as
diferentes proporg¢des entre as amostras (CP, TB,
LESI e LES2).

Tabela I — Quantificacdo dos GAG nos liquidos
pleurais transudato e exsudato

Amostra Concentragao
de GAG AH CS DS

(ng/ml) (%) (%) (%)

A

glicosaminoglicanos padrdes (CS- condroitm
sulfato, DS- dermatam sulfato, HS- heparam
sulfato). AH- &cido hialurénico padrdo. ABC-
chondroitinase ABC. AC- chondroitinase AC.
hya- hialuronidade.
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Figura 2 — Cromatografia descendente em papel
dos produtos de digestdo enzimatica dos
glicosaminoglicanos  isolados dos liquidos
pleurais transudato e exsudato. A- LpT. B- LpE.
CS- condroitm sulfato, DS- dermatam sulfato,
AH-  4cido  hialurénico  padrdo. ABC-
chondroitinase ABC. AC- chondroitinase AC.
hya- hialuronidade. ADi-4S- A4, 5-dissacarideo
insaturado 4-sulfato; ADi-6S- A4, 5-dissacarideo
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LpT 7,5 89,17 0 10,83

LpE 1,5 86,84 13,16 0

Figura 1 — Eletroforese dos glicosaminoglicanos
isolados dos liquidos pleurais transudato e
exsudato. A- LpT. B- LpE. M- mistura de

insaturado  6-sulfato;  ADi-OS- A4, 5-
dissacarrideo insaturado; A-Hex- A-
hexassacarideo insaturado; A-Tet- A-
tetrassacarideo; A-Oli- A-  oligossacarideo

insaturado; Mo- monossacarideo.

Tabela II — Concentragio de GAG nos
exsudatos originados por diferentes patologias

Amostra Concentragao
de GAG

(ng/ml)

CP 8,34
TB 32,19
LESI 8,88

LES2 24,54

Tendo em vista que a maioria das publicagdes
sobre o assunto recorrem apenas a presenga do



acido  hialurébnico em derrames pleurais
exsudativos, citando este glicosaminoglicano
como um marcador bioquimico de mesothelioma
pleural*¥, a presenca de outros
glicosaminoglicanos, tanto em transudatos como
em exsudatos, consiste em uma novidade
interessante; sendo estes dados importantes para
diferenciar os varios tipos de derrames pleurais.
Tais resultados foram possibilitados
provavelmente devido a utilizagdo de uma
metodologia mais sensivel e especifica; a qual
permitiu, também, detectar variagdes nos padroes
de migracdo eletroforética entre GAG de
diferentes amostras. Por outro lado, o estudo dos
glicosaminoglicanos em liquidos pleurais de
patologias como tuberculose, cancer de pulmao,
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e lapus eritematoso ndo tem sido relatado até
entdo, podendo as diferencas observadas serem
relevantes para a separagdo diagndstica destas
patologias.

Figura 3 — Eletroforese dos glicosaminoglicanos
isolados dos exsudatos resultantes de cancer de
pulmio, tuberculose e lapus eritematoso
sistémico. A- glicosaminoglicanos (GAG) ndo
incubabos com liases. B- GAG tratados
hialuronidade. =~ C- GAG  tratados com
chondroitinase AC. D- GAG tratados com
chondroitinase =~ ABC. M-  mistura de
glicosaminoglicanos padrdes (CS- condroitm
sulfato, DS- dermatam sulfato, HS- heparam
sulfato). AH- acido hialurénico padrdo. CA-
cancer de pulmao. LES1 e 2 — lipus eritematoso
sistémico.

Conclusoes

As diferencas detectadas neste trabalho, com
relacdo ao tipo, estrutura e concentragdo dos
glicosaminoglicanos nos liquidos pleurais
transudativo e exsudativo, bem como nos
diferentes exsudatos analisados, poderdo ser
usadas como um parametro a mais na elucidacao
diagnéstica dos  derrames  pleurais. O
estabelecimento de um pardmetro adicional,
neste caso, se faz importante diante da alta
incidéncia de diagnosticos indeterminados das
causas dos derrames pleurais.
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