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REsumo

Os granulos citoplasmaticos dos mastoécitos contém inumeras substancias
que, quando liberadas, participam das respostas alérgicas e inflamatdrias. A liberagdo de
tais substancias esta relacionada com o estimulo dos mastdcitos, que ocorre quando 0s
receptores de alta afinidade (FCeRI) para imunoglobulina E (IgE) s&o interligados ou,
também, de maneira independente dos FCeRI, através da agdo de substancias como o
composto 48/80, que causa a desgranulagdo dos mastécitos de forma nao-citotoxica. A lise
dos mastdcitos pela agua destilada causa a liberacdo apenas dos mediadores pré-
formados contidos nos granulos dos mastdcitos, tais como a histamina, a heparina, o fator
quimiotatico para eosindfilos na anafilaxia (ECF-A) e proteases. A desgranulagéo causada
pela anti-IgE ou pelo composto 48/80, além destes fatores, também libera os mediadores
neo-formados, como os leucotrienos, prostaglandinas e citocinas. Os mecanismos de
diferenciagdo e crescimento dos mastdcitos e de seus precursores sdo determinados pela
acao de fatores de crescimento e outras interleucinas, porém, nao se conhece exatamente
quais os fatores que estdo envolvidos no recrutamento dos mastoécitos da medula 6ssea.
Para investigar se os mediadores quimicos pré-formados e neo-formados liberados pelos
mastécitos participam do processo de recrutamento destas células da medula éssea, ratos
foram injetados intraperitonealmente com agua destilada, que causa lise dos mastdcitos,
com anti-IgE e com o composto 48/80, que causam a desgranulagdo dos mastocitos de
forma dose-dependente. Os mastdcitos da medula éssea foram isolados com esferas
magnéticas conjugadas ao mAb BGDS6, especifico para mastédcitos. A populagdo de
mastocitos da medula 6ssea obtida de animais controle varia entre 2,38% e 2,5%. A
diminuigdo da populagdo de mastocitos da medula 6ssea observada 48 horas apds a
inje¢ao intraperitoneal de agua destilada, anti-IgE e composto 48/80, ocorre de maneira
equivalente nos trés tratamentos: 0,6%; 0,75% e 0,41%, respectivamente. Animais também
foram injetados com o fator estimulador de coldnias de granulécito (G-CSF) e o fator
estimulador de coldnias de granulécito/macréfago (GM-CSF), os quais ndo provocaram
desgranuiacdo dos mastocitos peritoneais e ndo promoveram redugcdo na populagéo de
mastocitos da medula 6ssea. O G-CSF promoveu um aumento da populagéo de mastocitos
da medula 6ssea (5,48%) e induziu o aparecimento de mastécitos imaturos no mesentério.
O GM-CSF néo alterou a populagdo de mastocitos da medula éssea, que manteve o
mesmo numero de células encontrado nos controles. Os resultados sugerem que o0s
compostos preé-formados liberados pelos mastocitos sdo suficientes para recrutar estas
células e seus precursores da medula éssea.
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SUMMARY

Mast cell cytoplasmic granules contain numerous substances that when released
participate in allergic and inflammatory responses. Mast celi granuies may be released
when the mast cells are activated by cross-linking of the high affinity IgE receptor (FCeRI),
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 (ECF-A) and proteases. When 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
intraperitoneally 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 animals,
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, all resulted in a similar diminution
(0.6%; 0.75% and 0.41%) of mast cells in the bone marrow. Animals were also injected with
two growth factors, granulocyte  colony-stimulating factor (G-CSF) and
granulocyte/macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) that do not stimulate mast cell
degranulation. No reduction in the number of mast cells in the bone marrow was observed
with either factor. However, intraperitoneal exposure to G-CSF causes 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 GM-CSF, the number of mast cells seen in
the bone marrow and in the mesentery was the same as that seen in control animals. 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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REVISAO DE LITERATURA

Mastdcitos sdo células do tecido conjuntivo que participam do sistema imune. Estas
células sdo encontradas, principalmente, nos tecidos subcutaneos e nas mucosas. Os
mastécitos desenvolvem um importante papel nos processos alérgicos, inflamatérios, na
reparacdo de tecidos e na defesa do hospedeiro contra parasitas (GALLI, 1990;
SCHWARTZ & KEPLEY, 1994; METCALF et al., 1997).

Os mastécitos possuem granulos citoplasmaticos que se apresentam
metacromaticos quando corados com corantes basicos, tais como o azul de toluidina.
Através da metacromasia, EHRLICH (1877) pode identificar e classificar os mastdcitos
como células proprias do tecido conjuntivo. Os granulos dos mastocitos apresentam
metacromasia devido & presenca, no seu interior, de uma glicosaminoglicana sulfatada: a
heparina. Além da heparina, estdo armazenados nos granulos varios outros mediadores
quimicos pré-formados, como a histamina, o fator quimiotatico para eosindfilos na anafilaxia
(ECF-A), as proteases (SCHWARTZ & AUSTEN, 1984; SIRAGANIAN, 1988; NILSSON &
METCALF, 1996), a IL-16 (CENTER et al.,, 1997, RUMSAENG, et al., 1997) e a IL-8
(GRUTZKAU et al., 1997) que sdo liberados alguns segundos apds a estimulagdo dos
mastécitos. Recentemente, foi demonstrado por DE PAULI e cols. (1999) que o “Stem Cell
Factor” (SCF) é também armazenado em granulos secretores de mastécitos e que pode ser
liberado sem perder seu efeito biologico sobre mastdcitos. Estas células também secretam
fatores neo-formados, derivados do metabolismo do acido araquidonico, como as
prostaglandinas e a substancia de reacdo lenta da anafilaxia (SRS-A) ou leucotrienos
(LEWIS & AUSTEN, 1981; SCHWARTZ & AUSTEN, 1984). Ainda, algumas horas ap6s o
estimulo, os mastdcitos produzem e liberam outras interleucinas e outros fatores de
crescimento (MURAKAMI et al, 1995), como o fator estimulador de coldnias
granuldcito/macrofago (GM-CSF) (WODNAR-FILIPOWICZ et al., 1989; OKAYAMA et al.,
1998) e o fator transformante de crescimento ‘(TGF-B) (GRUBER et al., 1994).

Embora os mastocitos sejam células residentes do tecido conjuntivo, experimentos
indiretos realizados in vivo e in vitro mostram que estas células sdo derivadas de tecidos
hematopoiéticos (KITAMURA, et al., 1979; GALLI, et al., 1984; GALLI, 1990). Os mastécitos
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e seus precursores podem migrar livremente, mas dificilmente sdo encontrados na corrente
sanguinea (HUFF et al, 1995; SMITH & WEIS, 1996). Através de experimentos com
camundongos W/W geneticamente deficientes em mastdcitos, foi demonstrado que estas
células se originam de células muiltipotentes hematopoiéticas (KITAMURA et al.,, 1981,
SHRADER et al.,, 1981; NAKAHATA et al., 1982). Células sanguineas mononucleares
obtidas do sangue de camundongo selvagem foram injetadas diretamente na pele de
camundongo congénito W/W e mastocitos apareceram nos pontos de injecdo. Esta
observagdo sugere que os precursores de mastocitos migram, através da corrente
sanguinea, da medula éssea para o tecido conjuntivo, onde proliferam e se diferenciam em
mastocitos maduros (HATANAKA et al., 1979; KITAMURA et al., 1979; KITAMURA et al.,
1993). Segundo NILSSON & METCALF (1996) e GALLI & LANTZ (1999), os mastodcitos se
originam do sistema hematopoiético a partir de células muitipotentes CD-34 positivas,
capazes de originar linfocitos, eritrocitos, megacaridcitos, basofilos, neutréfilos, eosindfilos e
mondcitos. O precursor comprometido a originar mastécitos circula no sangue, expressa
CD-34 e o receptor (c-kit) para o “stem cell factor’ (SCF), mas ainda n&o expressa o FCeRI
na superficie celular (ROTTEM et al., 1994b).

Em roedores, duas populagdes fenotipicamente distintas de mastdcitos podem ser
encontradas: os mastocitos de tecido conjuntivo (CTMC), presentes na pele e cavidade
peritoneal e os mastocitos de mucosa (MMC), presentes principalmente na lamina propria
intestinal (ASKENASE, 1980). Estes fendtipos especificos de mastécitos s&o determinados
pelos fatores de diferenciacao presentes em cada tecido. Estudos in vitro sugerem que 0s
MMC tém sua diferenciagcéo regulada pela interleucina-3 (IL-3), uma citocina produzida,
geralmente, por linfécitos T. Ja os CTMC requerem, principalmente, o SCF (c-kit ligante)
para a sua diferenciagdo, o qual & produzido por células endoteliais e outras células do
estroma, como os fibroblastos (VALENT, 1994).

Os mastdcitos possuem receptores de alta afinidade (FCeRI) para a imunoglobulina
E (IgE) presentes em sua superficie. As moléculas de IgE se ligam aos receptores através
de sua por¢do Fc (ISHIZAKA & ISHIZAKA, 1984). Quando antigenos especificos se ligam
as moléculas de IgE, que estao ligadas a superficie dos mastdcitos através da subunidade
o do FCeRI, provocam a ligacdo cruzada dos receptores da superficie celular, levando a

desgranulacdo dos mastocitos e liberagdo de substancias pré e neo-formadas. Os
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receptores FCeRI possuem trés subunidades: «, B e y, sendo que a subunidade o, exposta
na superficie da membrana, contém o sitio de ligagédo para a IgE (METZGER, 1992).
Apesar de conter o sitio de ligagdo para a IgE, a subunidade « ndo parece desempenhar
um papel importante na transdugdo do sinal por possuir um curto dominio
intracitoplasmatico. A subunidade € que possui uma sequéncia de amino&cidos tirosina
chamada de sequéncia para ativacdo de tirosinas, que sofre uma rapida fosforilagdo pela
tirosina-quinase logo apods a agregacao dos FCeRI (HAMAWY et al., 1995). A seguir, se
inicia a fosforilagdo da proteina G, que estimula a fosforilagdo da fosfolipase C (PLC),
formando fosfatidilinositol 4,5-difosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). A formagdo destas
substancias leva a ativagdo de outras proteinas quinase e mobilizagdo intracelular de
célcio, resultando na desgranulacdo dos mastocitos e consequente liberagdo do conteudo
dos granulos citoplasmaticos (ARAI et al., 1995, HAMAWY, et al., 1995). A fosfolipase Az
(PLA;) pode ser ativada pela proteina G, pelo DAG ou ainda pelo aumento da concentragao
de célcio intracelular. A PLA; libera o acido araquidonico dos fosfolipideos de membrana. O
acido araquidonico possui duas vias de metabolizacdo: a via da cicloxigenase, que origina
prostaglandinas (PGs) e tromboxanos, e a via da lipoxigenase, que origina os &cidos
hidroxieicosatetraenoicos (HETES) e leucotrienos (LTs) (HAMAWY et ai., 1995, MURAKAMI
et al., 1995) O diagrama 1 resume os passos utilizados no mecanismo de desgranulaggo do
mastdcito através do FCeRI.

Além da desgranulacéo desencadeada através da ativagédo do mastécito pela ligagéo
cruzada dos receptores de IgE, agentes como o composto 48/80 também podem causar a
desgranulagdo dos mastécitos. A desgranulagdo causada pelo composto 48/80 nao é
citotoxica, mantendo a integridade da membrana plasmatica e liberando histamina de
maneira dose-dependente (BLOOM & HAEGERMARK, 1965; JOHNSON & MORAN, 1969;
SIRAGANIAN, 1988). Esta desgranulagdo envolve a ativagdo direta de proteinas G através
da insergao de anéis aromaticos do composto 48/80 na membrana da célula, o que culmina
com a produgdo dos produtos originados do metabolismo do acido araquiddnico e de
citocinas (MOUSLI et al., 1990a; MOUSLI et al., 1990b). O mecanismo de ativagdo do
mastocito pelo composto 48/80 esta sumarizado no diagrama 2.

A produgéo de citocinas, como a IL-3, IL4, IL-5 e IL-6, do fator estimulador de

coldnias granulécito-macréfago (GM-CSF) e do fator ativador de plaquetas (PAF), depende
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da ativacdo de duas vias de sinalizacdo: a das proteinas quinase e a dependente de calcio.
A sintese destas substancias, que sdo recém-sintetizadas, ocorre de 8 a 12 horas apos a
desgranulacdo dos mastocitos. Ainda, algumas citocinas produzidas podem estar
envolvidas na inducéo da formacdo dos RNAm para enzimas responsaveis pela produgéo
das prostaglandinas e dos leucotrienos (ARAI et al., 1995, MURAKAMiI et al., 1995;
HAMAWY et al., 1995; NILSSON & METCALF, 1996).

Os mediadores pré-formados, neo-formados e recém-sintetizados, liberados pelos
mastécitos, sdo os responsaveis pela fungdo destas células nas reagdes inflamatérias e
processos imunolégicos (SCHWARTZ & KEPLEY, 1994). Um dos principais papéis dos
produtos liberados pelos mastocitos nas reacbes inflamatorias € induzir a vasodilatagao,
aumentando a permeabilidade vascular e, consequentemente, facilitando a difus&o de
proteinas plasmaticas e a passagem de células de defesa sanguineas para o tecido
conjuntivo. A vasodilatagdo & provocada pela histamina liberada pelos granulos
citoplasmaticos, que além de desempenhar esta fungdo, também age como fator
quimiotatico, juntamente com outros mediadores pré-formados, como o ECF-A. Os
mediadores neo-formados que possuem fungdo quimiotatica sdo a prostaglandina D2
(PGDy), o leucotrieno B4 (LTB4), 0 PAF, o fator quimiotatico e de ativacdo de macréfagos
(MCAF) e RANTES, que orientam a migracdo de neutrofilos, eosindfilos, monocitos e
linfocitos para os sitios de inflamagdo (LEWIS & AUSTEN, 1981; SCHWARTZ & AUSTEN,
1984; NILSSON & METCALF, 1996).

Alguns fatores recém-sintetizados liberados pelos mastécitos podem regular a
diferenciacado dos préprios mastécitos, como é o caso da IL-3. Porém, a IL-3, apenas, n&o
age na diferenciagéo dos mastdcitos, sendo necessaria a presencga de outros fatores, como
o SCF, para sua diferenciacéo (TSAl et al., 1991; METCALF et al., 1997).

A IL-3 € uma glicoproteina com peso molecular de 28000 Da e é liberada in vivo
principalmente por linfécitos T ativados (FUNG et al., 1984). Esta citocina age como um
fator de crescimento que, in vitro, promove a proliferagdo e diferenciagdo de progenitores
hematopoiéticos de varias linhagens e age, também, como um potente fator de crescimento
de precursores de mastocitos (SIRAGANIAN, 1988; VALENT et al., 1991). A presenca de
IL-3 em cultura de células da medula éssea de camundongos causa o desenvolvimento e a

proliferacdo de coldnias de mastdcitos, quatro dias apds o inicio da cultura. Experimentos
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realizados por KANAKURA e cols. (1988), utilizando mastocitos peritoneais que continham
granulos metacromaticos em seu citoplasma, classificados fenotipicamente como CTMC,
demonstraram que a presenca de IL-3 e IL-4 no meio de cultura induz nestas células uma
perda gradual das caracteristicas de CTMC, que passam a expressar caracteristicas de
MMC. A adicdo das IL-4, IL-9 e IL-10 potencializa a proliferagdo dos mastdcitos que €
suportada, primeiramente, pela IL-3. Entretanto, um meio de cultura condicionado por
células do baco contendo IL-3, IL-4, IL-9 e IL-10 é muito mais eficiente na proliferacéo dos
mastocitos derivados da medula éssea em relagdo a um meio contendo somente a IL-3
(IHLE et al., 1983; KITAMURA et al., 1993). Qutros autores, como TSAl e cols. (1991),
ROTTEM e cols. (1994a) e METCALF e cols. (1997), também descrevem o sinergismo da
IL-3 com as IL-4, IL-9 e IL-10 e com o fator de crescimento SCF, na proliferacdo de
mastdcitos derivados da medula ossea.

O SCF é um fator de crescimento produzido tanto como uma proteina
transmembrana quanto na forma soluvel, e foi identificado como sendo o ligante para o
receptor c-kit, o qual pertence a familia de receptores tirosina quinase tipo Ill. O c-kit é
encontrado na maioria das células CD-34 positivas da medula 6ssea, sendo os mastocitos
as unicas células da linhagem hematopoiética a expressar o c-kit de maneira significante
quando maduras (GALLI et al., 1993; LANTZ & HUFF, 1995; ASHMAN, 1999). Este fator
induz a diferenciacdo de mastdcitos, orienta a migracdo dos precursores de mastdcitos,
induz a liberacao de mediadores e a adesédo destas células ao tecido conjuntivo (NILSSON
et al., 1994; VALENT, 1994). Experimentos desenvolvidos por LANTZ & HUFF (1995),
demonstraram que apenas o SCF n&o é capaz de suportar o crescimento de coldnias de
mastdcitos. Para isso, células da medula Gssea agranuladas, negativas para marcadores
de linfocitos, mondcitos e granuldcitos, mas positivas para o c-kit, foram cultivadas na
presenca do SCF apenas ou em associagdo com IL-3, IL-4 e IL-9. Um numero significante
de coldnias de mastdcitos desenvolveu-se na presenca de SCF e IL-3 e células
metacromaticamente coradas apareceram de forma surpreendente, em culturas contendo
SCF e IL-9. A associagdo da IL-4 com o SCF n&o resultou no aparecimento de coldnias de
mastocitos. Entretanto, KARIMI e cols. (1999), também demonstrando a impossibilidade de
se obter mastdcitos a partir de células cultivadas somente na presenca do SCF, obtiveram

resultados nos quais a adi¢cdo de 1L-4 ao meio contendo SCF estimulou a expresséao do c-
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kit e do FCeRI de maneira dose-dependente, o que veio a tornar possivel o crescimento e o
desenvolvimento dos mastdcitos.

Com o objetivo de recrutar um numero suficiente de células fonte CD-34 positivas da
medula 6ssea para a corrente sanguinea, varios fatores de crescimento vém sendo
utilizados clinicamente no tratamento de pacientes que sofrem disturbios hematopoiéticos,
como o G-CSF e o GM-CSF. Nestes tratamentos, os fatores de crescimento s&o
administrados por 4 a 5 dias em doadores saudaveis, facilitando a obtengao de células CD-
34 positivas que serdo utilizadas no transplante de medula 6éssea. Os melhores resultados
nos transplantes foram obtidos com a administragdo de G-CSF em associagdo com SCF,
indicando a capacidade proliferativa destes fatores sobre as células fonte hematopoiéticas.
Entretanto, pacientes tratados com G-CSF ou GM-CSF apresentam reagdes de
hipersensibilidade mediada por IgE, sendo essencial que se elimine estas rea¢des para que
o tratamento tenha continuidade (COSTA, 1998).

O G-CSF e 0 GM-CSF sao produzidos por células do tecido conjuntivo ou por células
do sistema imune ativadas, inclusive células T e mastocitos, estes, estimulados através do
FCeRl (WODNAR-FILIPOWICZ, et al., 1989; VALENT et al., 1991, OKAYAMA, et al,
1998). Estes fatores mielopoiéticos, em concentra¢gées menores do que aquelas requeridas
para a proliferagdo, sdo capazes de estimular aspectos funcionais de granulécitos,
eosindfilos e macréfagos maduros, tais como sobrevivéncia, mobilidade celular, atividade
fagocitica, sintese de moléculas biologicamente ativas e a expressdo de marcadores de
membrana (METCALF, 1986).

O G-CSF é uma glicoproteina produzida por varios tipos celulares e, segundo
COSTA (1998), estimula a proliferacdo e diferenciacdo de neutrdfilos a partir de seus
progenitores e também potencializa a fungdo destas células quando maduras. Porém,
METCALF & NICOLA (1983), relatam que o G-CSF também esta envolvido na proliferacéo
de progenitores multipotentes e eritréides. De acordo com OGAWA (1993), o G-CSF
estimula a proliferagdo e maturagdo de precursores de neutréfilos, ao mesmo tempo que
pode, também, iniciar a proliferagdo de células precursoras dormentes. Além disso,
juntamente com o SCF e a IL-3, o G-CSF também pode garantir a sobrevivéncia de células
fonte hematopoiéticas in vitro (BODINE et al.,, 1991; ITOH et al.,, 1992). Experimentos
realizados por TAKAUE e cols. (1990), demonstraram que o G-CSF influi na diferenciacéo
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de progenitores hematopoiéticos imaturos, tornando-os responsivos a IL-3, e em
consequéncia, orientado-os para determinadas linhagens, onde poderdo continuar
respondendo ao G-CSF ou entdo, passar a responder ao GM-CSF. Ainda, METCALF em
1986, demonstrou que o G-CSF pode iniciar a proliferagdo de precursores da linhagem
granulécito-macréofago (GM), mas ndo é capaz de suportar o desenvolvimento destas
células apdés 2 ou 4 semanas. Trabalhos realizados por YANG e cols. (1998),
demonstraram que o G-CSF promove o desenvolvimento de precursores hematopoiéticos
in vivo, porém sem induzir sua diferenciacdo para a linhagem mieldide.

O GM-CSF induz a proliferagdo de progenitores hematopoiéticos em seus primeiros
estagios, estimula a diferenciagdo de varias linhagens mieldides, regula as fungbes de
células maduras e estimula a proliferagdo de progenitores CD-34 positivos (SONODA, et
al.,, 1994; WESSELY, et al., 1998). O GM-CSF pode, ainda, suportar o crescimento de
megacariécitos e mastécitos (NISHIJIMA, et al., 1997). Experimentos realizados com
mastocitos humanos da linhagem H1 demonstraram que o GM-CSF produzido por estas
células parece ter grande participacdo na inducdo e manutencdo das respostas alérgicas e
inflamatérias, ja que os mastdcitos aumentam a produgéo deste fator quando estimulados
pela IgE (WODNAR-FILIPOWICZ et al., 1989; OKAYAMA et al., 1998). Observagdes
semelhantes foram feitas por PLUZNIK e cols. (1984), em experimentos com mastocitos de
camundongos da linhagem PT18, nos quais o GM-CSF estimulou a proliferagdo de
mastécitos. O GM-CSF apenas, ou em associagdo com a IL-3 e SCF, aumenta a produgéo
de precursores da linhagem granulocitica (OGAWA, 1993), inclusive mastdcitos, como é
citado por NISHIJIMA e cols. (1995). Estes autores demonstram a capacidade do hGM-CSF
(GM-CSF humano) de formar coldnias de mastocitos de maneira muito semelhante a IL-3.
Entretanto, em experimentos nos quais o rmGM-CSF (GM-CSF recombinante de
camundongo) foi adicionado a células de medula éssea cultivadas em meio contendo rmiL-
3 ou rmSCF (SCF recombinante de camundongo), o desenvolvimento de mastécitos foi
bloqueado, sugerindo que esta citocina pode desviar os potenciais precursores de
mastdcitos para outras linhagens (BRESSLER et al., 1989; ROTTEM et al., 1994a; DU et
al., 1997). Experimentos realizados por DU e cols. (1997), com células precursoras do
figado fetal, sugerem que o rhGM-CSF (GM-CSF recombinante humano) age muito mais

sobre os precursores de mastécitos do que sobre os mastocitos imaturos. Estes mesmos
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pesquisadores, em 1997, também demonstraram que o rhGM-CSF né&o interfere na
expressdo do c-kit pelos mastdcitos, apesar de atenuar o desenvolvimento destas células
se adicionado & cultura de células precursoras antes da adi¢&o do rhSCF.

A maioria dos estudos relacionados com o processo de diferenciagéo e proliferagao
de precursores de mastdcitos tem sido realizada in vitro a partir do cultivo das células da
medula 6ssea. Porém, a caracterizagcdo de precursores e de mastocitos em diferentes
estagios de maturacdo sempre foi dificultada pela falta de marcadores especificos
(ODARJUK et al, 1989). Para a caracterizagdo e identificacdo segura dos mastdcitos
imaturos, apenas a coloragdo pelo azul de toluidina ndo é suficiente, j& que estas células
apresentam poucos ou nenhum granulo metacromatico. Dados morfoldgicos associados a
citoquimica do conteddo granular ndo sdo suficientes para caracterizar precursores de
mastécitos ainda indiferenciados e, portanto, desprovidos de granulos citoplasmaticos.
Recentemente, alguns marcadores para mastécitos foram utilizados, mas estes se ligaram
também a superficie de outras células, como mondcitos e macréfagos, nao sendo, portanto,
especificos (HAMANN et al, 1995; KINZER et al, 1995). A identificagao e caracterizacdo de
populagbes de mastdocitos imaturos e células indiferenciadas foi possivel utilizando-se os
anticorpos monoclonais mAb AA4 e mAb BGDB6, especificos contra antigenos presentes na
superficie de mastécitos (JAMUR et al., 1996).

Com a utilizagéo do anticorpo monoclonal mAb AA4, que reconhece gangliosideos
do tipo GD1b especificos da superficie dos mastdcitos (OLIVER et al., 1992), foi possivel
identificar mastocitos da medula éssea em diferentes estagios de maturagao e classifica-los
como bem imaturos, quase desprovidos de granulos citoplasmaticos, imaturos, com poucos
granulos, e maduros (JAMUR et al., 1998). O isolamento das células da medula éssea,
realizado com a utilizagdo de esferas magnéticas “tosyl ativadas” conjugadas ao mAb AA4
possibilitou quantificar as células pertencentes a linhagem de mastdcitos presentes na
medula éssea, que corresponde a 2,42% (JAMUR et al., 1997).

Utilizando o modelo experimental no qual a injec&o intraperitoneal de agua destilada
causa a lise e desaparecimento dos mastdcitos peritoneais (FAWCETT, 1955; MENDONCA
et al., 1986), associados a métodos imunoquimicos, que utilizam anticorpos especificos
para mastocitos, foi possivel estudar o processo de repovoamento e maturacdo dos

mastocitos da cavidade peritoneal 2, 6 e 10 dias apds a injeg&o intraperitoneal de agua
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destilada (MORENO et al., 1997). Ainda, estes mesmos autores demonstraram que ocorre
uma diminuicdo na populagdo de mastécitos da medula 6ssea durante o repovoamento da
cavidade peritoneal, apds a deplecdo pela agua destilada. Mastécitos bem imaturos foram
identificados na corrente sanguinea 48 horas apos a deplecdo da cavidade peritoneal pela
injegdo intraperitoneal de agua destilada (JAMUR et al., 1998). Estes dados, quando
analisados em conjunto, sugerem gque ocorre um recrutamento de precursores de
mastécitos da medula Ossea para repovoar a cavidade peritoneal, apés a lise e
desaparecimento da populagdo de mastécitos peritoneais causados pela injecéo
intraperitoneal de agua destilada.

A técnica de separagdo imunomagnética associada ao uso de anticorpos especificos
para mastécitos, como o mAb BGD6, pode ser aplicada na quantificagdo precisa da
populagdo de mastdcitos da medula 6ssea. Esta metodologia podera ser utilizada para
demonstrar as variagdes sofridas pela populacdo de mastocitos da medula éssea durante o
recrutamento de mastdcitos para sitios periféricos.

No presente estudo procuramos investigar se compostos liberados pelos mastécitos,
sejam eles pré- ou neo-formados, possam estar envolvidos no recrutamento de mastoécitos.
Para tal, utilizamos trés modelos experimentais, os quais promovem a liberacdo de

substancias produzidas pelos mastécitos, como mostra o quadro abaixo.

SUBSTANCIAS MECANISMQOS DE ACI\O
Agua destilada Lise
Composto 48/80 Desgranulag&o ndo-mediada por receptor
Anti-IgE Desgranulagéo mediada por receptor

Com o objetivo de investigar a participagdo de fatores de crescimento no processo
de recrutamento de mastdcitos, alguns animais foram injetados intraperitonealmente com
rG-CSF e rGM-CSF.



Il - OBJETIVOS



OBJETIVOS

Investigar se fatores liberados pela desgranulagdo dos proprios mastécitos,
participam do recrutamento de mastécitos da medula 6ssea para a cavidade peritoneal,
durante o seu repovoamento.

Investigar se fatores hematopoiéticos de crescimento, tais como GM-CSF e G-CSF
atuam no processo de migracdo de mastocitos da medula ¢ssea para a cavidade

peritoneal, durante o seu processo de repovoamento.
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MATERIAL E METODOS

A. ANIMAIS:
Foram utilizados 74 ratos Wistar machos, pesando em média, 250g, fornecidos pelo
biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP. Os animais foram submetidos

aos tratamentos descritos a seguir:

B. TRATAMENTOS:

Os animais receberam a injegdo intraperitoneal das seguintes substancias:

1. Agua destilada - 6 ratos foram injetados com 20ml de agua destilada.

2. Composto 48/80 (p-metoxy-N-metilfenetilamina) - um total de 15 ratos foram
injetados com as seguintes concentragées do composto 48/80 (Sigma, St. Louis, MO): 4
animais com 10ug/animal, 6 com 25ug/animal e 5§ com 50ug/animal. O composto 48/80 foi
diluido em solugéo de Tyrode-Tris 0,02M, pH 7,2 (JAMUR & VUGMAN, 1988).

3. Anti-lgE - 23 ratos foram injetados com anti-IgE (Biosource International,
Camarillo, CA), assim distribuidos: 5 ratos injetados com 1ug/animal, 6 ratos com
2,5pug/animal, 6 ratos com Sug/animal, 3 ratos com 10ug/animal e 3 ratos com 15ug/animal,
diluidos em salina tamponada com fosfato (PBS).

4. rG-CSF e rGM-CSF - ambos os fatores foram injetados na concentragdo de
0,2ug/animal, em PBS. Oito ratos foram injetados com G-CSF (Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN) e 9 ratos receberam a injecdo de GM-CSF (Biosource International,
Camarillo, CA).

5. Controle - como controle foram utilizados 3 ratos que nao receberam nenhum
tratamento, 4 ratos injetados com 20ml de solugdo salina a 0,9% e 6 ratos injetados com
IgG normal de rato (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) diluida em PBS, na

concentragdo de 10ug/animal.

C. OBTENGAO DO MATERIAL
A medula éssea e 0 mesentério foram colhidos dos animais 48 horas apos terem

recebido os tratamentos acima citados. A medula 6ssea foi obtida através da injegéo de
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PBS, contendo 1000U/ml de DNAse (Sigma) e 1000U/mi de heparina (Produtos Roche

Quimicas e Farmacéuticos SA, Rio de Janeiro, Brasil), no canal medular do fémur. As
células foram dissociadas com pipeta Pasteur através de sucessivas aspiragoes e a seguir
filtradas em Nytex de 25um (Fig. 1). Em seguida, as células foram lavadas por
centrifugagéo em PBS 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 PBS+BSA a 2%.

D. ANTICORPO

Foi utilizado o anticorpo mAb BGDS6, que reconhece proteinas especificas da
superficie dos mastdcitos. Este anticorpo é produzido em camundongos contra a
superficies de células da leucemia basofilica de rato, da linhagem RBL-2H3 (HAMAWY et
al., 1992).

E. CONJUGAGAO DE ANTICORPOS A ESFERAS MAGNETICAS

O anticorpo mAb BGD6 foi conjugado a esferas magnéticas tosyl ativadas de acordo
com JAMUR e cols. (1997). As esferas magnéticas (Dynabeads M-450 Tosylactivated,
Dynal, Lake Success, NY) foram misturadas até formar uma suspensao uniforme. A seguir,
as esferas magnéticas foram ressuspendidas em Tamp&o Borato 0,1M pH 9,5 e o anticorpo
mAb BGD6 na concentracao de 200 ug/mi, foi adicionado a solugdo. As esferas magnéticas
foram incubadas por 10 minutos a 37°C. Apos a incubagdo, foi adicionado 0,5% de BSA
para auxiliar na orientagdo dos anticorpos durante o acoplamento, realizado por 24 horas a
37°C. A seguir, a suspensao de esferas conjugadas ao anticorpo mAb BGD6 foi lavada com
o auxilio do concentrador de particulas magnéticas (CPM), em PBS+BSA a 0,1% por 5
minutos a 4°C. Os radicais tosil livres foram bloqueados pela incubacdo em tampéo Tris
0,2M + 0,1% de BSA, pH 8,5, durante 4 horas a 37°C. As esferas magnéticas conjugadas
ao mAb BGD6 foram novamente lavadas em PBS+BSA a 0,1% a 4°C, ressuspensas em
PBS com 0,1% de BSA e estocadas a 4°C, a uma concentracéo final de 4x10°® esferas por
ml (30 mg/ml) (Fig. 2).
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F. SEPARAGAO DOS MASTOCITOS UTILIZANDO o mAb BGD6 CONJUGADO A
ESFERAS MAGNETICAS:

As células da medula dssea apds serem lavadas duas vezes em PBS + BSA a 2%,
foram incubadas por 10 a 15 minutos em solugdo de PBS + BSA a 2% contendo as esferas
magnéticas conjugadas com o anticorpo mAb BGD6, na proporgdo de 3 esferas para 1
célula-alvo. As células foram lavadas 1 vez em PBS + BSA a 2% e 5 vezes em PBS. As

lavagens foram feitas com auxilio do CPM (Figs. 3 e 4).

G. MESENTERIO:

O mesentério foi distendido em placa de Petri parafinada, lavado em PBS, fixado em
formol a 10% em PBS por 20 minutos e lavado com agua destilada. Posteriormente, foram
recortados fragmentos do mesentério, que foram distendidos em lamina histolégica e secos
em placa aquecedora a 45°C. Os fragmentos de mesentério foram, entdo, corados com
Azul de Toluidina 0,1% contendo 1% de acido acético, pH 2,8, por 15 minutos. Alguns
fragmentos também foram corados com Giemsa (Sigma). As laminas foram desidratadas
em série crescente de etanol, diafanizadas em xilol e montadas com Permount. O material

foi observado e fotografado em microscépio OLYMPUS BX-50.

H. QUANTIFICAGAO:

A porcentagem de mastécitos presentes na medula éssea foi determinada por
contagem em Camara de Neubauer das células positivas associadas as esferas
magneéticas, e negativas, ou seja, ndo ligadas as esferas magnéticas (Fig. 4).

Os mastocitos observados no mesentério dos animais controle e dos animais
tratados com rG-CSF também foram quantificados. Foi contado um total de 720 campos.
Destes, 360 foram contados em Iaminas de mesentério provenientes de 3 animais controle
e 360 contados em laminas provenientes de 3 animais tratados com G-CSF. Foram

contadas 6 laminas, sendo 1 lamina proveniente de cada animal.

I. IMUNOFLUORESCENCIA
As células da medula 6ssea foram colocadas em laminulas revestidas com Cell Tak

(Becton Dickinson Labware, Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA), fixadas em
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paraformaideido a 2% (Ladd Research Industries, Burlington, VT) em metanol por 5
minutos a -20°C. Apds a fixacdo, as células foram lavadas com PBS e a seguir
imunomarcadas com o anticorpo mAb BGD6 biotinilado (10ug/mi) por 1 hora a temperatura
ambiente. As células foram entdo, lavadas em PBS+BSA a 1% e em PBS por 30 minutos. A
seguir, as células foram incubadas por 30 minutos com 5ug/ml de estreptavidina conjugada
ao Texas Red (Jackson ImmunoResearch), lavadas 5 vezes em PBS, lavadas rapidamente
em &agua bidestiiada e montadas em Iaminas com Fluoromount (EM Sciences, Fort
Washington, PA). O material foi observado e fotografado em microscopio de fluorescéncia
Axiophot-Zeiss.
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RESULTADOS

1. EFEITOS DA INJEGAO INTRAPERITONEAL DE AGUA DESTILADA SOBRE A POPULAGAO
DE MASTOCITOS DA MEDULA OSSEA:

A populacdo de mastdcitos isolada da medula 6ssea de animais controle através de
esferas magnéticas conjugadas aoc mAb BGD6 corresponde a 2,5% do total de células da
medula éssea. Esta populagdo de mastécitos decai de 2,5% para 0,60% quando os animais
sdo injetados intraperitoneaimente com agua destilada. Os mastdcitos da medula dssea
foram quantificados 48 horas ap6s o tratamento (GRAFICO 1).

Para confirmar que a injegéo intraperitoneal de agua destilada causou a lise e o
desaparecimento dos mastdcitos peritoneais, fragmentos de mesentério foram analisados.
O mesentério do animal controle estava repleto de mastécito (Fig. 5A), em contraste com o
mesentério dos animais colhido 48 horas apés a inje¢é@o intraperitoneal de agua destilada,

que estava desprovido de mastocitos (Fig. 5B).

2. EFEITOS DA INJEGAO INTRAPERITONEAL DO COMPOSTO 48/80 SOBRE A POPULAGAO DE
MASTOCITOS DA MEDULA OSSEA:

Com o isolamento imunomagnético utilizando o mAb BGD6 foi possivel observar que
a populacéo de mastécitos da medula éssea diminui de 2,38% (controle) para 0,41%, dois
dias apos a injegao intraperitoneal do composto 48/80 na concentragao de 50ug/rato. Apds
a injecdo intraperitoneal de composto 48/80 na concentragdo de 25ug/rato a porcentagem
apresentada pela populagdo de mastocitos da medula 6ssea foi 1,21% e apds a injegéo
intraperitoneal de 10ug/rato, a populagdo de mastocitos da medula ¢ssea foi 2,09%. Este
ultimo valor & proximo aquele apresentado pela populagdo de mastocitos da medula éssea
dos animais controle (2,38%). Estes dados demonstram, também, que o efeito do composto
48/80 sobre a populagdo de mastdcitos da medula dssea é dose-dependente (GRAFICO 2).

O tratamento com o composto 48/80 foi confirmado através da analise de fragmentos
de mesentério obtidos 2 dias ap6s a injegao intraperitoneal de 50ug/animal desta

substancia, nos quais a maioria dos mastdcitos estava desgranulada (Fig. 6A).
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3. EFEITOS DA INJEGAO INTRAPERITONEAL DE ANTI-IgE SOBRE A POPULAGAO DE
MASTOCITOS DA MEDULA OSSEA:

As células da medula dssea dos animais que receberam a injegdo intraperitoneal de
anti-lIgg em diferentes concentragbes, também foram quantificadas apds o isolamento
imunomagnético utilizando o mAb BGD6 conjugado a esferas magnéticas. A quantificagéo
das células da medula 6ssea demonstrou que a diminui¢do da populagdo de mastocitos, 2
dias ap6s o tratamento, esta relacionada com a intensidade da desgranulagdo sofrida pelos
mastocitos peritoneais. Nos animais que receberam anti-IgE nas concentragdes de
15ug/animal, 10ug/animal e 5ug/animal a porcentagem de mastécitos da medula éssea foi
similar, ou seja, de aproximadamente 0,75%, valor menor ao encontrado nos animais
controle (2,25%). Portanto, utilizando uma faixa de concentragdo entre 5 e 15ug/animal,
nao ocorre mudangas no numero de mastocitos da medula 6ssea. Utilizando anti-IgE nas
concentragbes de 2,5ugfanimal e 1pug/animal a populagdo de mastocitos da medula éssea
foi, respectivamente, de 2,5% e 2,31%, demonstrando que as menores concentragdes de
anti-IgE n&o tém efeito sobre a populagdo de mastdcitos da medula éssea (GRAFICO 3).
Os animais controle foram injetados intraperitoneaimente com 10ug/animal de IgG normal
de rato e a populagdo de mastocitos da medula 0ssea destes animais € de 2,25%. Este
valor também é proximo ao da populagdo de mastdcitos da medula 6ssea encontrada em
animais nao tratados (GRAFICO 3).

A anélise de fragmentos de mesentério demonstrou que os mastocitos dos animais
que receberam intraperitonealmente 5Sug/animal de anti-IgE, sofreram desgranulagdo (Fig.
6B), enquanto que os animais que receberam apenas 1ug/animal, apresentaram raros
mastdcitos desgranulados (Fig. 6C). Estas observagdes confirmam a eficiéncia do
tratamento.

4. AVALIAGAO DA POPULAGAO DE MASTOCITOS APOS A INJEGAO INTRAPERITONEAL DE
FATORES DE CRESCIMENTO:

rG-CSF

Houve aumento da populagdo de mastdcitos da medula dssea 48 horas apos a
injec&o intraperitoneal do G-CSF de 2,38%, valor encontrado em animais controle, para
5,48% (GRAFICO 4).
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Os fragmentos de mesentério dos animais tratados com o rG-CSF nao apresentaram
mastocitos desgranulados (Fig. 7A). No entanto, foi observada uma grande quantidade de
mastécitos imaturos no mesentério destes animais, localizados proximos aos vasos
sanguineos (FIG. 7B). Com o objetivo de confirmar estas observagdes, foram quantificados
os mastdcitos do mesentério de alguns dos animais tratados com rG-CSF e comparados

com o mesentério de animais controle (TABELA 1).

rGM-CSF

A injec&o intraperitoneal de GM-CSF néo alterou o nimero de células da populagao
de mastécitos da medula 6ssea, que foi de 2,35%, semelhante a 2,38%, valor encontrado
nos animais controle (GRAFICO 4).

O tratamento com o rGM-CSF também nao estimulou a desgranulagdo dos
mastdcitos, os quais se apresentaram intactos nos fragmentos de mesentério. Também néo
foi observado aumento no numero de mastocitos imaturos do mesentério destes animais. O
mesentério dos ratos tratados com o GM-CSF (Fig. 7C) se assemelhou ao dos animais
controle (FIG. 5A).

5. IMUNOMARCAGAO DE CELULAS DA MEDULA OSSEA:

Quando células da medula éssea foram imunomarcadas com o mAb BGD6, somente
a populagdo de mastdcitos apresentou imunofluorescéncia positiva. O numero de
mastocitos imunomarcados, observados nos campos microscopicos, € compativel com os
resultados obtidos através da quantificacdo das populagdes de mastdcitos isoladas da
medula éssea de animais que receberam diferentes tratamentos. Poucos mastécitos, foram
observados na medula 6ssea de ratos que foram injetados intraperitonealmente com 5
ug/animal de anti-lge (Fig. 8A), quando comparados com os mastécitos observados na
medula 6ssea de animais controle que foram injetados com IgG de rato e apresentaram
muitas células imunomarcadas com o mAb BGD6 (Fig. 8B). A medula dssea de animais
que receberam a injegdo intraperitoneal de G-CSF apresentou, em relagdo aos animais
controle, uma grande quantidade de mastdcitos imunomarcados com o mAb BGDS,

demonstrando o aumento na populagédo de mastdcitos causado por este fator (FIG. 8C).



V - FIGURAS
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Isolamento de Mastocitos
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Fig. 1 — Obtencéo das células da medula éssea.
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Fig. 2 - Esquema demonstrando o processo de conjugagdo de anticorpos especificos as
esferas magnéticas tosiladas.
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Fig. 3 — Separagao imunomagnética.

A — Tubo de ensaio contendo a populacdo total de células. Os
mastécitos ligados as esferas magnéticas conjugadas ao mAb BGD6 estao
isolados e se encontram na parede do tubo, em contato com o CPM. As demais
~ébdas e, 2m suspensdo.

B — Populagdo positiva: mastocitos isolados pelas esferas magnéticas
conjugadas ao mAb BGD6.

C ~ Populagdo negativa: células que ndo se ligaram as esferas

magnéticas cobertas com o mAb BGD6.
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Fig. 4 - Separacao da populagdo de células positivas e negativas
da medula éssea, utilizando o mAb BGD6 conjugado as esferas

magnéticas.



Fig. 5 — Mesentério de rato. Aumento: 528X.

A — Animal controle. Observar os mastécitos intactos com o citoplasma
repleto de granulos (setas). Coloragao: azul de toluidina.

B — Mesentério de animal colhido 48 horas apés a injegao intraperitoneal

de agua destilada. Notar a auséncia de mastdcitos. Coloragao: Giemsa.
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FIG. 6 — Mastdcitos do mesentério de rato colhido 48 horas apos os tratamentos.
Coloragao: Azul de Toluidina. Aumento: 528X.

A — Mesentério de um animal que recebeu a injegao intrapéritoneal do
composto 48/80 (50ug/rato). Observar os mastécitos desgranulados (setas).

B — Observar os mastécitos desgranulados (setas) no mesentério de um
animal que recebeu a inje¢ao intraperitoneal de 5ug de anti-IgE.

C - Nos animais que receberam a inje¢ao intraperitoneal de anti-IgE a
1ug/rato, a maioria dos mastocitos estdo intactos (setas) e alguns estdo

levemente desgranulados (cabegas de seta).
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FIG. 7 - Mastécitos do mesentério de rato corados com Azul de Toluidina.
Aumento: 528X.

A — Mesentério de animal que recebeu a inje¢ao intraperitoneal de G-
CSF. Observar a grande quantidade de mastécitos em diferentes fases de
maturagao apresentando poucos granulos metacromaticos (setas). Mastocito
maduro (cabec¢a de seta).

B — Mesentério de animal tratado com G-CSF. Observar a grande
quantidade de mastécitos imaturos (setas) com poucos granulos
metacromaticos, proximos a um vaso sanguineo (#). Mastocitos maduros
(cabecgas de seta).

C — Mesentério de animal tratado com GM-CSF. Observar inimeros
mastocitos maduros (setas) proximos a um vaso sanguineo (). Notar raros

mastocitos imaturos (cabec¢as de seta).
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FIG. 8 — Imunomarcacao da populacdo de mastocitos da medula 6ssea com o
mAb BGD6. Aumento: 430X.

A — Observar raros mastoécitos imunofiuorescentes (setas), obtidos dois
dias apés a injegao intraperitoneal de 5ug/animal anti-IgE. |

B - Medula dssea obtida dois dias apés a injegéo intraperitoneal de IgG
normal de rato. Observar os mastécitos com fluorescéncia positiva (setas).

C — Observar inumeros mastdcitos imunofluorescentes (setas), obtidos

dois dias ap0s a injegao intraperitoneal do G-CSF.
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VI - DISCUSSAO



DiscussAo

Nossos resultados demonstram que as substancias liberadas pelos mastocitos
podem recrutar precursores destas células da medula 6ssea para a cavidade peritoneal. O
isolamento de populagdes puras de mastocitos da medula 6ssea, através do uso de esferas
magnéticas conjugadas a anticorpos monoclonais especificos, permitiu demonstrar que 48
horas apés a lise dos mastécitos peritoneais pela agua destilada, ocorre uma diminuigéo da
populagdo de mastdcitos da medula éssea. Durante a lise, os granulos citoplasmaticos
liberam compostos pré-formados, como a histamina, o fator quimiotatico para eosindfilos na
anafilaxia (ECF-A), as proteases (SIRAGANIAN, 1988; NILSSON & METCALF, 1996), o
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (GORDON & GALLI, 1991; DVORAK, 1997), a
interleucina-8 (IL-8) (GRUTZKAU et al., 1997) e o SCF (DE PAULIS et al., 1999). A lise pela
agua destilada leva a morte dos mastécitos e como consequéncia, ndo ocorre a produgao
dos fatores neo-formados como prostaglandinas, leucotrienos e outras citocinas, os quais
dependem do metabolismo celular (MURAKAMI et al., 1995). Por outro lado, a injegéo de
anti-IgE causa a desgranulagdo dos mastdcitos através do FCeRI, resultando na ativagéo
celular e liberagdo de compostos pré-formados e também dos neo-formados (CREWS et
al.,, 1981). O composto 48/80 também estimula os mastdocitos a desgranular. Entretanto,
esta substancia age estimulando diretamente a proteina G (MOUSLI et al., 1990a; MOUSLI
et al., 1990b), desgranulando os mastdcitos de maneira ndo-citotdxica e independente do
FCeRI (BLOOM & HAEGERMARK, 1965; JOHNSON & MORAN, 1969), levando a liberagéo
de fatores pré e neo-formados. Apesar de o composto 48/80 e a anti-IgE estimularem a
liberagdo de compostos pré e neo-formados. os resultados obtidos através da quantificagéo
da populagdo de mastécitos da medula 6ssea sdo semelhantes aos encontrados apos a
lise dos mastécitos pela agua destilada, que libera somente compostos pré-formados. Estas
observagbes sugerem que os fatores pré-formados liberados pelos proprios mastécitos séo
suficientes para reci'utar estas células da medula 6ssea para a cavidade peritoneal.

Compostos pré-formados, como a histamina, o ECF-A, as proteases (SIRAGANIAN,
1988; NILSSON & METCALF, 1996), a IL-16 (CENTER et al., 1997; RUMSAENG, et al.,
1997), o TNF-o (GORDON & GALLI, 1991; DVORAK, 1997) e a IL-8 (GRUTZKAU et al.,
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1997), sdo conhecidos como quimioatraentes de eosindfilos, neutrofilos, linfocitos e
monadcitos, direcionando estas células para o sitio de inflamacdo (ERB, et al, 1996;
NILSSON & METCALF, 1996; CENTER et al., 1997, ROSEMBERG & GALLIN, 1999). No
entanto, muitos destes mediadores pré-formados n3o sdo considerados quimioatraentes
para os proprios mastocitos, apesar de ser observado um grande acumulo destas células
em situagbes de asma, alergias, rinite, rejeicdo de transplantes, artrite reumatdide,
infestagdo parasitaria e fibrose hepatica, pulmonar ou endomiocardica (KASUGAI et al,,
1995; ARMETTI et al., 1999; NILSSON et al.,, 1998). O acumulo de mastécitos nestas
situagdes se deve, provavelmente, ao processo de recrutamento destas células ou de seus
precursores (ARMETTI et al., 1999). Em quadros de fibrose e escierodermite é observado
um aumento no numero de mastdcitos no local de inflamagdo que é seguido de um
acumulo de eosindfilos (ARMETTI et al., 1999). Isto sugere que as substancias liberadas
pela desgranulagdo dos mastécitos e que participam do recrutamento dos eosindfilos
também podem estar envolvidas no recrutamento dos préprios mastécitos. Entretanto,
pouco se conhece sobre os fatores que podem estar, especificamente, envolvidos na
quimiotaxia dos mastocitos para sitios periféricos (GRUBER et al., 1994; NILSSON et al.,
1996; HARTMANN et al., 1997). NILSSON e cols. (1994), estudando mastdcitos humanos
da linhagem 1 (HMC-1), observaram que estas células apresentam quimiotaxia para SCF,
em experimentos realizados em camaras de migragdo. Ainda, NILSSON e cols. (1994) e
NILSSON e cols. (1998) confirmaram a agdo quimiotatica do SCF para os mastocitos,
mostrando que anticorpos especificos para SCF inibem a quimiotaxia dos mastocitos
quando adicionados a camaras de migracdo. Estes autores demontraram ainda, a atividade
quimiotatica do SCF sobre os mastdcitos no fluido nasal de pacientes com rinite alérgica
obtido no final da primavera e apos a estimulagdo dos mastécitos através de antigenos
alergénicos. Segundo DE PAULI e cols. (1999), o SCF é armazenado nos granulos dos
mastocitos, o que reforca nossos achados relacionados com o recrutamento de mastdcitos
da medula ossea por fatores pré-formados. Os mastécitos também expressam o receptor
para a IL-8, que & um fator pré-formado (GRUTZKAU et al., 1997), o qual parece ter um
importante papel no recrutamento destas células durante a resposta inflamatéria (NILSSON
et al., 1999). Os nossos resultados mostram que os mediadores pré-formados, os quais
também s&o quimiotaticos para granulécitos (NILSSON & METCALF, 1996; ROSEMBERG
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& GALLIN, 1999) sao suficientes para recrutar mastécitos. Estes achados sugerem que
mecanismos envolvidos no recrutamento de mastdcitos possam ser semelhantes aos
utilizados por granuldcitos. Um elo.comum entre estes dois tipos celulares é a origem, pois
mastdcitos e granuldcitos derivam de células precursoras hematopoiéticas CD-34 positivas
(NILSSON & METCALF, 1996; GALLI & LANTZ, 1999).

Apesar dos fatores pré-formados se mostrarem suficientes para recrutar os
mastocitos, € conhecido o papel de algumas substancias neo-formadas na quimiotaxia
destas células (NILSSON & METCALF, 1996; DE BOER et al., 1999). Entre estas estdo a
PGD, (SCHWARTZ & AUSTEN, 1984), o fator transformante de crescimento-$1 (TGF-B1),
conhecido por controlar a proliferagdo, diferenciagdo e quimiotaxia de mondcitos,
fibroblastos e neutrofilos (GRUBER et al, 1994; KIM & LEE, 1999), e a quimocina
“Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted” (RANTES), conhecida
por recrutar linfocitos e eosindfilos da corrente sanguinea para sitios de inflamagéo
(NILSSON et al., 1994; KRENSKY, 1999), todas produzidas e liberadas pelos mastocitos.
MATTOLI e cols. (1995) demonstraram que a ag&do quimiotatica do RANTES sobre os
mastoécitos € mais potente que a do SCF. Entretanto, os estudos de NILSSON e cols.
(1994), mostraram que o SCF € mais eficiente na quimiotaxia de mastocitos do que o
RANTES. A acgdo quimiotatica da IL-3 sobre os mastécitos também foi investigada por
NILSSON e cols. (1994). Esta citocina e produzida principalmente por linfécitos T (FUNG et
al., 1984), mas também é produzida e liberada pelos mastécitos como um mediador neo-
formado. Apesar da IL-3 estimular a proliferagdo e diferenciagdo dos proprios mastocitos,
quando em sinergia com as IL-4, IL-9 e IL-10 (ROTTEM et al., 1994a; METCALF et al,,
1997), esta citocina n&do demonstrou quimiotaxia para os mastécitos da linhagem HMC-1,
quando colocada na presencga destas células em camaras de migracdo (NILSSON et al.,
1994). Entretanto, MEININGER e cols. (1992) mostram que a IL-3 potencializa o efeito
quimiotatico do SCF para os mastocitos. A IL-4 também é um fator neo-formado liberado
pelos mastdcitos, que age como fator de diferenciacéo sobre estas células (ROTTEM et al,,
1994; METCALF, 1997). No entanto, ndo se conhece a agdo quimiotatica desta citocina
sobre a populagdo de mastocitos (NILSSON et al., 1994). A IL-5, que é produzida por
células T, baséfilos, mastocitos e eosindfilos (ARAI et al., 1995: MURAKAMI et al, 1995;
SALVI et al., 1999), age na proliferagdo e diferenciacdo de mastocitos e de eosindéfilos, mas
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apenas se conhece a sua agdo quimiotatica para os eosindfilos (SALVI et al., 1999). Para
elucidar a participagcdo de fatores neo-formados produzidos pelos mastocitos no
recrutamento destas células, estes devem ser isolados e injetados separadamente nos
animais.

Os fatores de crescimento G-CSF e GM-CSF vém sendo usados clinicamente para
aumentar o numero de “stem cells” CD-34 positivas na circulagdo sanguinea de doadores
de medula éssea para transplantes. No entanto, 75% destes pacientes desenvolvem
reacbes de hipersensibilidade mediada por IgE, o que compromete a eficacia do
tratamento (COSTA, 1998). Por este motivo, resolvemos testar estes fatores em ratos para
investigar a sua possivel participagdo no processo de recrutamento de mastdcitos.
Observamos que a injecdo intraperitoneal do G-CSF ndo causa desgranulagdo dos
mastocitos do mesentério, porém, aumentou de forma drastica, de 2,38% para 5,48%, a
populacdo de mastdcitos da medula éssea. A injecdo intraperitoneal do G-CSF resultou
num aumento de mastocitos no mesentério dos animais tratados e muitos mastécitos
imaturos, com poucos granulos metacromaticos, foram observados na proximidade dos
vasos sahguineos. Estes resultados sugerem que o G-CSF pode promover a proliferagéo
ou diferenciagdo das células da linhagem de mastécitos. YANG e cols. (1998), utilizando
ratos transgénicos, os quais receberam o gene humano do receptor de G-CSF (hG-CSFR),
demonstraram que este fator pode suportar o crescimento e diferenciagdo de coldnias de
megacariécitos e de mastécitos e, também, estimuiar a proliferacdo destas coldnias.
OGAWA (1993), mostrou que o G-CSF tem a capacidade de iniciar a proliferagdo de
células precursoras dormentes. Achados semelhantes foram observados in vitro por
METCALF (1986) e VALTIERI e cols. (1987), que mostraram que o G-CSF é capaz de
iniciar a proliferacdo e estimular a diferenciagcdo de precursores hematopoiéticos para a
linhagem mieldide. Nossos resultados demonstram que o G-CSF causou um aumento na
populacdo de mastdcitos na medula dssea e no mesentério. Talvez este resultado se deva
a capacidade do G-CSF de tornar os precursores hematopoiéticos mais responsivos a IL-3
(TAKAUE et al. 1990), pois esta, em sinergia com outros fatores, € responsavel pela
diferenciagédo e desenvolvimento de mastécitos (SIRAGANIAN, 1988; VALENT, 1994,
METCALF et al., 1997). Este mecanismo de agdo pode explicar a presenga de muitos
mastdcitos imaturos que observamos no mesentério, pois precursores de mastécitos ali
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presentes poderiam estar sendo estimulados a proliferar ou se diferenciar. A proliferagdo da
populacdo de mastécitos da medula éssea, causada pelo G-CSF, ndo nos permite concluir
se houve ou néo recrutamento destas células para a cavidade peritoneal, como apds os
tratamentos com &agua destilada, anti-igE e composto 48/80, pois a populagdo de
mastdcitos da medula déssea ndo diminuiu. No entanto, o grande numero de mastdcitos
imaturos observado no mesentério pode ter sido, também, resultado de proliferagcédo e
diferenciagcdo local (TAKAUE et al., 1990; OGAWA, 1993; YANG, et al.,, 1998) de
precursores de mastocitos que ja se encontravam no tecido ou uma diferenciagéo de
precursores recém-migrados da medula &ssea. Nossos achados podem facilitar a
interpretagao de alguns resultados obtidos apds o uso clinico do G-CSF, como reagdes de
hipersensibilidade mediadas por IgE, apresentadas por 75% dos pacientes que recebem
este fator durante o tratamento de disturbios mielopoiéticos (COSTA, 1998).

A injec@o intraperitoneal do GM-CSF ndo causou a desgranulagdo dos mastocitos
peritoneais. Além de ndo causar desgranulagao, néo foi observado aumento de mastdcitos
imaturos no mesentério com o uso in vivo do GM-CSF, nem alteragées no numero de
mastécitos da medula éssea, o que sugere que o GM-CSF nao age sobre o recrutamento e
proliferacdo deste tipo celular. No entanto, alguns autores atribuem ao GM-CSF liberado
por mastocitos ativados (WODNAR-FILIPOWSKI et al., 1989; OKAYAMA et al., 1998) a
capacidade de atrair e manter eosindfilos e fibroblastos no sitio de inflamagao (LEVI-
SCHAFFER et al,, 1998; ARMETTI et al., 1999), da mesma maneira que os componentes
pré-formados liberados pelos mastécitos, ja discutidos anteriormente. PLUZNIK e cols.
(1984), em experimentos realizados com mastdécitos de camundongo da linhagem PT18,
demonstraram que o GM-CSF estimula a proliferagcdo de mastdcitos. Ainda, experimentos
realizados in vitro por OGAWA (1993) e NISHIJIMA (1997), demonstram que o GM-CSF
suporta a formacdo e o crescimento de colonias de mastécitos. Este fator, porém, ndo
demonstrou efeito sobre os mastocitos no modelo experimental que utilizamos. Estudos in
vitro realizados por BRESSLER e cols. (1989), ROTTEM e cols. (1994a) e DU e cols.
(1997), também n&o demonstram um efeito bioldgico significativo do GM-CSF sobre a
populacdo de mastdocitos, nem mesmo quando associado ao SCF ou IL-3. Para ocorrer
sinalizag&o intracelular, além do GM-CSF se ligar a subunidades o de seu receptor, esta

subunidade devera estar acoplada a subunidade B1 (NICOLA e METCALF, 1991). No
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entanto, a mesma subunidade 1 também & compartilhada com as subnidades «, que liga
outros mediadores como IL-3, IL-4 e IL-5 (NICOLA & METCALF, 1991, WATANABE et al.,
1995; SCOTT & BEGLEY, 1999). Desta forma, o uso destes mediadcres em associagéo,
pode ter a um efeito inibitério e ndo sinergistico, na resposta celular (NICOLA & METCALF,
1991; ROTTEM et al., 1994a). Isto poderia explicar a faita de efeito biolégico do GM-CSF
sobre mastdcitos.

Disturbios imunoldgicos que apresentam um grande acumulo de mastdcitos, como
asma, rinite, rejeicdo de transplantes e as varias formas de fibrose (NILSSON et al., 1294,
ARMETTI et al, 1999) poderdo ser melhor compreendidas e solucionadas se os
mediadores envolvidos no processo de recrutamento de mastocitos da medula 6ssea forem
conhecidos. Estudos futuros, que possam utilizar o fracionamento dos componentes dos
granulos dos mastocitos, permitirdo que o papel de cada um destes componentes seja
testado no processo de recrutamento de mastécitos da medula dssea para sitios
periféricos. A utilizagdo do método do isolamento imunomagnético associado aos modelos
experimentais aqui descritos, facilitara a obtencao de resultados mais precisos com relagéo
a participagdo de mediadores quimicos especificos no processo de recrutamento dos
mastocitos da medula éssea para sitios periféricos.
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CONCLUSOES

. A agua destilada causa lise dos mastécitos peritoneais e consequente liberagéo dos
componentes pré-formados dos granulos.

. Quarenta e oito horas apds a lise, ocorre uma diminuigdo da populagdo de
mastécitos da medula dssea.

. A injecdo do composto 48/80 e de anti-IgE também resultam na diminuigdo da
populacdo de mastoécitos da medula éssea, observada 48 horas apoés o tratamento.

. O numero de mastdcitos isolados da medula 6ssea é equivalente, 48 horas apos a
injecéo de agua destilada, do composto 48/80 ou da anti-IgE.

. Os fatores pré-formados sdo essenciais para o recrutamento de mastdcitos da
medula 6ssea para a cavidade peritoneal.

. O G-CSF nao causa desgranulagdo de mastdcitos peritoneais, porém € observado

um aumento na populagéo de mastécitos da medula éssea.

7. O G-CSF promove um aumento do nimero de mastdcitos imaturos no mesentério.

8. O GM-CSF nao causa desgranulagdo dos mastécitos peritoneais e também n&o s&o

observadas alteragdes na populagdo de mastocitos da medula 6ssea.
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A populacao de mastécitos da medula 6ssea decai apos
a deplecao pela agua destilada
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GRAFICO 1 — Reducéo da populagéo de mastocitos da medula 6ssea, dois dias
apos a injecdo intraperitoneal de agua destilada. Os mastdcitos s&o isolados com

0 mAb BGD6 conjugado a esferas magnéticas.
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A inje¢ao intraperitoneal de composto 48/80 resulta em
redugao dos mastocitos na medula é6ssea
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GRAFICO 2 - Demonstracdo da redugao da populacio de mastécitos da medula
O0ssea. Os mastoécitos foram isolados com o mAb BGD6 conjugado as esferas

magnéticas, dois dias apds a injegao intraperitoneal de composto 48/80.
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GRAFICO 3 - Demonstracéo da reducédo da populacdo de mastocitos da medula
ossea, observada no segundo dia apos a injecdo intraperitoneal de anti-IgE. Os

mastocitos foram isoladas pelo mAb BGD6 conjugado as esferas magnéticas.
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GRAFICO 4 — Efeito dos fatores de crescimento sobre os mastécitos derivados da
medula 6ssea. Os animais que receberam GM-CSF intraperitonealmente, n&o

apresentaram alteragdes na populagao de mastécitos da medula dssea.
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Tabela 1 — Populacdo de mastocitos do mesentério de animais tratados com G-CSF e

controle. Coloragao: azul de toluidina.

Animais Mastocitos maduros Mastécitos imaturos *
janelas Préx. a vasos janelas Prox. a vasos
Controle 349 2105 N&o detectado | N&o detectado
Injetado com 325 3193 23 43
G-CSF

O numero de mastdcitos representa a média do numero de células contadas em 360
campos, obtidos de 6 Iaminas de mesentério provenientes de 3 animais tratados com rG-
CSF e de 3 animais controle.

*Mastdcitos imaturos: células com poucos granulos citoplasmaticos metacromaticos.
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