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RESUMO: 

Os mastócitos são células originadas na medula óssea e seus 
precursores migram através da corrente sanguínea para o tecido 
conjuntivo, onde se diferenciam. São células importantes devido à 
atuação em reações alérgicas e processos inflamatórios. A injeção 
intraperitoneal de água destilada leva à depleção dos mastócitos da 
cavidade peritoneal do rato, estimulando a migração de células da 
linhagem dos mastócitos para repovoá-la. Com a utilização do anticorpo 
monoclonal BGD6 ( mAb BGD6 ) conjugado a esferas magnéticas foi 
possível isolar as células indiferenciadas presentes no sangue, 
pertencentes à linhagem dos mastócitos. O mAb BGD6 reconhece uma 
proteína de superficie específica de mastócitos. Em ratos controle não 
foram encontrados mastócitos ligados às esferas magnéticas. Após 12 
horas da depleção da cavidade peritoneal foram encontradas, em média, 
0,59 x 1010 células totais, com 0,0000043 % de mastócitos 
correspondentes. Após 24 horas da depleção da cavidade peritoneal foram 
encontrados 0,687 x 1010 células e 0,0000785 % de mastócitos. Após 48 
horas, esse número decresceu para 0,000021 %, de um total de 7,075 x 
1010 células totais do sangue. Devido a sua alta especificidade, o mAb 
BGD6 permitiu isolar uma população pequena de precursores de 
mastócitos que circulam na corrente sangüínea. Estes resultados 
demonstram a migração de células indiferenciadas de mastócitos, durante 
o repovoamento da cavidade peritoneal do rato. 
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I. INTRODUÇÃO 

Mastócitos são células presentes no tecido conjuntivo, 

identificadas pelos grânulos metacromáticos que possuem 

(ERLICH,1877). A metacromasia dos grânulos ocorre devido à grande 

concentração de heparina (JORPES et aI., 1937). Proteases neutras e 

fatores quimiotáticos também estão presentes nos grânulos (SCHW AR TZ 

& KEPLEY, 1994). Essas substâncias são de grande importância 

farmacológica por participarem dos processos imunológicos das reações 

inflamatórias (GALLI et aI., I 984; SIRAGANIAN,1988). Em sua 

superficie, os mastócitos apresentam receptores de alta afinidade para a 

imunoglobulina E (lgE) (lSHIZAKA & ISHIZAKA, 1984). A IgE ligada 

ao receptor foi demonstrada imunocitoquimicamente por CHEN e 

ENERBACK (1994), utilizando um anticorpo anti IgE conjugado ao ouro 

coloidaI. Os autores observaram que em mastócitos pré-fixados, as 

partículas de ouro coloidal estavam homogeneamente distribuídas na 

superficie celular. É através do complexo IgE-receptor, interação entre 

antígenos multi valentes e outras moléculas que promovem o 

intercruzamento dos receptores, que desencadeia eventos bioquímicos 

levando à liberação de histamina, metabólicos do ácido aracdônico e 

citocinas, participando assim, dos processos imunológicos e das reações 

alérgicas. 

Estudos in vivo e in vitro mostram que os mastócitos, mesmo 

sendo considerados células próprias do tecido conjuntivo, são originados 

dos tecidos hematopoiéticos (KITAMURA et aI.,1981; YUEN et 

aI.,1988; GALLI et aI., 
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1990). No animal adulto, a medula óssea é a principal fonte de 

d -precursores e ~tSU011:CA C~(':í\~';l!l,S f~!iGLÓG!CA~ f Ur~~ 
mastócitos (SONODA et aI.,1986; GINSBURG et aI., 1982). Apesar dos 

mastócitos e seus precursores migrarem livremente (SMITH & 

Wets.,1996), eles raramente são vistos no sangue periférico. Segundo 

CSABA et aI.(l969), baixo número de mastócitos granulados podem ser 

encontrados no sangue periférico de rato. Precursores de mastócitos têm 

sido reconhecidos no sangue de ratos (ZUCKER-FRANKLIN et aI.,1981) 

e humanos (DENBURG et aI., 1983) seguindo cultura em "ágar soft". 

A relação dos mastócitos com as células hematopoiéticas foi 

investigada por KITAMURA et al.(l981); SHARADER et al.(l981) e 

NAKAHATA et al.(l982). Suas pesquisas sugerem que os mastócitos são 

uma progênie da célula fonte do tecido hematopoiético multipotente. A 

diferença dos mastócitos para as demais células que se originam do tecido 

hematopoiético (como eritrócitos e granulócitos), está no fato que 

precursores de mastócitos migram pela corrente sangüínea (ZUCKER­

FRANKLIN et al.,1981; SONODA et al.,1984), ao contrário das outras 

células do sangue, e completam sua maturação quando chegam ao tecido 

conjuntivo (HATANAKA et al.,1979; KITAMURA et al.,1979). As 

demais células deixam o tecido hematopoiético após completar sua 

diferenciação. 

O estudo de repovoamento e maturação dos mastócitos do 

lavado peritoneal após desaparecimento destas células por injeção 

intraperitoneal de água destilada foi realizado por MENDONÇA et 

al.(1986); JAMUR & VUGMAN (1986); GRECA et al.(1992) e 

NIEDERHEITMANN & JAMUR (1993). JAMUR et al.(1986) 

realizaram a caracterização destas células através de estudos 

morfológicos utilizando histofluorescência, histoquímica e citoquímica 

ultraestrutural. No entanto, a caracterização de precursores de 
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mastócitos ainda indiferenciados, desprovidos de grânulos, só se tomou 

possível com a utilização de marcadores específicos. Em estudos 

anteriores, realizados em nosso laboratório, conseguimos imunomarcar 

mastócitos na medula óssea nos seus diferentes estágios de maturação 

utilizando um anticorpo monoc1onal anti-gangliosídeo específico para 

mastócitos, o mAb AA4 (OLIVER et aI., 1992). Para tal, foi necessário 

utilizar a fixação por microondas associada a baixas concentrações de 

glutaraldeído para preservar a antigenicidade das células (JAMUR et 

aI.,1995a). Assim, foi possível classificar as células imunomarcadas em : 

bem imaturas, imaturas, maduras (JAMUR et aI., 1995b; GRODZKI et 

aI., 1996). 

RAMA WY et al.(l992) estudaram a inibição da ligação da 

IgE ao receptor em células RBL-2H3, utilizando o anticorpo monoclonal 

BGD6. O mAb BGD6 também se liga exclusivamente a proteínas 

encontradas na superficie da RBL-2H3 e de mastócitos. Estes anticorpos 

monoc1onais, por serem específicos para mastócitos, foram utilizados na 

identificação de progenitores de mastócitos na medula óssea(JAMUR et 

aI., 1996). Com o mAb BGD6 conjugado a esferas magnéticas, foi 

possível isolar uma população de células indiferenciadas, que quando 

imunomarcadas com o anticorpo anti-CD34, confirmam pertencer à 

linhagem dos mastócitos(V ALENT,l994). 

MORENO et al.(l997) observaram que há diminuição do 

número de células da linhagem de mastócitos da medula óssea de rato 

durante o repovoamento da cavidade peritoneal de ratos após depleção 

por injeção intraperitoneal de água destilada. 

A utilização do mAb BGD6 conjugado a esferas magnéticas 

"tosyl-ativadas", toma possível isolar a população de mastócitos da 
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medula óssea (JAMUR et aI.,l996).Esse anticorpo monoc1onal foi 

utilizado neste trabalho para a investigação de precursores de mastócitos 

no sangue, em migração, durante o repovoamento da cavidade peritoneal, 

após depleção com água destilada. 



11. OBJETIVO 

Investigar a presença de células precursoras de mastócitos no 

sangue circulante, . que migram da medula óssea, durante o repovoamento da 

cavidade peritoneal do rato, após depleção por injeção intraperitoneal de água 

destilada. 

Identificar e caracterizar estas células através da utilização de 

métodos imunocitoquímicos. 



IH. MATERIAL E MÉTODOS 

A. Obtenção do material: 

Foram ultilizados ratos Wistars machos, pesando em tomo 

de 150 gramas. O sangue foi colhido, por punção cardíaca, 24 e 48 horas 

após depleção da cavidade peritoneal por injeção intraperitoneal de 20 ml 

de água destilada. A punção cardíaca foi realizada utilizando seringa de 

vidro previamente heparinizada. O sangue coletado foi diluído em 

PBS+BSA 2% e ressuspendido com pipeta Pasteur. 

Como controle foram usados animais não submetidos ao 

tratamento, isto é, que não foram injetados com água destilada. 

B. Conjugação: 

O mAb BGD6 foi conjugado a esferas magnéticas numa 

concentração de 200Jlg/ml a 37°C. Após 10 minutos de incubação foi 

adicionado BSA 0,5% (soro albumina bovina) para auxiliar na orientação 

dos anticorpos durante o acoplamento. Também foi utilizado o tampão 

Tris para bloquear os radicais tosil livres. As esferas magnéticas 

conjugadas ao mAb BGD6 foram ressuspendidas em PBS (tampão 

fosfato) com BSA 0, I % e estocadas a 4°C a uma concentração final de 4x 

108 esferas/ml (30 mg/ml). 

C. Imunofluorescência: 

As células isoladas através da incubação com as esferas 

magnéticas, foram colocadas em lamínulas cobertas com Cell-Tak, 

fixadas em 
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a obtenção do número estimado de esferas magnéticas a ser 

utilizado no isolamento. formaldeido 2% em metanol a - 20°C por 5 

minutos, lavadas 2 vezes emPBS, 1 vez com PBS + Glicina 0,1 M e 2 

vezes em PBS. 

A seguir, as células foram incubadas por 1 hora com o 

anticorpo primário BGD6 em PBS + BSA 1 %. As lamínulas foram 

lavadas em PBS + BSA 1 % e PBS e incubadas por 30 minutos com anti­

IgG de jumento contra camundongo conjugàdo com FITC. Então, as 

lamínulas foram lavadas várias vezes em PBS e rapidamente em água 

destilada e montadas com Fluormont diluído em PBS na proporção 1: 1. 

para 

D. Contagem das Células: 

As células colhidas foram contadas em câmara de Neubauer 

As células foram coradas com May Grunwalds 0,2 % de 

metano!. 



IV. RESULTADOS 

Usando o mAb BGD6 conjugado às esferas magnéticas foi 

possível isolar precursores de mastócitos do sangue, 12 horas (Fig. 2) e 48 

horas (Fig. 3) após depleção da cavidade peritoneal através de injeção de água 

destilada. Precursores de mastócitos e mastócitos em maturação também 

foram isolados da medula óssea do mesmo animal que sofreu depleção 

(Fig. 1). 

Em animais controle não foram encontradas células ligadas às 

esferas magnéticas, indicando que não há migração de mastócitos para o 

repovoamento da cavidade peritoneal sem a prévia estimulação pela depleção 

da cavidade peritoneal por água destilada. 

Nos animais injetados com água destilada observa-se que, 12,24 

e 48 horas após a depleção, há um aumento da população total de células no 

sangue. Observa-se, também, o aparecimento de células precursoras de 

mastócitos. Após 12, 24 e 48 horas da depleção , foi observado, 

respectivamente, 0,0000226 %; 0,0000785 %; 0,000021 % de mastócitos em 

relação à população total, em média (Tabela I). 

Após isolados com mAb BGD6 conjugado às esferas 

magnéticas, os mastócitos colhidos da medula óssea e do sangue foram 

imunomarcados com o anticorpo primário mAb BGD6 seguido de incubação 

com anticorpo secundário conjugado com FITe, apresentando marcação 

positiva na superfície (Fig. 1, 2 e 3 ). 



V-FIGURAS 



Figo 1: Mastócito (cabeça de seta) isolado da medula óssea de 
rato com mAb BGD6 conjugado a esferas magnéticas (seta). A célula 
apresenta marcação positiva para o mAb BGD6 na surpeficie. (400x ) 

Figo 2: Precursores de mastócitos do sangue de rato em diferentes 
estágios de maturação imunomarcados com mAb BGD6 (cabeça de 
seta), após isolamento com esferas magnéticas conjugadas ao mAb 
BGD6 (seta), após 12 horas da depleção da cavidade peritoneal. (400x) 

Figo 3: Precursor de mastócito do sangue de rato imunomarcado 

com mAb BGD6 ( cabeça de seta ), 48 horas após a depleção da 

cavidade peritoneal. Esferas magnéticas (seta). (400x) 
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ANEXO 



li 

TABELA 1: Porcentagem de mastócitos do sangue de rato, 
separados por imunoatinidade pelo mAb BGD6. 

Experimento População Total de 0/0 de Mastócitos do 

Células do Sangue Sangue em Relação à 

(Média) População Total 

(Média) 

Controle 2,125 x 1010 2,125 X 1010 

12 horas 0,59 x 1010 059 X 1010 , 

1 dia* 0,687 x 1010 0,687 X 1010 

2 dias** 7075 x 1010 , 7,075 X 1010 

* 24 horas após depleção da cavidade peritoneal do rato com 

injeção de 

água destilada. 

** 48 horas após a depleção da cavidade peritoneal do rato com 

Injeção 

de água destilada. 



VI. DISCUSSÃO 

A utilização do mAb BGD6 conjugado à esferas magnéticas é 

eficiente para a separação de células precursoras de mastócitos. Este anticorpo 

é específico para uma proteína presente na superficie dos matócitos 

(HAMAWY et aI, 1992). 

A presença de mastócitos na corrente sanguínea gerou muitas 

controvérsias entre os pesquisadores (ZUCKER-FRANKLIN et aI., 1981). A 

falta de um marcador específico para estas células impossibilitou estudos 

acurados para esclarecer esta questão. Com a utilização do mAb BGD6 

conjugado a esferas magnéticas foi possível isolar e identificar precursores de 

mastócitos na medula óssea de rato ( JAMUR et al,1997). Essas células 

encontradas no sangue após depleção são imunomarcadas pelo mAb BGD6, o 

que demonstra pertencerem à linhagem dos mastócitos. 

O repovoamento e maturação dos mastócitos na cavidade 

peritoneal após injeção intraperitoneal de água destilada foi observado por 

F A WCETT (1955) e MENDONÇA et al.(1986). Com a depleção, ocorre 

estimulação da migração de precursores de mastócitos que deixam a medula 

óssea e vão repovoar a cavidade peritoneal (KITAMURA et al.,1993). 

Segundo MORENO et aI.(1997) a população de mastócitos da 

cavidade peritoneal corresponde a 25 % do total de células e na medula óssea, 

a 2,4 %. Após depleção, o número de mastócitos na cavidade peritoneal cai 

para 2,5 % após 2 dias, aumentando progressivamente para 11,5 % após 6 dias 

da depleção e 23,75 % após 10 dias. Na medula óssea o número de mastócitos 
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cai para 0,3 % após 2 dias, aumentando progressivamente para 0,49 % 

após 6 dias e 0,66 % após 10 dias. 

Com o mAb BGD6 consegUImos isolar uma população 

pequena de precursores de mastócitos encontrados no sangue durante o 

processo de migração para repovoar a cavidade peritoneal de ratos que 

foram injetados com água destilada. Os resultados que obtivemos 

permitiram a caracterização de percursores de mastócitos no sangue 

periférico, após depleção dos mastócitos da cavidade peritoneal de ratos 

inj etados com água destilada. 



VII. CONCLUSÃO 

o mAb BGD6 é eficiente para isolar células precursoras de 

mastócitos. 

Em situações normaIS, onde não ocorreu a estimulação da 

migração por depleção da cavidade peritoneal, não são encontrados mastócitos 

no sangue circulante. 

O repovoamento da cavidade peritoneal de rato se dá pela migração 

de precursores de mastócitos que deixam a medula óssea. 

As células isoladas pelo mAb BGD6 conjugado às esferas 

magnéticas foram encontradas no sangue 12, 24 e 48 horas após depleção da 

cavidade peritoneal. 
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