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RESUMO

Mastécitos sdo células do tecido conjuntivo responsaveis pelas
reagbes alérgicas e processos inflamatérios. Os precursores destas células
séo originados da medula 6ssea e migram para os tecidos. No entanto, na
medula 6ssea é possivel encontrar mastécitos em todos os estagios de
maturagdo. Os anticorpos monoclonais AA4 (mAb AA4), especifico para um
gangliosideo da superficie de mastécitos, e mAb BGD6, especifico para uma
proteina desta célula, foram conjugados a esferas magnéticas. O mAb AA4
conjugado as esferas magnéticas permitiu isolar a populagdo de mast6citos
da medula éssea, que apresentou células em diferentes estagios de
maturagdo. O mAb BGD6 conjugado as esferas magnéticas, além de isolar a
mesma populagao de mastécitos identificada pelo mAb AA4, isolou células
precursoras indiferenciadas, pertencentes a linhagem de mastécitos. O
isolamento sequencial, utilizando o0 mAb BGD6 conjugado as esferas logo
apos a separagéo imunomagnética com o mAb AA4, permitiu que se isolasse
somente a populagéo de células indiferenciadas, n&o isoladas anteriormente
pelo mAb AA4. Estas células ainda foram imunomarcadas com um anticorpo
policlonal anti o receptor para o c-kit ligante, presente em mastécitos mas
ndo em basofilos. Apds isoladas, tanto pelo mAb AA4 quanto pelo mAb
BGD®6 conjugados as esferas magnéticas, as células foram coradas com azul
de toluidina a 0,1%, pH 2,8 e contadas em camara de Neubauer. Através
desta contagem foi possivel estimar e determinar as variagdes sofridas pelas
populagdes de células diferenciadas e indiferenciadas da medula 6ssea apés
deplecdo dos mastécitos da cavidade peritoneal de ratos pela injecao
intraperitoneal de agua destilada. A populagao de células isoladas pelo mAb
AA4 conjugado as esferas magnéticas foi estimada em 2,4%. Dois dias apés
a deplegao da cavidade peritoneal esta populagdo diminuiu para 0,3%, apés
6 dias aumentou para 0,49% e no 10° dia atingiu 0,66%. Através do
isolamento sequencial com o mAb BGD6 conjugado as esferas magnéticas
pode-se estimar que a populagdo de células indiferenciadas da medula
bssea, pertencentes a linhagem de mastécitos, corresponde a 0,02%. No 2°.
dia ap6s a deplecdao da cavidade peritoneal, esta populagdo cresce para
0,33%, decai para 0,26% no 6°. dia e atinge 0,4% no 10° dia apés a
deplecgdo. Estes resultados sugerem que além de precursores, mastécitos em
maturagéo podem deixar a medula 6ssea para povoar os tecidos.
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| - INTRODUGAO

Os mastécitos sédo células encontradas como constituintes da maioria
dos tecidos conjuntivos. Sdo células faciimente identificadas pelos
proeminentes granulos basofilicos encontrados em seu citoplasma. A
metacromasia apresentada por estes granulos foi o que levou ERLICH (1887)
a identificar os mastécitos como células do tecido conjuntivo. Estes granulos
possuem muitas substancias farmacologicamente ativas, como a histamina e a
heparina. Ainda, os mastocitos estimulados liberam prostaglandinas e
leucotrienos (SCHWARTZ & AUTEN, 1984). Além destas substancias, também
possuem proteases neutras, fatores quimiotaticos e mediadores quimicos que
participam das reagdes inflamatérias e dos processos imunolégicos (GALLI et
al., 1984; SIRAGANIAN, 1988).

A participagdo dos mastécitos nos processos alérgicos e inflamatérios &
determinada pelos receptores para a imunoglobulina E (IgE), presentes na
superficie destas células (ISHIZAKA & ISHIZAKA, 1984). Os receptores para
IgE possuem trés subunidades: a, B € 5. A subunidade o corresponde ao sitio
de ligagdo para a IgE e esta exposta na superficie da membrana (BASCIANO
et al., 1986).

Os mastoécitos, por serem amplamente distribuidos pelo corpo, séao
abundantemente encontrados nas superficies mucosas, incluindo a lamina
propria, submucosa e muscular, podendo ainda ser encontrados livres na

cavidade peritoneal de alguns roedores. Os mastécitos localizados na mucosa



constituem, no minimo, duas populagdbes com caracteristicas funcionais
distintas, que variam de acordo com o estado patolégico, com a localizagdo
anatdmica e com a espécie (MaCDONALD et al., 1980; MILLER, 1980;
JARRET & MILLER, 1982). Nos roedores, duas populagdes fenotipicamente
distintas foram descritas: os mastdcitos de tecidos conjuntivos (CTMC) e os
mastécitos de mucosa (MMC). Em ratos, os CTMC estao presentes na pele,
musculatura lisa e estriada, membrana serosa e fluido peritoneal, enquanto
que os MMC sdo encontrados na lamina prépria € no epitélio da mucosa
gastrointestinal (ASKENASE,1980; ERB et al., 1996). Estes achados conferem
aos mastdcitos outras atividades funcionais, tais como: participacao efetiva nas
respostas inflamatérias, na citotoxicidade celular direta e indireta e na
imunorregulagéo da reparagao de tecidos (BEFUS et al., 1986).

Embora os mastécitos sejam considerados células préprias do tecido
conjuntivo, estudos realizados in vivo e in vitro, mostram através de
experimentos indiretos que eles sado derivados dos tecidos hematopoiéticos
(KITAMURA et al.,, 1983; GALLI et al., 1984; GALLI, 1990). Apesar dos
mastocitos e seus precursores migrarem liviemente (SMITH et al., 1996; HUFF
et al., 1995), eles sdo raramente vistos no sangue periférico. Baixos numeros
de mastécitos granulados tém sido encontrados circulando no sangue
periférico de ratos (CSABA et al., 1969). Adicionalmente, precursores de
mastacitos tém sido reconhecidos no sangue de ratos (ZUCHER-FRANKLIN et
al.,, 1981) e humanos (DENBURG et al., 1983) seguindo culturas em “agar
soft”. Outras células originadas da medula 6ssea migram ja diferenciadas pela

corrente sanguinea, tais como, neutréfilos e eosindfilos.



A relagdo dos mastécitos com a célula fonte hematopoiética
muitipotente (“stem cell’) foi investigada por KITAMURA et al. (1981),
SHRADER et al. (1981) e NAKAHATA et al. (1982). Estes pesquisadores
sugerem que os mastécitos sdo uma progénie da célula fonte do tecido
hematopoiético. Os mastdcitos ndo sdo detectados no sangue, no entanto,
quando células mononucleares do sangue de camundongo +/+ s&o
diretamente injetadas na pele de camundongo congénito WAW, grupos de
mastécitos aparecem nos pontos injetados. Estas evidéncias indicam que os
seus precursores migram através da corrente sanguinea e quando chegam ao
tecido conjuntivo, se diferenciam em mastécitos (HATANAKA et al., 1979;
KITAMURA et al., 1979). METCALF et al. (1991) sugerem, ainda, que os
progenitores de mastécitos ndo tém papel fisioldgico determinado, porém
migram para os locais especificos dos tecidos onde amadurecem, passando a
exibir fenétipos especificos daquele tecido.

Através de estudos anteriores, realizados em nosso laboratério,
utilizando diferentes modelos experimentais, foi possivel determinar in vivo o
tempo de repovoamento e os estagios de maturagdo dos mastédcitos da
cavidade peritoneal de rato (MENDONGCA et al., 1986; JAMUR & VUGMAN,
1986; GRECA et al., 1989; NIEDERHEITMANN, 1993). A caracterizagao
destas células foi realizada através de estudos morfolégicos utilizando
histofluorescéncia, histoquimica e citoquimica ultraestrutural (JAMUR et al,,
1986). No entanto, dados morfoldgicos, mesmo associados a citoquimica do
contetdo granular ndo seriam suficientes para caracterizar precursores de

mastécitos ainda indiferenciados e, portanto, desprovidos de granulos.



Utilizando um anticorpo monoclonal anti-gangliosideo especifico de
mastécito mAb AA4 (OLIVER et al., 1992), conseguimos marcar mastécitos na
medula éssea nos seus diferentes estadios de maturagdo. Para tal, foi
necessario utilizar a fixagao por microondas associada a baixas concentragdes
de glutaraideido para preservar a antigenicidade (JAMUR et al., 1995a). Assim
sendo, foi possivel classificar as células imunomarcadas em: bem imaturas,
imaturas e maduras (JAMUR et al., 1995; GRODZKI et al., 1996).

Com a utilizagdo do anticorpo mAb AA4 conjugado a esferas
magnéticas “tosyl-ativadas”, foi possivel isolar a populagdo de mastécitos da
medula 6ssea (JAMUR et al., 1995b). Utilizando a separagao sequencial com o
mAb AA4 e, a seguir, com o mAb BGD6 conjugado a esferas magnéticas, foi
possivel isolar uma populagéao de células indiferenciadas. Estas células foram
positivas quando imunomarcadas com o anticorpo anti-CD34, confirmando que
pertencem a linhagem de mastécitos (VALENT et al., 1994).

Durante o desenvolvimento deste trabalho, utilizamos esferas magnéticas
“tosyl-ativadas” (JAMUR, et al., 1995), as quais foram conjugadas aos
anticorpos especificos AA4 e BGD6, com o objetivo de separar as células
positivas para estes anticorpos da populacéo total de células da medula éssea
de rato. As células isoladas pelo mAb AA4 e mAb BGD6 foram
imunomarcadas por anticorpos diferentes daqueles utilizados para a
separagao, tais como anti c-kit e BC4, para melhor caracterizar estas células
como mastoécitos. Também foram investigadas as alteragdes na populagdo de
células AA4 positivas e BGD6 positivas da medula dssea, durante o

repovoamento da cavidade peritoneal dos ratos.



Il - OBJETIVOS

Separar da medula éssea de rato a populacdo de mastdcitos, através
de imunoafinidade, utilizando o anticorpo AA4 e BGD6 e contar as populagdes
de células isoladas com a finalidade de estimar o namero de células ainda
indiferenciadas presentes na medula éssea.

Identificar a presenga de mais de um antigeno na mesma célula,
através de imunomarcagdo com anticorpos diferentes daqueles utilizados no
isolamento das populagdes.

Analisar o envolvimento das células da linhagem de mastocitos
presentes na medula 6ssea durante o repovoamento da cavidade peritoneal de
ratos que tiveram a cavidade peritoneal depletada de mastécitos. Para este
estudo, seréo isoladas as popula¢des de mastdcitos da medula 6ssea de ratos
que sofreram a injegdo intraperitoneal de agua destilada, as quais serédo

quantificadas e imunomarcadas.



il - MATERIAL E METODOS

A. Obtencdao do material

Foram utilizados ratos Wistar, pesando 150g, os quais foram injetados
intraperitonealmente com agua destilada. No 2°, 6° e 10° dias apos a injegao,
foi colhida a medula 6ssea dos animais, através da injegcdo de salina
tamponada com fosfato (PBS), contendo heparina (1000 unidades/ml), no
canal medular do fémur. As células foram dissociadas com pipeta Pasteur por

sucessivas aspiracdes.

B. Anticorpos
Foram utilizados anticorpos monoclonais AA4 contra um gangliosideo
da superficie de mastocitos (GUO et al.,, 1989) e mAb BGD6 contra uma
proteina (HAMAWY et al., 1992), produzidos em camundongo contra a
superficie de células RBL-2H3. Também foi utilizado um anticorpo policlonal

anti c-kit (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY).

C. Conjugagio

1. Foi feita uma suspensao uniforme de esferas magnéticas (Dynabeads
M-450 Tosylactivated, Dynal), a qual foi agitada brevemente.

2. O anticorpo (mAb AA4 ou mAb BGDG6) foi dissolvido em solugédo de

borato 0,05M; pH 9,5; cuja concentracgéo era de 150 pg/proteina/mi.



3. Foi adicionado a solugdo de mAb AA4 ou mAb BGD6 um volume
igual de solugdo de esferas magnéticas (anticorpo/esfera magnética =
75ug/15ug; LEA et al., 1986).

4. A solugao foi incubada por 24h, a 22°C, em um rotor com velocidade
lenta.

5. As esferas foram colhidas com auxilio do CPM (Concentrador de
Particulas Magnéticas - Dynal).

6. Entéo, as esferas magnéticas foram lavadas 3 vezes por 10 minutos,
1 vez por 30 minutos e 1 vez “overnight” a 4°C. Todas as lavagens foram feitas
em 5mi de PBS 0,01M (tampéao fosfato) contendo 0,1% de BSA (soro albumina
bovina).

7. As esferas foram colhidas com o CPM e o sobrenadante foi
desprezado. As esferas magnéticas foram ressuspendidas em tampdo PBS a
uma concentragdo de 4x108 esferas (30mg/ml).

8. As esferas magnéticas conjugadas com o anticorpo (mAb AA4 ou

mAb BGDB6) foram estocadas a 4°C em PBS + BSA 1%.

D. Separagao Celular

As células da medula 6ssea foram colhidas em PBS + BSA 2%,
contendo 1000 unidades/ml de DNAse (Sigma). A seguir, foram lavadas duas
vezes em PBS + BSA 2% e incubadas por 5 a 10 minutos em solugdo de PBS
+ BSA 2% contendo as esferas magnéticas conjugadas com o anticorpo

especifico, na proporgdo de 3 esferas para 1 célula-alvo. As células foram



lavadas 1 vez em PBS + BSA 2% e 5 vezes em PBS. As lavagens foram feitas
por separagao magnética, utilizando o CPM.

A populagdo de células isoladas, primeiramente pelo mAb AA4
conjugado a esferas magnéticas, foi utilizada nas contagens afim de investigar
o processo de repovoamento da cavidade peritoneal por células precursoras
de mastécitos. A populagdo negativa obtida por este isolamento foi incubada
com mAb BGD6 com a finalidade de isolar e quantificar as células ainda

indiferenciadas que participam do repovoamento da cavidade peritoneal.

E. Microscopia 6ptica

Contagem: a porcentagem de mastécitos presentes na medula éssea
foi determinada por contagem em Céamara de Neubauer das células positivas
associadas as esferas magnéticas, e negativas, ou seja, nao ligadas as
esferas magnéticas. Estas células foram coradas com azul de toluidina 0,1% +

acido acético 0,1%, pH 3,5.

F. Imunofluorescéncia

As células ligadas as esferas magnéticas foram colocadas em laminulas
revestidas com Cel-Tak, fixadas em paraformaldeido a 2% em metanol a -
20°C, lavadas em PBS e a seguir imunomarcadas com os anticorpos BGD6 e
anti c-kit. O anticorpo secundario foi uma IgG de jumento anti camundongo e
outra anti coelho conjugada ao FITC (fluoresceina). Para fazer a dupla
marcacgdo, foi utilizada uma IgG de cabra anti camundongo conjugada ao

Texas Red.



G. Microscopia eletronica

Fixagdo - as células ligadas as esferas magnéticas conjugadas com o
anticorpo mAb BGD6 foram fixadas através de microondas em solucao de
glutaraldeido a 0,05% mais paraformaldeido a 2%, (JAMUR et al., 1995).

Pés-fixagcdo - As células foram embebidas em agar a 2% com o auxilio
do CPM e, entdo, pos-fixadas em OsO4 2% (EM Science) por 1 hora, a
temperatura ambiente e lavadas em agua destilada. A seguir, foram
desidratadas em séries crescentes de etanol, lavadas em acetona e incluidas
em Embed 812 (EM Science). Os cortes ultrafinos foram obtidos com navalha
de diamante e contrastados por 10 minutos em citrato de chumbo (REYNOLD,

1963) e acetato de uranila.



IV - RESULTADOS

IDENTIFICAGAO DE PRECURSORES DE MASTOCITOS E DE MASTOCITOS EM
MATURAGAO

Com as coloragdes de rotina para mastécitos, como o azul de toluidina,
nao é possivel identificar mastécitos bem imaturos ou seus precursores. No
entanto, estas células podem ser identificadas através da utilizagdo de
anticorpos especificos contra antigenos presentes na superficie de mastdcitos.

Utilizando os anticorpos monoclonais (mAb) AA4, contra gangliosideos
do tipo GD1b especificos da superficie de mastécito, e BGD6, contra uma
proteina de membrana, também especifica para esta célula, foi possivel
identificar mastécitos imaturos, com nenhum ou poucos granulos. Com a
utilizaggo do mAb BGD6, foi possivel observar também, células
completamente indiferenciadas, as quais sdo desprovidas de granulos
citoplasmaticos e com raras organelas e que possuem o nucleo arredondado,
volumoso e central. Esta populagdo de células pode, inicialmente, ser
identificada através de imunofluorescéncia, apresentando imunofluorescéncia
positiva na sua superficie, quando imunomarcada com o mAb BGD6 (FIG. 1).

Com a utilizagao dos anticorpos monoclonais AA4 e BGD6 conjugados
as esferas magnéticas, foi possivel, inicialmente, identificar a linhagem de
mastocitos dentro da populagéo total de células da medula éssea, uma vez
que estas células ligam-se as esferas magnéticas e podem ser coradas com

azul de toluidina. Com o mAb BGD6 conjugado as esferas magnéticas foi



possivel, inicialmente, identificar e, a seguir, isolar células indiferenciadas (FIG.
2A), reconhecidas como precursoras de mastocitos, por apresentarem o
antigeno para BGD6, bem como mastécitos em maturagdo, os quais
apresentam poucos granulos metacromaticos, que aumentam durante a
maturagdo (FIG.2B e 2C). Quando maduros, os mastécitos apresentam

citoplasma repleto de granulos (FIG. 2D).

ISOLAMENTO DOS PRECURSORES DE MASTOCITOS DA MEDULA OSSEA E SUA
CARACTERIZAGAO

O isolamento imunomagnético com 0 mAb AA4 permite a observagao
de células em diferentes estagios de maturagéo. Estas células, apés isoladas
com o mAb AA4, foram imunomarcadas com o mAb BGD6 e com um anticorpo
policlonal anti-c-kit. O c-kit &€ um receptor para o “c-kit ligante” ou seja, para o
Fator de Crescimento de “Stem Cell” (SCF). Quando as células bem imaturas
sdo submetidas a dupla marcagéao (simultanea) com o mAb BGD6, identificado
pelo anticorpo secundario conjugado ao Texas Red, e com o anti-c-kit,
revelado pelo anticorpo secundario conjugado a fluoresceina (FITC), existe
uma predominancia da fluorescéncia avermelhada sobre a alaranjada apés a
sobreposi¢do, indicando que o antigeno para BGD6 pode ser expresso
anteriormente ao c-kit ou, ainda, ser predominante nestas células. Na maioria
das células, observa-se a fluorescéncia de cor alaranjada, indicando a
presenca de ambos os antigenos nas células de tamanho intermediario, que
ainda estdo em maturagdo (FIG. 3A). Com o objetivo de isolar somente as

células indiferenciadas, utilizou-se o isolamento sequencial, no qual



primeiramente se isolou as células com a utilizagdo do mAb AA4 conjugado as
esferas magnéticas, seguido do isolamento da populagdo negativa (células
que nado se ligaram as esferas magnéticas + mAb AA4) pelo mAb BGD6 (FIG.
4).

Para confirmar a identidade destas células, elas foram imunomarcadas
com mAb BGD6 e reveladas com o anticorpo secundario marcado com FITC.
Todas as células ligadas as esferas magnéticas conjugadas ao mAb BGD6
também apresentaram fluorescéncia positiva apdés a imunomarcagdo com o
mAb BGD6 (FIG. 3B). BIBLIOTECA DE CIENCIAS BIOLOGICAS I UFPR

A caracterizagdo final destas células indiferenciadas como precursoras
de mastécitos, foi a imunomarcagao positiva para o c-kit (FIG. 3C). Este
antigeno esta presente em mastécitos e ausente em baséfilos.

Os precursores de mastdcitos isolados foram analisados a nivel de
microscopia eletrénica, confirmando as caracteristicas de uma célula
indiferenciada. Estas células apresentaram citoplasma desprovido de granulos
e com raras organelas, quase totalmente ocupado pelo nucleo volumoso,

arredondado e central (FIG. 5).

ANALISE DO PROCESSO DE MIGRAGAO DA POPULAGAO DE MASTOCITOS DA
MEeDULA OsseA AP6s A DEPLEGAO DOS MASTOCITOS DA CAVIDADE PERITONEAL
Além de possibilitar a identificagdo das populagées de mastécitos, o
isolamento sequencial realizado com a utilizacdo das esferas magnéticas
conjugadas ao mAb AA4 e ao mAb BGD6 também possibilitou a quantificagéo

dos mastdcitos que compdem a populagdo da medula 6ssea. Ainda, se pode



avaliar o processo de migragao que ocorre apds a deple¢dao de mastécitos da
cavidade peritoneal, causada pela injegao intraperitoneal de agua destilada.
Apés a contagem das células isoladas pelo mAb AA4, em camara de
Neubauer, a partir de animais controle, pode-se observar que a populagdo de
mastécitos da medula éssea corresponde a 2,4%. No 2°. dia apés a deplecao
da populagdo de mastécitos da cavidade peritoneal por agua destilada, a
populacdo de mastdcitos da medula 6ssea decresce para 0,3%. Seis dias apds
a deplegdo, esta populagédo de células aumentou para 0,49% e atingiu 0,66%
(TABELA 1) no 10°. dia ap6s a cavidade peritoneal ter sido depletada (FIG. 6).
O isolamento sequencial pelo mAb BGD6 permitiu quantificar a
populagdo de células indiferenciadas pertencentes a linhagem de mastécitos,
que corresponde a 0,02%. Dois dias apds a deple¢ao da cavidade peritoneal,
a populagdo de células indiferenciadas aumentou para 0,3%. No 6°. dia, a
populagédo decresceu para 0,26%, aumentando para 0,4% (TABELA il) no 10°.

dia ap6s a deplegao. (FIG. 7 - 8).



V - FIGURAS






Fig. 2 A-D - Mastocitos da populagéo de celulas da medula ossea incubadas corr

A -

B
C

D

mAb BGD6 conjugado as esferas magneéticas (setas) e coradas ccn
azul de toluidina. _

Célula indiferenciada com nucleo volumoso e arredondado, citoplasme
desprovido de granulos (cabec¢a de seta).

- Mastocito bem imaturo com poucos granulos citoplasmaticos
metacromaticos (cabeca de seta).

- Mastocito imaturo apresentando granuios metacromaticos nc
citoplasma (cabeca de seta).

- Mastocito maduro com o citoplasma repleto de granulos
metacromaticos que encobrem o nucieo (cabeca de seta).
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Fig. 3 A- C - Isolamento sequencial de mastécitos da medula déssea, utilizando o
mAb AA4 conjugado as esferas magnéticas, seguido de isolamento
com o mAb BGD6, também ligado as esferas magnéticas (setas).
A - Os precursores de mastocitos isolados apresentam reagdo positiva
para mAb BGD6 e anti c-kit (cabecas de seta). Nas células menores,
observar a fluorescéncia avermélhada‘correspondente ao predominio do
antigeno para o mAb BGD6 em relagéo ao c-kit (k).

B - Os precursores de mastdcitos isolados com esferas magnéticas
conjugadas ao mAb BGD6 apresentam fluorescéncia positiva para ¢
mAb BGD6 (cabeca de seta).

C - Os precursores de mastécitos isolados pelo mAb BGD6 conjugadc

as esferas magnéticas apresentam imunofluorescéncia positiva para o c-
kit (cabeca de seta).






Fig. 4 - Esquema demonstrando o isolamento sequencial de mastécitos através de
imunoafinidade. '



17

Isolamento Imunomagnético de
Mastocitos Indiferenciados

Medula Ossea Total

Esferas Magneticas acopladas ao
mADb AA4

Y 3 - o o
- N e
-\ﬁ ’ I o
P\'- o \ 2 T g |
53 2@ .
P, it e - s
o {4 tes /
(@) 2
a8, ied. N T
F.‘ ta®, s P e 4 W A 4
» 43 }c. \‘ ¢ iy, 1 v \'\_ L)
S, T (BN (&
Sela N (B) Lo
o’ sd S——

Células Positivas Células Negativas

Esfaras Magneticas
acopladas ac mAb BGD6

Descartadas ' ’\, '

Mastocitos Indiferenciados



Fig. 5 - Ultraestrutura de um precursor de mastocito indiferenciado (M) isolado pelo
mAb BGD6 conjugado as esferas magneticas (setas)
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Demonstracao da variagao da populagao
de mastocitos apos a deplegao
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Fig. 6 - Demonstragéo da variagéo da populacdo de mastocitos da medula dssea,
isolada pelo mAb AA4 conjugado as esferas magnéticas, apos deplegao
dos mastécitos da cavidade peritoneal por inje¢céo intraperitoneal de agua
destilada.
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Variacdo da populacao de precursores de mastocitos
indiferenciados da medula 6ssea apos a deplecao da
cavidade peritoneal.
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Fig. 7 - Demonstracdo da variagdo de precursores de mastdcitos indiferenciados
da medula Ossea, isolados pelo mAb BGD6 conjugado as esferas
magnéticas, apos a deplecéo da cavidade peritoneal.



Comparagao entre a variagao das populagoes
diferenciadas e indiferenciadas de mastocitos derivados
da medula 6ssea
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» células isoladas pelo mAb BGD6 conjugado as esferas magnéticas.

Fig. 8 - Comparagdo da variacdo sofrida pelas populacdes diferenciada e
indiferenciada de mastécitos derivados da medula 6ssea.



VI - DiIscussAO

A caracterizagdo de precursores de mastdcitos e de mastécitos em
diferentes estagios de maturagdo, segundo ODARJUK (1989), sempre foi
dificultada pela falta de marcadores especificos. Para a caracterizagéo e
identificacdo segura dos mastocitos imaturos, apenas a coloragdo por azul de
toluidina ndo é suficiente, ja que estas células apresentam poucos granulos
metacromaticos. Estudos anteriores foram baseados apenas na andlise
morfolégica dessas células (DVORAK, 1991) ou no contetido de seus granulos
citoplasmaticos (JAMUR et al., 1986; JAMUR & VUGMAN, 1988). Os
anticorpos monoclonais foram utilizados anteriormente por alguns
pesquisadores com o objetivo de caracterizar mastécitos imaturos. Para
identificar e caracterizar populagbes de mastocitos imaturos e células
indiferenciadas € necessaria a utilizagdo de anticorpos monoclonais
especificos contra antigenos presentes na superficie de mastécitos (JAMUR et
al., 1996).

Com a utilizagdo de esferas magnéticas conjugadas a anticorpos
monoclonais especificos, foi possivel isolar e quantificar as células em
diferentes estagios de maturagdo. O anticorpo monoclonal AA4 conjugado as
esferas magnéticas permitiu o isolamento, a partir da medula 6ssea, de
populagdes de mastécitos maduros, imaturos e bem imaturos (JAMUR, 1997).
No presente estudo foi possivel observar, apés o isolamento dos mastdcitos

pelo mAb AA4 conjugado as esferas magnéticas, seguido de dupla marcagéo



com o mAb BGD6 e o anti c-kit, células de tamanho intermediario com
fluorescéncia alaranjada e células bem pequenas com fluorescéncia
avermelhada, o que indica que o antigeno para o mAb BGD6 predomina sobre
o c-kit em células bem indiferenciadas.

No presente trabalho, através do isolamento com o mAb BGD6
conjugado as esferas magnéticas, pode-se observar células pequenas,
indiferenciadas, desprovidas de granulos e que nao foram isoladas pelo mAb
AA4 conjugado as esferas magnéticas. Apds o isolamento, estas células ainda
foram imunomarcadas com o mAb BGD6 conjugado ao anticorpo secundario
FITC, apresentando fluorescéncia positiva. Estas células indiferenciadas
apresentaram fluorescéncia positiva apdés imunomarcacdo com o anti c-kit
conjugado ao anticorpo secundario FITC, comprovando que sdo precursoras
de mastécitos, visto que este antigeno ndo esta presente em basofilos
(VALENT, 1994).

Através da imunoseparacdo magnética foi possivel determinar, em
animais controle, que a populagdo de mastocitos da medula oéssea
corresponde a 2,4% das células da medula éssea. Utilizando o método da
injecao intraperitoneal de agua a populagcdo de mastocitos peritoneais foi
depletada. Dois dias apés a deplecao, através do isolamento das células da
medula 6ssea pelo mAb AA4 conjugado as esferas magnéticas, pode-se
observar que a populagdo de mastécitos da medula éssea decresce para
0,3%. No 6°. dia apos a injecgao intraperitoneal de agua destilada, a populagao
aumentou para 0,49% e no 10° dia atingiu 0,66%. Entretanto, no 10°. dia

apos a deplegao, observa-se que a populagédo de mastécitos isolada pelo mAb



AA4 ainda ndo se recuperou, atingindo apenas 27,5% do valor total de
mastocitos da medula 6ssea, que é 2,4%. Estes numeros indicam que a
populagdo de mastécitos da medula Ossea serve como reservatério de
mastocitos para suprir o povoamento dos tecidos. Estes nimeros sugerem que
os mastdocitos que migram da medula 6ssea para repovoar a cavidade
peritoneal podem estar em diferentes estagios de maturacao. Estes resultados
sd@o contrarios a literatura, que menciona que apenas precursores deixam a
medula éssea (GALLI et al., 1992; KITAMURA et al., 1993).

Em animais controle, os mastécitos da medula 6ssea isolados com mAb
BGD6 conjugado as esferas magnéticas apos o isolamento pelo mAb AA4,
corresponde a 0,02%. Assim como a populagdo de células da linhagem de
mastécitos sofreu alteragbes durante o repovoamento da cavidade peritoneal,
a populacao de células indiferenciadas, isoladas pelo mAb BGD6, também é
alterada. Dois dias apds a deplecao da cavidade peritoneal por agua destilada,
observou-se que a populacdo de células indiferenciadas aumenta de 0,02%
para 0,33%. Apds 6 dias de deplegdo, esta populagdo diminuiu para 0,26% e
voltou a subir, para 0,4% no 10°. dia, correspondendo a vinte vezes o valor
inicial desta populagdo. Observados nos controles, estes valores sugerem que
estas células indiferenciadas proliferam na medula 6ssea para atender o
recrutamento durante o repovoamento da cavidade peritoneal. Estes
resultados também mostram que a populagdo de mastocitos da medula 6ssea
é mantida e restabelecida pela populagéo de células indiferenciadas, isoladas

da medula éssea pelo mAb BGDB6.



VIl - CONCLUSAO

1 - A utilizagdo de anticorpos é eficiente para a caracterizagéo e identificagéo
de mastécitos em diferentes estagios de maturagdo e de células
indiferenciadas pertencentes a linhagem de mastécitos.

2 - Células ainda indiferenciadas apresentam imunofluorescéncia positiva para
o mAb BGD6, que reconhece antigeno especifico para mastécito.

3 - A separagdo imunomagnética com o mAb AA4 é eficiente para o
isolamento de mastécitos da medula éssea em diferentes estagios de
maturagao.

4 - A populagdo de mastécitos, AA4 positiva, corresponde a 2,4% da
populagdo total de células da medula éssea. Esta populagdo decresce com a
deplegdo dos mastocitos peritoneais.

5 - O isolamento imunomagnético com o mAb BGD6 separa uma populacédo de
células indiferenciadas precursoras de mastécitos, que é c-kit positiva,
confirmando sua identificagdo como mastécito e ndo baséfilo.

6 - A populagdo de células indiferenciadas precursoras de mastocitos, BGD6
positiva, corresponde a 0,02% da populagao total de células da medula éssea.

7 - A populagdo de células indiferenciadas pertencentes a linhagem de
mastoécitos, isoladas pelo mAb BGD6, aumenta vinte vezes apds a deplegao
dos mastdcitos da cavidade peritoneal.

8 - Os resultados mostram que, além de precursores, mastécitos em

maturagao podem deixar a medula 6ssea para povoar os tecidos.



BIBLIOTECA DETIENCIAS BIOLOGICAS | UW&?

TABELA |. Mastécitos isolados atravées do mAb AA4 conjugado as esferas
magnéticas de animais controles e de animais tratados por 2, 6 e 10

dias.
Medula Numero Total de Total de % de % de
Ossea de células + DP Mastocitos Mastocitos Mastocitos
Animais Isolados + DP em relagao
ao controle
Controle 30 2+0.9x10’ 4.6+0.4x10° 2,4%
2 dias 2 16.45+8.4x10" 0.053+0.032x10’ 0,3% 12,5%

6 dias 2 29.7+14.9x107  0.124+0,01x10’ 0,49% 20,4%
10 dias 2 23.9+11.5x107 0,144+0,014x10’ 0,66% 27.5%

DP = Desvio Padrao



TABELA Il. Mastécitos isolados através do mAb BGD6 conjugado as esferas
magnéticas apds 2, 6 e 10 dias apdés a deplegcdo da cavidade

peritoneal por agua destilada.

Njedula Numero Total de Total de % de

Ossea de células + DP Mastocitos Mastocitos
Animais Isolados + DP

2 dias 2 11.4+3,95x10°  0.038+0.008x10’ 0,33%

6 dias 2 61,4+31,3x10"  0.162+0,105x10’ 0,26%

10 dias 2 61,7+21.77x10"  0,103+0,117x10” 0,4%

DP = Desvio Padréao
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