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R esu m o

O s grànuios citoplasmáticos dos mastócitos contêm inúmeras substâncias 
que, quando liberadas, participam das respostas alérgicas e inflamatórias. A liberação de 
tais substâncias está relacionada com o estímulo dos mastócitos, que ocorre quando os 
receptores de alta afinidade (FC sR I) para imunoglobulina E  (IgE) são interligados ou, 
também, de maneira independente dos FCeRI, através da ação de substâncias como o 
composto 48/80, que causa a desgranuiação dos mastócitos de forma não-citotóxica. A  lise 
dos mastócitos pela água destilada causa a liberação apenas dos mediadores pré- 
formados contidos nos grânulos dos mastócitos, tais como a histamina, a heparina, o fator 
quimiotático para eosinófilos na anafilaxia (EC F-A ) e proteases. A  desgranuiação causada  
pela anti-IgE ou pelo composto 48/80, além destes fatores, também libera os mediadores 
neo-formados, como os leucotrienos, prostaglandinas e citocinas. O s m ecanism os de 
diferenciação e crescimento dos mastócitos e de seus precursores são determinados pela 
ação de fatores de crescimento e outras interleucinas, porém, não se  conhece exatamente 
quais os fatores que estão envolvidos no recrutamento dos mastócitos da medula óssea. 
Para investigar se  os mediadores químicos pré-formados e neo-formados liberados pelos 
mastócitos participam do processo de recrutamento destas células da medula óssea, ratos 
foram injetados intraperitonealmente com água destilada, que causa lise dos mastócitos, 
com anti-IgE e com o composto 48/80, que causam  a desgranuiação dos mastócitos de 
forma dose-dependente. O s mastócitos da medula ó ssea  foram isolados com esferas 
magnéticas conjugadas ao mAb BGD6, específico para mastócitos. A população de 
mastócitos da medula ó ssea  obtida de animais controle varia entre 2,38%  e 2,5%. A  
diminuição da população de mastócitos da medula ó ssea  observada 48 horas após a 
injeção intraperitoneal de água destilada, anti-IgE e composto 48/80, ocorre de maneira 
equivalente nos três tratamentos: 0,6%; 0,75% e 0,41%, respectivamente. Animais também 
foram injetados com o fator estimulador de colônias de granulócito (G -C S F) e o fator 
estimulador de colônias de granulócito/macrófago (G M -CSF), os quais não provocaram 
desgranuiação dos mastócitos peritoneais e não promoveram redução na população de 
mastócitos da medula óssea. O G -C S F  promoveu um aumento da população de mastócitos 
da medula ó ssea  (5,48%) e induziu o aparecimento de mastócitos imaturos no mesentério. 
O G M -C SF  não alterou a população de mastócitos da medula óssea, que manteve o 
mesmo número de células encontrado nos controles. O s resultados sugerem que os 
compostos pré-formados liberados pelos mastócitos são suficientes para recrutar estas 
células e seus precursores da medula óssea.
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SUMMARY

Mast celi cytoplasmic granules contain numerous substances íhat when released
participate in ailergic and inflammatory responses. Mast cell granuies may be released
when the mast cells are activated by cross-linking of the high affinity IgE receptor (FCsRI),
or in an FCeRI independent manner by substances such as Compound 48/80 that cause the
non-cytoxic degranulation of mast cells. The lysis of mast cells by distilled water results in
the release of only the preformed mediators such as histamine, heparin, chemotactic factor
for eosinophils in anaphalaxis (EC F-A ) and proteases. W hen mast cells are degranulated
by anti-IgE or by Compound 48/80, in addition to releasing the pre-formed factors, the cells
also release newly formed mediators such as leukotrienes, prostaglandins and cytokines.
Although the growth and differentiation of mast cells and their precursors are controlled by
the action of growth factors and other interleukines, it is not know exactly which factors are
involved in the recruitment of mast cells from the bone marrow to peripheral sites. In order
to investigate whether the pre-formed or newly formed mediators released by mast cells
play a role in the recruitment of mast cells from the bone marrow, rats were injected 
mtraperitoneally with distilled water which lyses the mast cells or with anti-IgE or with
Compound 48/80 both of which degranulate the mast cells in a dose dependent fashion.
Mast cells were isolated from the bone marrow by immunomagnetic isolation using magnetic
beads conjugated with the mast cell specific antibody mAb BGD6. In control animais,
between 2.38%  and 2.5%  of the cells in the bone marrow were mast cells. Intraperitoneal
injection with distilled water, anti-IgE or Compound 48/80, ali resulted in a similar diminution
(0.6%; 0.75% and 0.41% ) of mast cells in the bone marrow. Animais were also injected with
two growth factors, granulocyte colony-stimulating factor (G -C S F) and
granulocyte/macrophage-colony stimulating factor (G M -CSF) that do not stimulate mast cell
degranulation. No reduction in the number of mast cells in the bone marrow w as observed
with either factor. However, intraperitoneal exposure to G -C S F  cau ses an increase in the
number of mast cells in the bone marrow (5.48% ) and increased the number of immature
mast cells in the mesentery. After exposure to G M -C SF, the number of mast cells seen in
the bone marrow and in the mesentery was the sam e as that seen in control animais. Our
results suggest that the pre-formed mediators released by mast cells are sufficient to recruit
mast cells and their precursors from the bone marrow.
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I -  REVISÃO DE LITERATURA



R ev is ã o  d e  L it er a t u r a

Mastócitos são células do tecido conjuntivo que participam do sistem a imune. Estas  
células são encontradas, principalmente, nos tecidos subcutâneos e nas m ucosas. O s  
mastócitos desenvolvem um importante papel nos processos alérgicos, inflamatórios, na 
reparação de tecidos e na defesa do hospedeiro contra parasitas (GALLI, 1990; 
S C H W A R T Z  & K E P L E Y , 1994; M ET C A LF  et al., 1997).

O s mastócitos possuem grânulos citoplasmáticos que se  apresentam  
metacromáticos quando corados com corantes básicos, tais como o azul de toluidina. 
Através da metacromasia, EH R LIC H  (1877) pode identificar e classificar os mastócitos 
como células próprias do tecido conjuntivo. O s grânulos dos mastócitos apresentam  
metacromasia devido à presença, no seu interior, de uma glicosaminoglicana sulfatada: a 
heparina. Além da heparina, estão arm azenados nos grânulos vários outros mediadores 
químicos pré-formados, como a histamina, o fator quimiotático para eosinófilos na anafilaxia 
(EC F-A ), a s  proteases (SC H W A R TZ & A U ST EN , 1984; SIRAGANIAN, 1988; N ILSSO N  & 
M ET C A LF , 1996), a IL-16 (C E N T E R  et al., 1997; RU M SAEN G , et al., 1997) e a IL-8 
(G R Ü TZK A U  et al., 1997) que são liberados alguns segundos após a estimulação dos 
mastócitos. Recentemente, foi demonstrado por D E PAULI e cols. (1999) que o “Stem Cell 
Factor” (S C F ) é também arm azenado em grânulos secretores de mastócitos e que pode ser 
liberado sem perder seu efeito biológico sobre mastócitos. Estas células também secretam  
fatores neo-formados, derivados do metabolismo do ácido araquidônico, como as  
prostaglandinas e a substância de reação lenta da anafilaxia (SR S-A ) ou leucotrienos 
(LEW IS  & A U STEN , 1981; SC H W A R TZ  & A U ST EN , 1984). Ainda, algumas horas após o 
estímulo, os mastócitos produzem e liberam outras interleucinas e outros fatores de 
crescimento (MURAKAMI et al., 1995), como o fator estimulador de colônias 
granulócito/macrófago (G M -CSF) (W O D N A R-FILIPO W ICZ et al., 1989; OKAYAM A et al., 
1998) e o fator transformante de crescimento (TGF-P) (G R U B E R  et al., 1994).

Embora os mastócitos sejam células residentes do tecido conjuntivo, experimentos 
indiretos realizados in vivo e in vitro mostram que estas células são derivadas de tecidos 
hematopoiéticos (KITAMURA, et al., 1979; GALLI, et al., 1984; GALLI, 1990). O s mastócitos
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e seus precursores podem migrar livremente, mas dificilmente são encontrados na corrente 
sanguínea (H U FF et al., 1995; SMITH & W EIS , 1996). Através de experimentos com 
camundongos W/W geneticamente deficientes em mastócitos, foi demonstrado que estas 
células se  originam de células multipotentes hematopoiéticas (KITAM URA et al., 1981; 
S H R A D ER  et al., 1981; NAKAHATA et al., 1982). Células sanguíneas mononucleares 
obtidas do sangue de camundongo selvagem foram injetadas diretamente na pele de 
camundongo congênito W/W e mastócitos apareceram  nos pontos de injeção. Esta  
observação sugere que os precursores de mastócitos migram, através da corrente 
sanguínea, da medula ó ssea  para o tecido conjuntivo, onde proliferam e se  diferenciam em 
mastócitos maduros (HATANAKA et al., 1979; KITAM URA et al., 1979; KITAM URA et al.,
1993). Segundo N ILSSO N  & M ETC A LF (1996) e G A LLI & LAN TZ (1999), os mastócitos se  
originam do sistema hematopoiético a partir de células multipotentes CD-34 positivas, 
cap azes de originar linfócitos, eritrócitos, megacariócitos, basófilos, neutrófilos, eosinófilos e 
monócitos. O precursor comprometido a originar mastócitos circula no sangue, expressa  

CD-34 e o receptor (c-kit) para o “stem cell factor” (S C F), mas ainda não expressa o FC sR I 
na superfície celular (RO TTEM  et al., 1994b).

Em  roedores, duas populações fenotipicamente distintas de mastócitos podem ser 
encontradas: os mastócitos de tecido conjuntivo (CTM C), presentes na pele e cavidade 
peritoneal e os mastócitos de mucosa (MMC), presentes principalmente na lâmina própria 
intestinal (A S K EN A S E, 1980). Estes fenótipos específicos de mastócitos são determinados 
pelos fatores de diferenciação presentes em cada tecido. Estudos in vitro sugerem que os 
MMC têm sua diferenciação regulada pela interleucina-3 (IL-3), uma citocina produzida, 
geralmente, por linfócitos T. Já  os CTM C requerem, principalmente, o S C F  (c-kit ligante) 
para a sua diferenciação, o qual é produzido por células endoteliais e outras células do 
estroma, como os fibroblastos (VALENT, 1994).

O s mastócitos possuem receptores de alta afinidade (FC sR I) para a imunoglobulina 

E  (IgE) presentes em sua superfície. A s moléculas de IgE se  ligam aos receptores através 
de sua porção F c  (ISHIZAKA & ISHIZAKA, 1984). Quando antígenos específicos se  ligam 
às moléculas de IgE, que estão ligadas à superfície dos mastócitos através da subunidade 

a  do FC sR I, provocam a ligação cruzada dos receptores da superfície celular, levando à 
desgranulação dos mastócitos e liberação de substâncias pré e neo-formadas. O s
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receptores FC sR I possuem três subunidades: a, p e y, sendo que a subunidade a, exposta 

na superfície da membrana, contém o sítio de ligação para a IgE (M ETZG ER , 1992). 
Apesar de conter o sítio de ligação para a IgE, a subunidade a não parece desempenhar 

um papel importante na transdução do sinal por possuir um curto domínio 
intracitoplasmático. A subunidade p é que possui uma seqüência de aminoácidos tirosina 

chamada de seqüência para ativação de tirosinas, que sofre uma rápida fosforilação pela 

tirosina-quinase logo após a agregação dos FC sR I (HAMAW Y et al., 1995). A seguir, se  

inicia a fosforilação da proteína G, que estimula a fosforilação da fosfolipase C  (PLC), 
formando fosfatidilinositol 4,5-difosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). A formação destas 
substâncias leva à ativação de outras proteínas quinase e mobilização intracelular de 
cálcio, resultando na desgranulação dos mastócitos e conseqüente liberação do conteúdo 
dos grânulos citoplasmáticos (ARAI et al., 1995; HAMAWY, et al., 1995). A fosfolipase A2 

(PLA 2) pode ser ativada pela proteína G, pelo DAG ou ainda pelo aumento da concentração 
de cálcio intracelular. A PLA 2 libera o ácido araquidônico dos fosfolipídeos de membrana. O 
ácido araquidônico possui duas vias de metabolização: a via da cicloxigenase, que origina 
prostaglandinas (PG s) e tromboxanos, e a via da lipoxigenase, que origina os ácidos 
hidroxieicosatetraenóicos (H ET Es) e leucotrienos (LTs) (HAMAW Y et ai., 1995; MURAKAMI 
et al., 1995) O diagrama 1 resume os p asso s utilizados no mecanismo de desgranulação do 
mastócito através do FC sR I.

Além da desgranulação desencadeada através da ativação do mastócito pela ligação 
cruzada dos receptores de IgE, agentes como 0 composto 48/80 também podem causar a 
desgranulação dos mastócitos. A desgranulação causada pelo composto 48/80 não é 
citotóxica, mantendo a integridade da membrana plasmática e liberando histamina de 
maneira dose-dependente (BLOOM  & H A EG ER M A R K , 1965; JO H N SO N  & MORAN, 1969; 
SIRAGANIAN, 1988). Esta  desgranulação envolve a ativação direta de proteínas G  através 
da inserção de anéis aromáticos do composto 48/80 na membrana da célula, o que culmina 
com a produção dos produtos originados do metabolismo do ácido araquidônico e de 
citocinas (M OUSLI et al., 1990a; M OUSLI et al., 1990b). O mecanismo de ativação do 
mastócito pelo composto 48/80 está sumarizado no diagrama 2.

A produção de citocinas, como a IL-3, IL-4, IL-5 e IL-6, do fator estimulador de 
colônias granulócito-macrófago (G M -CSF) e do fator ativador de plaquetas (PAF), depende



Diagrama 1 - A  interligação dos receptores de IgE resulta na desgranulação  
dos mastócitos e produção de prostaglandinas e leucotrienos.
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Diagrama 2 - A  estimulação dos mastócitos pelo composto 
48/80 ocorre pela ativação direta da proteína G , independente do 
receptor para IgE (FCeRI). O s mediadores pré-formados e neo- 
formados produzidos e liberados são  os m esm os obtidos pelo 
estímulo através do receptor.
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da ativação de duas vias de sinalização: a das proteínas quinase e a dependente de cálcio. 
A síntese destas substâncias, que são recém-sintetizadas, ocorre de 8 a 12 horas após a 
desgranulação dos mastócitos. Ainda, algumas citocinas produzidas podem estar 
envolvidas na indução da formação dos RNAm para enzim as responsáveis pela produção 
das prostaglandinas e dos leucotrienos (ARAI et al., 1995; MURAKAMí et al., 1995; 
HAMAWY et al., 1995; N ILSSO N  & M ETC A LF, 1996).

O s mediadores pré-formados, neo-formados e recém-sintetizados, liberados pelos 
mastócitos, são os responsáveis pela função destas células nas reações inflamatórias e 
processos imunológicos (SC H W A R TZ & K E P L E Y , 1994). Um dos principais papéis dos 
produtos liberados pelos mastócitos nas reações inflamatórias é induzir a vasodilatação, 
aumentando a permeabilidade vascular e, consequentemente, facilitando a difusão de 
proteínas plasm áticas e a passagem  de células de defesa sanguíneas para o tecido 
conjuntivo. A vasodilatação é provocada pela histamina liberada pelos grânulos 
citoplasmáticos, que além de desem penhar esta função, também age como fator 
quimiotático, juntamente com outros mediadores pré-formados, como o EC F-A . O s  
mediadores neo-formados que possuem função quimiotática são  a prostaglandina D2 

(P G D 2), o leucotrieno B4 (LTB 4), o PAF, o fator quimiotático e de ativação de macrófagos 
(M CAF) e R A N TES , que orientam a migração de neutrófilos, eosinófilos, monócitos e 
linfócitos para os sítios de inflamação (LEW IS  & A U STEN , 1981; SC H W A R T Z  & A U STEN , 
1984; N ILSSO N  & M ETC A LF, 1996).

Alguns fatores recém-sintetizados liberados pelos mastócitos podem regular a 
diferenciação dos próprios mastócitos, como é o caso da IL-3. Porém, a IL-3, apenas, não 
age na diferenciação dos mastócitos, sendo necessária a presença de outros fatores, como 
o S C F , para sua diferenciação (TSAI et al., 1991; M ET C A LF  et al., 1997).

A IL-3 é uma glicoproteína com peso molecular de 28000 Da e é liberada in vivo 
principalmente por linfócitos T  ativados (FUN G et al., 1984). Esta  citocina age como um 
fator de crescimento que, in vitro, promove a proliferação e diferenciação de progenitores 
hematopoiéticos de várias linhagens e age, também, como um potente fator de crescimento 
de precursores de mastócitos (SIRAGANIAN, 1988; V A LEN T  et al., 1991). A presença de 
IL-3 em cultura de células da medula ó ssea  de camundongos cau sa  o desenvolvimento e a 
proliferação de colônias de mastócitos, quatro dias após o início da cultura. Experimentos
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realizados por KANAKURA e cols. (1988), utilizando mastócitos peritoneais que continham 
grânulos metacromáticos em seu citoplasma, classificados fenotipicamente como CTM C, 
demonstraram que a presença de IL-3 e IL-4 no meio de cultura induz nestas células uma 
perda gradual das características de CTM C, que passam  a expressar características de 
MMC. A adição das IL-4, IL-9 e IL-10 potencializa a proliferação dos mastócitos que é 
suportada, primeiramente, pela IL-3. Entretanto, um meio de cultura condicionado por 
células do baço contendo IL-3, IL-4, IL-9 e IL-10 é muito mais eficiente na proliferação dos 
mastócitos derivados da medula ó ssea  em relação a um meio contendo somente a IL-3 
(IH LE et al., 1983; KITAM URA et al., 1993). Outros autores, como TSA I e cols. (1991), 
R O TTEM  e cols. (1994a) e M ET C A LF  e cols. (1997), também descrevem  o sinergismo da 
IL-3 com a s  IL-4, IL-9 e IL-10 e com o fator de crescimento S C F , na proliferação de 
mastócitos derivados da medula óssea.

O S C F  é um fator de crescimento produzido tanto como uma proteína 
transmembrana quanto na forma solúvel, e foi identificado como sendo o ligante para o 
receptor c-kit, o qual pertence à família de receptores tirosina quinase tipo III. O c-kit é 
encontrado na maioria das células CD-34 positivas da medula óssea, sendo os mastócitos 
a s  únicas células da linhagem hematopoiética a expressar o c-kit de maneira significante 
quando maduras (GALLI et al., 1993; LAN TZ & H U FF, 1995; ASHMAN, 1999). Este  fator 
induz a diferenciação de mastócitos, orienta a migração dos precursores de mastócitos, 
induz a liberação de mediadores e a adesão destas células ao tecido conjuntivo (N ILSSON  
et al., 1994; VA LEN T, 1994). Experimentos desenvolvidos por LAN TZ & H U FF (1995), 
demonstraram que apenas o S C F  não é capaz de suportar o crescimento de colônias de 
mastócitos. Para isso, células da medula ó ssea  agranuladas, negativas para marcadores 
de linfócitos, monócitos e granulócitos, mas positivas para o c-kit, foram cultivadas na 
presença do S C F  apenas ou em associação  com IL-3, IL-4 e IL-9. Um número significante 
de colônias de mastócitos desenvolveu-se na presença de S C F  e IL-3 e células 
metacromaticamente coradas apareceram  de forma surpreendente, em culturas contendo 
S C F  e IL-9. A associação da IL-4 com o S C F  não resultou no aparecimento de colônias de 
mastócitos. Entretanto, KARIMI e cols. (1999), também demonstrando a impossibilidade de 
se  obter mastócitos a partir de células cultivadas somente na presença do S C F , obtiveram 
resultados nos quais a adição de IL-4 ao meio contendo S C F  estimulou a expressão do c-
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kit e do FC sR I de maneira dose-dependente, o que veio a tornar possível o crescimento e o 

desenvolvimento dos mastócitos.
Com o objetivo de recrutar um número suficiente de células fonte CD-34 positivas da 

medula ó ssea  para a corrente sanguínea, vários fatores de crescimento vêm sendo  
utilizados clinicamente no tratamento de pacientes que sofrem distúrbios hematopoiéticos, 
como o G -C S F  e o G M -CSF. Nestes tratamentos, os fatores de crescimento são  
administrados por 4 a 5 dias em doadores saudáveis, facilitando a obtenção de células CD- 
34 positivas que serão utilizadas no transplante de medula óssea. O s melhores resultados 
nos transplantes foram obtidos com a administração de G -C S F  em associação  com S C F , 
indicando a capacidade proliferativa destes fatores sobre a s  células fonte hematopoiéticas. 
Entretanto, pacientes tratados com G -C S F  ou G M -C SF apresentam reações de 
hipersensibilidade mediada por IgE, sendo essencial que se  elimine estas reações para que 
o tratamento tenha continuidade (CO STA , 1998).

O G -C S F  e o G M -C SF são produzidos por células do tecido conjuntivo ou por células 
do sistema imune ativadas, inclusive células T  e mastócitos, estes, estimulados através do 

FC sR I (W OD N AR-FILIPO W ICZ, et al., 1989; V A LEN T  et al., 1991; OKAYAMA, et al., 
1998). E stes fatores mielopoiéticos, em concentrações menores do que aquelas requeridas 
para a proliferação, são cap azes de estimular aspectos funcionais de granulócitos, 
eosinófilos e macrófagos maduros, tais como sobrevivência, mobilidade celular, atividade 
fagocítica, síntese de moléculas biologicamente ativas e a expressão de m arcadores de 
membrana (M ETC A LF, 1986).

O G -C S F  é uma glicoproteína produzida por vários tipos celulares e, segundo 
C O S T A  (1998), estimula a proliferação e diferenciação de neutrófilos a partir de seus  
progenitores e também potencializa a função destas células quando maduras. Porém, 
M ET C A LF  & N ICO LA  (1983), relatam que o G -C S F  também está envolvido na proliferação 
de progenitores multipotentes e eritróides. De acordo com O GAW A (1993), o G -C S F  
estimula a proliferação e maturação de precursores de neutrófilos, ao mesmo tempo que 
pode, também, iniciar a proliferação de células precursoras dormentes. Além disso, 
juntamente com o S C F  e a IL-3, o G -C S F  também pode garantir a sobrevivência de células 
fonte hematopoiéticas in vitro (BO DIN E et al., 1991; ITOH et al., 1992). Experimentos 
realizados p orTA K A U E e cols. (1990), demonstraram que o G - C S F  influi na diferenciação
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de progenitores hematopoiéticos imaturos, tornando-os responsivos à IL-3, e em 
conseqüência, orientado-os para determinadas linhagens, onde poderão continuar 
respondendo ao G -C S F  ou então, passar a responder ao G M -CSF. Ainda, M ET C A LF  em 
1986, demonstrou que o G -C S F  pode iniciar a proliferação de precursores da linhagem 
granulócito-macrófago (GM), mas não é capaz de suportar o desenvolvimento destas 
células após 2 ou 4 sem anas. Trabalhos realizados por YAN G e cols. (1998), 
demonstraram que o G -C S F  promove o desenvolvimento de precursores hematopoiéticos 
in vivo, porém sem  induzir sua diferenciação para a linhagem mielóide.

O G M -C SF induz a proliferação de progenitores hematopoiéticos em seus primeiros 
estágios, estimula a diferenciação de várias linhagens mielóides, regula a s  funções de 
células maduras e estimula a proliferação de progenitores CD-34 positivos (SONODA, et 
al., 1994; W E S S E L Y , et al., 1998). O G M -C SF pode, ainda, suportar o crescimento de 
megacariócitos e mastócitos (NISHIJIMA, et al., 1997). Experimentos realizados com 
mastócitos humanos da linhagem H1 demonstraram que o G M -C SF  produzido por estas 
células parece ter grande participação na indução e manutenção das respostas alérgicas e 
inflamatórias, já que os mastócitos aumentam a produção deste fator quando estimulados 
pela IgE (W O D N AR-FILIPO W ICZ et al., 1989; OKAYAM A et al., 1998). O bservações 
sem elhantes foram feitas por PLUZN IK e cols. (1984), em experimentos com mastócitos de 
camundongos da linhagem PT18, nos quais o G M -C SF  estimulou a proliferação de 
mastócitos. O G M -C SF apenas, ou em associação com a IL-3 e S C F , aumenta a produção 
de precursores da linhagem granulocítica (OGAW A, 1993), inclusive mastócitos, como é 
citado por NISHIJIMA e cols. (1995). Estes autores demonstram a capacidade do hG M -CSF  
(G M -C SF humano) de formar colônias de mastócitos de maneira muito semelhante à IL-3. 
Entretanto, em experimentos nos quais o rm G M -CSF (G M -C SF recombinante de 
camundongo) foi adicionado a células de medula ó ssea  cultivadas em meio contendo rmlL- 
3 ou rm SC F (S C F  recombinante de camundongo), o desenvolvimento de mastócitos foi 
bloqueado, sugerindo que esta citocina pode desviar os potenciais precursores de 
mastócitos para outras linhagens (B R E S S L E R  et al., 1989; R O TTEM  et al., 1994a; DU et 
al., 1997). Experimentos realizados por DU e cols. (1997), com células precursoras do 
fígado fetal, sugerem que o rhG M -CSF (G M -C SF recombinante humano) age muito mais 
sobre os precursores de mastócitos do que sobre os mastócitos imaturos. Estes mesmos
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pesquisadores, em 1997, também demonstraram que o rhG M -CSF não interfere na 
expressão do c-kit pelos mastócitos, apesar de atenuar o desenvolvimento destas células 
se  adicionado à cultura de células precursoras antes da adição do rhSC F.

A  maioria dos estudos relacionados com o processo de diferenciação e proliferação 
de precursores de mastócitos tem sido realizada in vitro a partir do cultivo das células da 
medula óssea. Porém, a caracterização de precursores e de mastócitos em diferentes 
estágios de maturação sempre foi dificultada pela falta de m arcadores específicos 
(O D A RJU K  et al, 1989). Para a caracterização e identificação segura dos mastócitos 
imaturos, apenas a coloração pelo azul de toluidina não é suficiente, já que estas células 
apresentam poucos ou nenhum grânulo metacromático. Dados morfológicos associados à 
citoquímica do conteúdo granular não são suficientes para caracterizar precursores de 
mastócitos ainda indiferenciados e, portanto, desprovidos de grânulos citoplasmáticos. 
Recentemente, alguns m arcadores para mastócitos foram utilizados, mas estes se  ligaram 
também à superfície de outras células, como monócitos e macrófagos, não sendo, portanto, 
específicos (HAMANN et al, 1995; K IN ZER  et aí, 1995). A  identificação e caracterização de 
populações de mastócitos imaturos e células indiferenciadas foi possível utilizando-se os 
anticorpos monoclonais mAb AA4 e mAb BGD6, específicos contra antígenos presentes na 
superfície de mastócitos (JAM UR et al., 1996).

Com a utilização do anticorpo monoclonai mAb AA4, que reconhece gangliosídeos 
do tipo GD1b específicos da superfície dos mastócitos (O L IV ER  et al., 1992), foi possível 
identificar mastócitos da medula ó ssea  em diferentes estágios de maturação e classificá-los 
como bem imaturos, quase desprovidos de grânulos citoplasmáticos, imaturos, com poucos 
grânulos, e maduros (JAM UR et al., 1998). O isolamento das células da medula óssea, 
realizado com a utilização de esferas magnéticas “tosyl ativadas” conjugadas ao mAb AA4 
possibilitou quantificar as  células pertencentes à linhagem de mastócitos presentes na 
medula óssea, que corresponde a 2,42%  (JAM UR et al., 1997).

Utilizando o modelo experimental no qual a injeção intraperitoneal de água destilada 
causa a lise e desaparecimento dos mastócitos peritoneais (FA W C ET T , 1955; M ENDONÇA  
et al., 1986), associados a métodos imunoquímicos, que utilizam anticorpos específicos 
para mastócitos, foi possível estudar o processo de repovoamento e maturação dos 
mastócitos da cavidade peritoneal 2, 6 e 10 dias após a injeção intraperitoneal de água
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destilada (M OREN O et aí., 1997). Ainda, estes mesmos autores demonstraram que ocorre 
uma diminuição na população de mastócitos da medula óssea  durante o repovoamento da 
cavidade peritoneal, após a depleção pela água destilada. Mastócitos bem imaturos foram 
identificados na corrente sanguínea 48 horas após a depleção da cavidade peritoneal pela 
injeção intraperitoneal de água destilada (JAM UR et a l., 1998). Estes dados, quando 
analisados em conjunto, sugerem que ocorre um recrutamento de precursores de 
mastócitos da medula ó ssea  para repovoar a cavidade peritoneal, após a lise e 
desaparecimento da população de mastócitos peritoneais causados pela injeção 
intraperitoneal de água destilada.

A técnica de separação imunomagnética associada ao uso de anticorpos específicos 
para mastócitos, como o mAb BGD6, pode ser aplicada na quantificação precisa da 
população de mastócitos da medula óssea. Esta  metodologia poderá ser utilizada para 
demonstrar a s  variações sofridas pela população de mastócitos da medula ó ssea  durante o 
recrutamento de mastócitos para sítios periféricos.

No presente estudo procuramos investigar se  compostos liberados pelos mastócitos, 
sejam  eles pré- ou neo-formados, possam  estar envolvidos no recrutamento de mastócitos. 
Para tal, utilizamos três modelos experimentais, os quais promovem a liberação de 
substâncias produzidas pelos mastócitos, como mostra o quadro abaixo.

SUBSTANCIAS MECANISMOS DE AÇAO

Agua destilada Lise
Composto 48/80 Desgranuiação não-mediada por receptor

Anti-IgE Desgranuiação mediada por receptor

Com o objetivo de investigar a participação de fatores de crescimento no processo  
de recrutamento de mastócitos, alguns animais foram injetados intraperitonealmente com 
rG -C S F  e rG M -CSF



II -  OBJETIVOS



O b je t iv o s

Investigar se  fatores liberados pela desgranuiação dos próprios mastócitos, 
participam do recrutamento de mastócitos da medula ó ssea  para a cavidade peritoneal, 
durante o seu repovoamento.

Investigar se  fatores hematopoiéticos de crescimento, tais como G M -C SF e G -C S F  
atuam no processo de migração de mastócitos da medula ó ssea  para a cavidade 
peritoneal, durante o seu processo de repovoamento.



III -  MATERIAL E MÉTODOS



Ma t e r ia l  e  Mé t o d o s

A. ANIMAIS:
Foram utilizados 74 ratos Wistar machos, pesando em média, 250g, fornecidos pelo 

biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - U SP. O s animais foram submetidos 
aos tratamentos descritos a seguir:

B. TRATAMENTOS:
O s animais receberam a injeção intraperitoneal das seguintes substâncias:
1. Água destilada - 6 ratos foram injetados com 20ml de água destilada.
2. Composto 48/80 (p-metoxy-N-metilfenetilamina) - um total de 15 ratos foram 

injetados com a s  seguintes concentrações do composto 48/80 (Sigma, St. Louis, MO): 4 

animais com lOpg/animal, 6 com 25pg/animal e 5 com 50pg/animai. O composto 48/80 foi 
diluído em solução de Tyrode-Tris 0,02M, pH 7,2 (JAM UR & VUGM AN, 1988).

3. Anti-IgE - 23 ratos foram injetados com anti-IgE (Biosource International, 
Camarillo, CA), assim  distribuídos: 5 ratos injetados com 1pg/animal, 6 ratos com 

2,5pg/animal, 6 ratos com 5jig/animal, 3 ratos com 10}ig/animal e 3 ratos com 15pg/animal, 

diluídos em salina tamponada com fosfato (PBS).
4. rG-CSF  e rGM-CSF - ambos os fatores foram injetados na concentração de 

0,2pg/animal, em PB S. Oito ratos foram injetados com G -C S F  (Boehringer Mannheim, 
Indianapoiis, IN) e 9 ratos receberam a injeção de G M -C SF  (Biosource International, 
Camarillo, CA).

5. Controle - como controle foram utilizados 3 ratos que não receberam nenhum 
tratamento, 4 ratos injetados com 20ml de solução salina a 0,9%  e 6 ratos injetados com 
IgG normal de rato (Jackson Im munoResearch, W est Grove, PA) diluída em PBS, na 

concentração de 10pg/animal.

C. OBTENÇÃO DO MATERIAL
A medula óssea  e o mesentério foram colhidos dos anim ais 48 horas após terem 

recebido os tratamentos acima citados. A  medula ó ssea  foi obtida através da injeção de



PBS, contendo 1000U/mi de DNAse (Sigma) e 1000U/ml de heparina (Produtos Roche  
Quím icas e Farm acêuticos SA, Rio de Janeiro, Brasii), no canal medular do fêmur. A s  
células foram dissociadas com pipeta Pasteur através de su cessivas aspirações e a seguir 

filtradas em Nytex de 25pm (Fig. 1). Em seguida, a s  células foram lavadas por 

centrifugação em P B S  contendo 2% de soro albumina bovina (BSA) por 2 vezes, durante 5 
minutos, a 1000 rpm. A seguir, o sobrenadante foi descartado e as  células ressuspendidas 
em P B S+ B SA  a 2%.

D. ANTICORPO
Foi utilizado o anticorpo mAb BGD6, que reconhece proteínas específicas da 

superfície dos mastócitos. Este  anticorpo é produzido em camundongos contra a 
superfícies de células da leucemia basofílica de rato, da linhagem RBL-2H3 (HAMAW Y et 
al., 1992).

E. CONJUGAÇÃO DE ANTICORPOS A ESFERAS MAGNÉTICAS
O anticorpo mAb BG D 6 foi conjugado a esferas m agnéticas tosyl ativadas de acordo 

com JAM UR e cols. (1997). A s esferas magnéticas (Dynabeads M-450 Tosylactivated, 
Dynal, Lake Su ccess , NY) foram misturadas até formar uma suspensão uniforme. A  seguir, 
as esferas magnéticas foram ressuspendidas em Tam pão Borato 0,1M pH 9,5 e o anticorpo 

mAb BG D 6 na concentração de 200 pg/ml, foi adicionado à solução. A s esferas magnéticas 
foram incubadas por 10 minutos a 37°C. Após a incubação, foi adicionado 0,5% de BSA  
para auxiliar na orientação dos anticorpos durante o acoplamento, realizado por 24 horas a 
37°C. A  seguir, a suspensão de esferas conjugadas ao anticorpo mAb BGD6 foi lavada com 
o auxílio do concentrador de partículas magnéticas (CPM ), em P B S+ B SA  a 0,1%  por 5 
minutos a 4°C. O s radicais tosil livres foram bloqueados pela incubação em tampão Tris 
0,2M + 0,1% de BSA, pH 8,5, durante 4 horas a 37°C. A s esferas magnéticas conjugadas 
ao mAb BGD 6 foram novamente lavadas em P B S+ B SA  a 0,1%  a 4°C, ressuspensas em 
P B S  com 0,1%  de B SA  e estocadas a 4°C, a uma concentração final de 4x108 esferas por 
ml (30 mg/ml) (Fig. 2).
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F. SEPARAÇÃO DOS MASTÓCITOS UTILIZANDO o mAb BGD6 CONJUGADO A 
ESFERAS MAGNÉTICAS:

A s células da medula óssea  após serem lavadas duas vezes em P B S  + B SA  a 2%, 
foram incubadas por 10 a 15 minutos em solução de P B S  + B SA  a 2% contendo as esferas 
magnéticas conjugadas com o anticorpo mAb BGD6, na proporção de 3 esferas para 1 
célula-alvo. A s células foram lavadas 1 vez em P B S  + B S A  a 2%  e 5 vezes em P B S . As 
lavagens foram feitas com auxílio do CPM  (Figs. 3 e 4).

G. MESENTÉRIO:
O mesentério foi distendido em placa de Petri parafinada, lavado em P B S, fixado em 

formol a 10% em P B S  por 20 minutos e lavado com água destilada. Posteriormente, foram 
recortados fragmentos do mesentério, que foram distendidos em lâmina histológica e secos  
em placa aquecedora a 45°C. O s fragmentos de mesentério foram, então, corados com 
Azul de Toluidina 0,1%  contendo 1% de ácido acético, pH 2,8, por 15 minutos. Alguns 
fragmentos também foram corados com Giem sa (Sigma). A s lâminas foram desidratadas 
em série crescente de etanol, diafanizadas em xilol e montadas com Permount. O material 
foi observado e fotografado em microscópio O LYM PU S BX-50.

H. QUANTIFICAÇÃO:
A porcentagem de mastócitos presentes na medula ó ssea  foi determinada por 

contagem em Câm ara de Neubauer das células positivas associadas à s  esferas 
magnéticas, e negativas, ou seja, não ligadas às esferas m agnéticas (Fig. 4).

O s mastócitos observados no mesentério dos anim ais controle e dos animais 
tratados com rG -C S F  também foram quantificados. Foi contado um total de 720 campos. 
Destes, 360 foram contados em lâminas de mesentério provenientes de 3 animais controle 
e 360 contados em lâminas provenientes de 3 animais tratados com G -C S F . Foram  
contadas 6 lâminas, sendo 1 lâmina proveniente de cada animal.

I. IMUNOFLUORESCÊNCIA
A s células da medula ó ssea  foram colocadas em lamínuias revestidas com Cell Tak  

(Becton Dickinson Labware, Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA), fixadas em
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paraformaideído a 2% (Ladd Research Industries, Burlington, VT) em metanol por 5 
minutos a -20°C. Após a fixação, as células foram lavadas com P B S  e a seguir 

imunomarcadas com o anticorpo mAb BG D 6 biotinilado (10pg/ml) por 1 hora a temperatura 

ambiente. A s células foram então, lavadas em P B S+ B SA  a 1% e em P B S  por 30 minutos. A 

seguir, a s  células foram incubadas por 30 minutos com 5pg/mi de estreptavidina conjugada 
ao Texas Red (Jackson ImmunoResearch), lavadas 5 vezes em P B S , lavadas rapidamente 
em água bidestilada e montadas em lâminas com Fluoromount (EM Sciences, Fort 
Washington, PA). O material foi observado e fotografado em microscópio de fluorescência 
Axiophot-Zeiss.
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IV -  RESULTADOS



R e s u l t a d o s

1. E f e it o s  da in je ç ã o  in t r a p er it o n ea l  d e  á g u a  d es t ila d a  s o b r e  a  p o p u la ç ã o

DE MASTÓCITOS da MEDULA ÓSSEA:
A população de mastócitos isolada da medula ó ssea  de animais controle através de 

esferas magnéticas conjugadas ao mAb BG D 6 corresponde a 2,5%  do total de células da 
medula óssea . Esta  população de mastócitos decai de 2,5%  para 0,60%  quando os animais 
são injetados intraperitonealmente com água destilada. O s mastócitos da medula óssea  
foram quantificados 48 horas após o tratamento (G R Á FIC O  1).

Para confirmar que a injeção intraperitoneal de água destilada causou a lise e o 
desaparecimento dos mastócitos peritoneais, fragmentos de mesentério foram analisados. 
O mesentério do animal controle estava repleto de mastócito (Fig. 5A), em contraste com o 
mesentério dos animais colhido 48 horas após a injeção intraperitoneal de água destilada, 
que estava desprovido de mastócitos (Fig. 5B).

2. E f e it o s  da in je ç ã o  in t r a p er it o n ea l  do  c o m p o sto  48/80 s o b r e  a  p o p u la ç ã o  d e

MASTÓCITOS DA MEDULA ÓSSEA:
Com o isolamento imunomagnético utilizando o mAb BG D 6 foi possível observar que 

a população de mastócitos da medula ó ssea  diminui de 2,38%  (controle) para 0,41 %, dois 

dias após a injeção intraperitoneal do composto 48/80 na concentração de 50pg/rato. Após 

a injeção intraperitoneal de composto 48/80 na concentração de 25^g/rato a porcentagem  

apresentada pela população de mastócitos da medula ó ssea  foi 1,21% e após a injeção 
intraperitoneal de 10}ig/rato, a população de mastócitos da medula ó ssea  foi 2,09% . Este  
último valor é próximo àquele apresentado pela população de mastócitos da medula óssea  
dos animais controle (2,38%). Estes dados demonstram, também, que o efeito do composto 
48/80 sobre a população de mastócitos da medula ó ssea  é dose-dependente (G R Á FIC O  2).

O tratamento com o composto 48/80 foi confirmado através da análise de fragmentos 
de mesentério obtidos 2 dias após a injeção intraperitoneal de 50jig/animal desta 

substância, nos quais a maioria dos mastócitos estava desgranulada (Fig. 6A).



3. E f e it o s  da in je ç ã o  in t r a p er it o n ea l  d e  ANTi-IgE s o b r e  a  p o p u la ç ã o  d e

MASTÓCITOS DA MEDULA ÓSSEA:
A s células da medula óssea  dos animais que receberam a injeção intraperitoneal de 

anti-IgE em diferentes concentrações, também foram quantificadas após o isolamento 
imunomagnético utilizando o mAb BGD 6 conjugado a esferas magnéticas. A  quantificação 
das células da medula ó ssea  demonstrou que a diminuição da população de mastócitos, 2 
dias após o tratamento, está relacionada com a intensidade da desgranulação sofrida pelos 
mastócitos peritoneais. Nos animais que receberam anti-IgE nas concentrações de 

15pg/animal, lOjig/animal e 5pg/animal a porcentagem de mastócitos da medula ó ssea  foi 
similar, ou seja, de aproximadamente 0,75%, valor menor ao encontrado nos animais 

controle (2,25%). Portanto, utilizando uma faixa de concentração entre 5 e 15|ng/animal, 
não ocorre m udanças no número de mastócitos da medula óssea. Utilizando anti-IgE nas 

concentrações de 2,5^g/animal e 1jig/animal a população de mastócitos da medula óssea  

foi, respectivamente, de 2,5%  e 2,31%, demonstrando que a s  menores concentrações de 
anti-IgE não têm efeito sobre a população de mastócitos da medula ó ssea  (G R Á FIC O  3). 
O s anim ais controle foram injetados intraperitonealmente com 10pg/animal de IgG normal 
de rato e a população de mastócitos da medula ó ssea  destes anim ais é de 2,25%. Este  
valor também é próximo ao da população de mastócitos da medula ó ssea  encontrada em 
anim ais não tratados (G R Á FIC O  3).

A  análise de fragmentos de mesentério demonstrou que os mastócitos dos animais 

que receberam intraperitonealmente 5jng/animal de anti-IgE, sofreram desgranulação (Fig. 

6B), enquanto que os animais que receberam apenas 1jig/animal, apresentaram raros 

mastócitos desgranulados (Fig. 6C). Estas observações confirmam a eficiência do 
tratamento.

4. Av a lia ç ã o  da  p o p u la ç ã o  d e  m a stó c ito s  a p ó s  a  in je ç ã o  in t r a p er it o n ea l  d e

FATORES DE CRESCIMENTO:
rG-CSF
Houve aumento da população de mastócitos da medula ó ssea  48 horas após a 

injeção intraperitoneal do G -C S F  de 2,38%, valor encontrado em anim ais controle, para 
5,48%  (G R Á FIC O  4).
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O s fragmentos de mesentério dos animais tratados com o rG -C S F  não apresentaram  

mastócitos desgranulados (Fig. 7A). No entanto, foi observada uma grande quantidade de 
mastócitos imaturos no mesentério destes animais, localizados próximos aos vasos  
sanguíneos (FIG . 7B). Com o objetivo de confirmar estas observações, foram quantificados 
os mastócitos do mesentério de alguns dos animais tratados com rG -C S F  e comparados 
com o mesentério de animais controle (TA B ELA  1).

rGM-CSF
A injeção intraperitoneal de G M -C SF  não alterou o número de células da população 

de mastócitos da medula óssea, que foi de 2,35% , semelhante a 2,38% , valor encontrado 
nos animais controle (G R Á FIC O  4).

O tratamento com o rG M -CSF também não estimulou a desgranulação dos 
mastócitos, os quais se  apresentaram intactos nos fragmentos de mesentério. Também não 
foi observado aumento no número de mastócitos imaturos do mesentério destes animais. O 
mesentério dos ratos tratados com o G M -C SF  (Fig. 7C) se  assem elhou ao dos animais 
controle (FIG . 5A).

5. IMUNOMARCAÇÃO DE CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA:
Quando células da medula ó ssea  foram imunomarcadas com o mAb BGD6, somente 

a população de mastócitos apresentou imunofluorescência positiva. O número de 
mastócitos imunomarcados, observados nos cam pos microscópicos, é compatível com os 
resultados obtidos através da quantificação das populações de mastócitos isoladas da 
medula ó ssea  de animais que receberam diferentes tratamentos. Poucos mastócitos, foram 
observados na medula ó ssea  de ratos que foram injetados intraperitonealmente com 5 
^g/animal de anti-IgE (Fig. 8A), quando comparados com os mastócitos observados na 

medula ó ssea  de animais controle que foram injetados com IgG de rato e apresentaram  
muitas células imunomarcadas com o mAb BG D 6 (Fig. 8B). A medula óssea  de animais 
que receberam a injeção intraperitoneal de G -C S F  apresentou, em relação aos animais 
controle, uma grande quantidade de mastócitos imunomarcados com o mAb BGD6, 
demonstrando o aumento na população de mastócitos causado por este fator (FIG. 8C).
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Fig. 1 -  Obtenção das células da medula óssea.



Fig. 2 - Esquem a demonstrando o processo de conjugação de anticorpos específicos às  
esferas magnéticas tosiladas.



Fig. 3 -  Separação imunomagnética.
A -  Tubo de ensaio contendo a população total de células. O s  

mastócitos ligados à s  esferas magnéticas conjugadas ao mAb BGD 6 estão 
isolados e se  encontram na parede do tubo, em contato com o CPM . A s demais 
cé M as e-;... . em suspensão.

B -  População positiva: mastócitos isolados pelas esferas magnéticas 

conjugadas ao mAb BGD6.
C  -  População negativa: células que não se  ligaram às esferas 

magnéticas cobertas com o mAb BGD6.
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Isolam ento Im unomagnético de Mastócitos

População Total de Células

m AbBGD6 
Conjugado 
a Esferas Magnéticas

Células Negativas

Células Positivas

Fig. 4 - Separação da população de células positivas e  negativas 
da medula óssea, utilizando o mAb BGD 6 conjugado às esferas 
m agnéticas.



Fig. 5 -  Mesentério de rato. Aumento: 528X.
A  -  Animal controle. Observar os mastócitos intactos com o citopiasma 

repleto de grânulos (setas). Coloração: azul de toluidina.
B -  Mesentério de animal colhido 48 horas após a injeção intraperitoneal 

de água destilada. Notar a ausência de mastócitos. Coloração: Giem sa.
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FIG . 6 -  Mastócitos do mesentério de rato colhido 48 horas após os tratamentos.
Coloração: Azul de Toluidina. Aumento: 528X.

A -  Mesentério de um animal que recebeu a injeção intraperitoneal do 

composto 48/80 (50pg/rato). Observar os mastócitos desgranulados (setas).
B -  O bservar os mastócitos desgranulados (setas) no mesentério de um 

animal que recebeu a injeção intraperitoneal de 5pg de anti-lgE.

C  -  Nos anim ais que receberam a injeção intraperitoneal de anti-lgE a 

1pg/rato, a maioria dos mastócitos estão intactos (setas) e alguns estão  
levemente desgranulados (cabeças de seta).



25



FIG . 7 - Mastócitos do mesentério de rato corados com Azul de Toluidina.
Aumento: 528X.

A  -  Mesentério de animal que recebeu a injeção intraperitoneal de G- 
C S F . Observar a grande quantidade de mastócitos em diferentes fases de 
maturação apresentando poucos grânulos metacromáticos (setas). Mastócito 
maduro (cabeça de seta).

B -  Mesentério de animal tratado com G -C S F . Observar a grande 
quantidade de mastócitos imaturos (setas) com poucos grânulos 
metacromáticos, próximos a um vaso  sanguíneo (❖). Mastócitos maduros 
(cabeças de seta).

C  -  Mesentério de animal tratado com G M -C SF. Observar inúmeros 
mastócitos maduros (setas) próximos a um vaso sanguíneo (❖). Notar raros 
mastócitos imaturos (cabeças de seta).
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FIG . 8 -  Imunomarcação da população de mastócitos da medula ó ssea  com o 
mAb BGD6. Aumento: 430X.

A -  O bservar raros mastócitos imunofluorescentes (setas), obtidos dois 
dias após a injeção intraperitoneal de 5pg/animal anti-lgE.

B - Medula ó ssea  obtida dois dias após a injeção intraperitoneal de IgG 
normal de rato. O bservar os mastócitos com fluorescência positiva (setas).

C  -  Observar inúmeros mastócitos imunofluorescentes (setas), obtidos 
dois dias após a injeção intraperitoneal do G -C S F .
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VI -  DISCUSSÃO



Dis c u s s ã o

N ossos resultados demonstram que as substâncias liberadas pelos mastócitos 
podem recrutar precursores destas células da medula ó ssea  para a cavidade peritoneal. O 
isolamento de populações puras de mastócitos da medula óssea, através do uso de esferas 
magnéticas conjugadas a anticorpos monoclonais específicos, permitiu demonstrar que 48  
horas após a lise dos mastócitos peritoneais pela água destilada, ocorre uma diminuição da 
população de mastócitos da medula óssea. Durante a lise, os grânulos citoplasmáticos 
liberam compostos pré-formados, como a histamina, o fator quimiotático para eosinófilos na 
anafilaxia (ECF-A ), a s  proteases (SIRAGANIAN, 1988; N ILSSO N  & M ETC A LF, 1996), o 

fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (G O RD O N  & GA LLI, 1991; DVORAK, 1997), a 
interieucina-8 (IL-8) (G R Ü TZKA U  et al., 1997) e o S C F  (D E P A U LIS  et al., 1999). A  lise pela 
água destilada leva à morte dos mastócitos e como conseqüência, não ocorre a produção 
dos fatores neo-formados como prostaglandinas, leucotrienos e outras citocinas, os quais 
dependem do metabolismo celular (MURAKAMI et al., 1995). Por outro lado, a injeção de 

anti-IgE causa a desgranulação dos mastócitos através do FC sR I, resultando na ativação 
celular e liberação de compostos pré-formados e também dos neo-formados (C R E W S  et 
al., 1981). O composto 48/80 também estimula os mastócitos a desgranular. Entretanto, 
esta substância age estimulando diretamente a proteína G  (M OUSLI et al., 1990a; M OUSLI 
et al., 1990b), desgranulando os mastócitos de maneira não-citotóxica e independente do 

FCeRI (BLOOM  & H A EG ER M A R K , 1965; JO H N SO N  & MORAN, 1969), levando à liberação 

de fatores pré e neo-formados. Apesar de o composto 48/80 e a anti-IgE estimularem a 
liberação de compostos pré e neo-formados, os resultados obtidos através da quantificação 
da população de mastócitos da medula ó ssea  são sem elhantes aos encontrados após a 
lise dos mastócitos pela água destilada, que libera somente compostos pré-formados. Estas  
observações sugerem que os fatores pré-formados liberados pelos próprios mastócitos são  
suficientes para recrutar estas células da medula ó ssea  para a cavidade peritoneal.

Compostos pré-formados, como a histamina, o EC F-A , as  proteases (SIRAGANIAN, 
1988; N ILSSO N  & M ET C A LF , 1996), a IL-16 (C E N T E R  et al., 1997; RUM SAEN G, et al., 
1997), o TN F-a  (G O RD O N  & GALLI, 1991; DVORAK, 1997) e a IL-8 (G RÜ TZKAU  et al.,



1997), são conhecidos como quimioatraentes de eosinófilos, neutrófilos, iinfócitos e 
monócitos, direcionando estas células para o sítio de inflamação (ER B , et al., 1996; 
N ILSSO N  & M ET C A LF , 1996; C E N T E R  et al., 1997; R O S E M B E R G  & GALLIN , 1999). No 
entanto, muitos destes mediadores pré-formados não são considerados quimioatraentes 
para os próprios mastócitos, apesar de ser observado um grande acúmulo destas células 
em situações de asma, alergias, rinite, rejeição de transplantes, artrite reumatóide, 
infestação parasitária e fibrose hepática, pulmonar ou endomiocárdica (KASUGAI et al., 
1995; ARM ETTI et al., 1999; N ILSSO N  et al., 1998). O acúmulo de mastócitos nestas 
situações se  deve, provavelmente, ao processo de recrutamento destas células ou de seus  
precursores (ARM ETTI et al., 1999). Em quadros de fibrose e esclerodermite é observado 
um aumento no número de mastócitos no local de inflamação que é seguido de um 
acúmulo de eosinófilos (ARM ETTI et al., 1999). Isto sugere que a s  substâncias liberadas 
pela desgranulação dos mastócitos e que participam do recrutamento dos eosinófilos 
também podem estar envolvidas no recrutamento dos próprios mastócitos. Entretanto, 
pouco se  conhece sobre os fatores que podem estar, especificamente, envolvidos na 
quimiotaxia dos mastócitos para sítios periféricos (G R U B E R  et al., 1994; N ILSSO N  et al., 
1996; HARTMANN et al., 1997). N ILSSO N  e cols. (1994), estudando mastócitos humanos 
da linhagem 1 (HMC-1), observaram que estas células apresentam quimiotaxia para S C F , 
em experimentos realizados em câm aras de migração. Ainda, N ILSSO N  e cols. (1994) e 
N ILSSO N  e cols. (1998) confirmaram a ação quimiotática do S C F  para os mastócitos, 
mostrando que anticorpos específicos para S C F  inibem a quimiotaxia dos mastócitos 
quando adicionados a câm aras de migração. Estes autores demontraram ainda, a atividade 
quimiotática do S C F  sobre os mastócitos no fluido nasal de pacientes com rinite alérgica 
obtido no final da primavera e após a estimulação dos mastócitos através de antígenos 
alergênicos. Segundo D E PAULI e cols. (1999), o S C F  é arm azenado nos grânulos dos 
mastócitos, o que reforça nossos achados relacionados com o recrutamento de mastócitos 
da medula ó ssea  por fatores pré-formados. O s mastócitos também expressam  o receptor 
para a IL-8, que é um fator pré-formado (G RÜ TZKA U  et al., 1997), o qual parece ter um 
importante papel no recrutamento destas células durante a resposta inflamatória (N ILSSON  
et al., 1999). O s nossos resultados mostram que os mediadores pré-formados, os quais 
também são quimiotáticos para granulócitos (N ILSSO N  & M ET C A LF , 1996; R O S E M B E R G
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& GALLIN , 1999) são suficientes para recrutar mastócitos. Estes achados sugerem que 
m ecanism os envolvidos no recrutamento de mastócitos possam  ser sem elhantes aos 
utilizados por granuiócitos. Um elo comum entre estes dois tipos celulares é a origem, pois 
mastócitos e granuiócitos derivam de células precursoras hematopoiéticas CD-34 positivas 
(N ILSSO N  & M ETC A LF, 1996; G ALLI & LANTZ, 1999).

Apesar dos fatores pré-formados se  mostrarem suficientes para recrutar os 
mastócitos, é conhecido o papel de algumas substâncias neo-formadas na quimiotaxia 
destas células (N ILSSO N  & M ETC A LF, 1996; D E B O E R  et al., 1999). Entre estas estão a 

P G D 2 (SC H W A R TZ  & A U STEN , 1984), o fator transformante de crescimento-(31 (TGF-p1), 
conhecido por controlar a proliferação, diferenciação e quimiotaxia de monócitos, 
fibroblastos e neutrófilos (G R U B E R  et al., 1994; KIM & L E E , 1999), e a quimocina 
“Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted” (RA N TES), conhecida 
por recrutar linfócitos e eosinófilos da corrente sanguínea para sítios de inflamação 
(N ILSSO N  et al., 1994; K R EN SK Y , 1999), todas produzidas e liberadas pelos mastócitos. 
M ATTOLI e cols. (1995) demonstraram que a ação quimiotática do R A N T ES  sobre os 
mastócitos é mais potente que a do S C F . Entretanto, os estudos de N ILSSO N  e cols. 
(1994), mostraram que o S C F  é mais eficiente na quimiotaxia de mastócitos do que o 
R A N TES . A  ação quimiotática da IL-3 sobre os mastócitos também foi investigada por 
N ILSSO N  e cols. (1994). Esta  citocina é produzida principalmente por linfócitos T  (FUN G  et 
al., 1984), mas também é produzida e liberada pelos mastócitos como um mediador neo- 
formado. Apesar da IL-3 estimular a proliferação e diferenciação dos próprios mastócitos, 
quando em sinergia com as IL-4, IL-9 e IL-10 (RO TTEM  et al., 1994a; M ET C A LF  et al., 
1997), esta citocina não demonstrou quimiotaxia para os mastócitos da linhagem HMC-1, 
quando colocada na presença destas células em câm aras de migração (N ILSSO N  et al., 
1994). Entretanto, M EIN IN G ER e cols. (1992) mostram que a IL-3 potencializa o efeito 
quimiotático do S C F  para os mastócitos. A  IL-4 também é um fator neo-formado liberado 
pelos mastócitos, que age como fator de diferenciação sobre estas células (RO TTEM  et al., 
1994; M ETC A LF, 1997). No entanto, não se  conhece a ação quimiotática desta citocina 
sobre a população de mastócitos (N ILSSO N  et al., 1994). A  IL-5, que é produzida por 
células T, basófilos, mastócitos e eosinófilos (ARAI et al., 1995; MURAKAMI et al, 1995; 
SALVI et al., 1999), age na proliferação e diferenciação de mastócitos e de eosinófilos, mas
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apenas se  conhece a sua ação quimiotática para os eosinófilos (SALVI et al., 1999). Para 
elucidar a participação de fatores neo-formados produzidos pelos mastócitos no 
recrutamento destas células, estes devem ser isolados e injetados separadam ente nos 
animais.

O s fatores de crescimento G -C S F  e G M -C SF  vêm sendo usados clinicamente para 
aumentar o número de “stem cells” CD-34 positivas na circulação sanguínea de doadores 
de medula ó ssea  para transplantes. No entanto, 75% destes pacientes desenvolvem  
reações de hipersensibilidade mediada por IgE, o que compromete a eficácia do 
tratamento (C O ST A , 1998). Por este motivo, resolvemos testar estes fatores em ratos para 
investigar a sua possível participação no processo de recrutamento de mastócitos. 
Observam os que a injeção intraperitoneal do G -C S F  não causa desgranulação dos 
mastócitos do mesentério, porém, aumentou de forma drástica, de 2,38%  para 5,48%, a 
população de mastócitos da medula óssea. A  injeção intraperitoneal do G -C S F  resultou 
num aumento de mastócitos no mesentério dos animais tratados e muitos mastócitos 
imaturos, com poucos grânulos metacromáticos, foram observados na proximidade dos 
vasos sanguíneos. Estes resultados sugerem que o G -C S F  pode promover a proliferação 
ou diferenciação das células da linhagem de mastócitos. YAN G e cols. (1998), utilizando 
ratos transgênicos, os quais receberam o gene humano do receptor de G -C S F  (hG -C SFR ), 
demonstraram que este fator pode suportar o crescimento e diferenciação de colônias de 
megacariócitos e de mastócitos e, também, estimuiar a proliferação destas colônias. 
OGAW A (1993), mostrou que o G -C S F  tem a capacidade de iniciar a proliferação de 
células precursoras dormentes. Achados sem elhantes foram observados in vitro por 
M ET C A LF  (1986) e V A LTIER I e cols. (1987), que mostraram que o G -C S F  é capaz de 
iniciar a proliferação e estimular a diferenciação de precursores hematopoiéticos para a 
linhagem mielóide. Nossos resultados demonstram que o G -C S F  causou um aumento na 
população de mastócitos na medula ó ssea  e no mesentério. Talvez este resultado se  deva 
à capacidade do G -C S F  de tornar os precursores hematopoiéticos mais responsivos à IL-3 
(TAKAU E et al. 1990), pois esta, em sinergia com outros fatores, é responsável pela 
diferenciação e desenvolvimento de mastócitos (SIRAGANIAN, 1988; VA LEN T, 1994; 
M ET C A LF  et al., 1997). Este  mecanismo de ação pode explicar a presença de muitos 
mastócitos imaturos que observam os no mesentério, pois precursores de mastócitos ali
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presentes poderiam estar sendo estimulados a proliferar ou se  diferenciar. A proliferação da 
população de mastócitos da medula óssea, causada pelo G -C S F , não nos permite concluir 
se  houve ou não recrutamento destas células para a cavidade peritoneal, como após os 
tratamentos com água destilada, anti-IgE e composto 48/80, pois a população de 
mastócitos da medula ó ssea  não diminuiu. No entanto, o grande número de mastócitos 
imaturos observado no mesentério pode ter sido, também, resultado de proliferação e 
diferenciação local (TA KA U E et al., 1990; OGAW A, 1993; YANG, et al., 1998) de 
precursores de mastócitos que já se  encontravam no tecido ou uma diferenciação de 
precursores recém-migrados da medula óssea. N ossos achados podem facilitar a 
interpretação de alguns resultados obtidos após o uso clínico do G -C S F , como reações de 
hipersensibilidade mediadas por IgE, apresentadas por 75%  dos pacientes que recebem  
este fator durante o tratamento de distúrbios mielopoiéticos (C O ST A , 1998).

A  injeção intraperitoneal do G M -C SF não causou a desgranulação dos mastócitos 
peritoneais. Além de não causar desgranulação, não foi observado aumento de mastócitos 
imaturos no mesentério com o uso in vivo do G M -C SF, nem alterações no número de 
mastócitos da medula óssea, o que sugere que o G M -C SF  não age sobre o recrutamento e 
proliferação deste tipo celular. No entanto, alguns autores atribuem ao G M -C SF  liberado 
por mastócitos ativados (W ODN AR-FILIPO W SKI et al., 1989; OKAYAM A et al., 1998) a 
capacidade de atrair e manter eosinófilos e fibroblastos no sítio de inflamação (LEVI- 
S C H A F F E R  et al., 1998; ARM ETTI et al., 1999), da m esm a maneira que os componentes 
pré-formados liberados pelos mastócitos, já discutidos anteriormente. PLU ZN IK  e cols. 
(1984), em experimentos realizados com mastócitos de camundongo da linhagem PT18, 
demonstraram que o G M -C SF  estimula a proliferação de mastócitos. Ainda, experimentos 
realizados in vitro por OGAW A (1993) e NISHIJIMA (1997), demonstram que o G M -C SF  
suporta a formação e o crescimento de colônias de mastócitos. Este  fator, porém, não 
demonstrou efeito sobre os mastócitos no modelo experimental que utilizamos. Estudos in 
vitro realizados por B R E S S L E R  e cols. (1989), R O TT EM  e cols. (1994a) e DU e cols. 
(1997), também não demonstram um efeito biológico significativo do G M -C SF  sobre a 
população de mastócitos, nem mesmo quando associado ao S C F  ou IL-3. Para ocorrer 
sinalização intracelular, além do G M -C SF se  ligar à subunidades a  de seu receptor, esta 

subunidade deverá estar acoplada à subunidade p i (NICOl-A e M ETC A LF, 1991). No



entanto, a mesma subunidade {31 também é compartilhada com as subnidades a, que liga 

outros mediadores como IL-3, !L-4 e lL-5 (N ICO LA & M ETC A LF, 1991; W ATAN ABE et al., 
1995; S C O T T  & B E G L E Y , 1999). Desta forma, o uso destes mediadores em associação, 
pode ter a um efeito inibitório e não sinergístico, na resposta celular (N ICO LA & M ETCA LF, 
1991; R O TTEM  et al., 1994a). Isto poderia explicar a falta de efeito bioiógico do G M -CSF  
sobre mastócitos.

Distúrbios imunológicos que apresentam um grande acúmulo de mastócitos, como 
asma, rinite, rejeição de transplantes e as várias formas de fibrose (N ILSSO N  et al., 1994; 
A RM ETTi et al., 1999) poderão ser melhor compreendidas e solucionadas se  os 
mediadores envolvidos no processo de recrutamento de mastócitos da medula ó ssea  forem 
conhecidos. Estudos futuros, que possam  utilizar o fracionamento dos componentes dos 
grânulos dos mastócitos, permitirão que o papel de cada um destes componentes seja 
testado no processo de recrutamento de mastócitos da medula ó ssea  para sítios 
periféricos. A utilização do método do isolamento imunomagnético associado aos modelos 
experimentais aqui descritos, facilitará a obtenção de resultados mais precisos com relação  
à participação de mediadores químicos específicos no processo de recrutamento dos 
mastócitos da medula ó ssea  para sítios periféricos.
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CO N CLU SÕ ES



C o n c l u s õ e s

1. A  água destilada causa iise dos mastócitos peritoneais e conseqüente liberação dos 
componentes pré-formados dos grânulos.

2. Quarenta e oito horas após a Iise, ocorre uma diminuição da população de 
mastócitos da medula óssea.

3. A  injeção do composto 48/80 e de anti-IgE também resultam na diminuição da 
população de mastócitos da medula óssea, observada 48 horas após o tratamento.

4. O número de mastócitos isolados da medula ó ssea  é equivalente, 48 horas após a 
injeção de água destilada, do composto 48/80 ou da anti-IgE.

5. O s fatores pré-formados são  essencia is para o recrutamento de mastócitos da 
medula ó ssea  para a cavidade peritoneal.

6. O G -C S F  não causa desgranulação de mastócitos peritoneais, porém é observado 
um aumento na população de mastócitos da medula óssea.

7. O G -C S F  promove um aumento do número de mastócitos imaturos no mesentério.
8. O G M -C SF não causa  desgranulação dos mastócitos peritoneais e também não são  

observadas alterações na população de mastócitos da medula óssea.



ANEXOS



G R Á FIC O  1 -  Redução da população de mastócitos da medula óssea, dois dias 
após a injeção intraperitoneal de água destilada. O s mastócitos são isolados com 
o mAb BGD6 conjugado a esferas magnéticas.
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G R Á FIC O  2 - Demonstração da redução da população de mastócitos da medula 
óssea. O s mastócitos foram isolados com o mAb BGD6 conjugado às esferas 
magnéticas, dois dias após a injeção intraperitoneal de composto 48/80.
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A in jeção  intraperitoneal de anti-IgE reduz o núm ero de 
m astó cito s na m edula ó sse a

C o n cen tração  de anti-IgE (pg/animal)

G R Á FIC O  3 - Demonstração da redução da população de mastócitos da medula 
óssea, observada no segundo dia após a injeção intraperitoneal de anti-IgE. O s  
mastócitos foram isoladas pelo mAb BGD6 conjugado às esferas magnéticas.
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D ois d ias  a p ó s a in jeção  intraperitoneal de G -C S F  o b serva-se  um  
aum ento sign ificante de m astó cito s na m edula ó sse a

G R Á FIC O  4 -  Efeito dos fatores de crescimento sobre os mastócitos derivados da 
medula óssea. O s animais que receberam G M -CSF intraperitonealmente, não 
apresentaram alterações na população de mastócitos da medula óssea.
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Tab ela  1 -  População de mastócitos do mesentério de anim ais tratados com G -C S F  e 

controle. Coloração: azul de toluidina.

Animais Mastócitos maduros Mastócitos imaturos *

Controle
janelas Próx. a vasos janelas Próx. a vasos

349 2105 Não detectado Não detectado
Injetado com 
G-CSF

325 3193 23 43

O número de mastócitos representa a média do número de células contadas em 360 
campos, obtidos de 6 lâminas de mesentério provenientes de 3 animais tratados com rG- 
C S F  e de 3 animais controle.

^Mastócitos imaturos: células com poucos grânulos citoplasmáticos metacromáticos.
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