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A

Minha mae , Neide ,
Exemplo de luta e dedicagdo. Lutou contra a morte
por amor e dedicou sua vida de luz para o0 nosso
bem estar. Somos hoje, o reflexo deste amor,
que nunca deixou de iluminar nossos caminhos.

A
DEUS

“Elevo os meus olhos para os montes; de onde me
vira o socorro? O meu socorro vem do Senhor,
que fez 0 céu e aterra. Nao deixara vacilar o teu
pé ; aquele que te guarda nao tosquenejara. Eis
que nao tosquenejara nem dormira o guarda de
Israel. O Senhor é quem te guarda; o Senhor é
a tua sombra a tua direita. O sol ndo te molestara
de dia nem a lua de noite. O Senhor te guardara
de todo o mal ; ele guardara a tua alma. O Senhor
guardara a tua entrada e a tua saida, desde

agora e para sempre.”
(SALMO 121)



A

Prof®. Dr®. Maria Célia Jamur , orientadora
e amiga, a quem devo nao s6 minha
iniciacdo a pesquisa, como também, um
conhecimento amplo, cientifico e humano.
“A ciéncia sera sempre uma busca,
jamais um descobrimento total. E uma
viagem, nunca uma chegada.”
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RESUMO

A injecdo intraperitoneal de agua destilada em ratos € um procedimento
que leva a lise e desaparecimento dos mastécitos da cavidade peritoneal,
proporcionando um modelo adequado para o estudo do repovoamento e
maturagdo dos mastécitos. No presente trabalho, o efeito da deplecdo dos
mastocitos peritoneais em outro possivel reservatério de mastécitos, a medula
6ssea, foram investigados. Os mastdcitos peritoneais e da medula éssea foram
isolados com esferas magnéticas conjugadas ao anticorpo monoclonal AA4
(mAb AA4) especifico para mastoécitos. As células isoladas também foram
imunomarcadas com mAb anti IgE e com mAb BC4, pois a maioria das células
isoladas dois dias ap6s a deplecéo da cavidade peritoneal eram imaturas, o
que dificultava sua identificagcdo como mastécitos. Todas as células ligadas as
esferas magnéticas foram reconhecidas por estes anticorpos, o que confirmou
sua identificacdo como mastocitos. Apds o isolamento as células ligadas as
esferas magnéticas foram coradas com azul de toluidina pH 3,5 e contadas em
camara de Neubauer. Nos animais controle, os mastocitos corresponderam a
25% do total de células da cavidade peritoneal, enquanto que a populacao de
mastocitos da medula 6ssea foi de 2,4% do total de células. Dois dias ap6s a
injecdo de agua destilada, somente 2,5% de células da cavidade peritoneal
eram mastocitos. Seis e dez dias apds a inje¢cdo, 0 numero de mastdcitos na
cavidade peritoneal aumentou para 11,5% e 23,75%, respectivamente. O
numero de mastécitos na medula 6ssea sofre alteragédo paralela a do nimero
observado na cavidade peritoneal. Dois dias apds a inje¢cao de agua destilada
0 numero de mastécitos da medula 6éssea diminuiu para 0,3%. Em seis dias,
este numero aumentou para 0,49% e em dez dias para 0,66%. Estes
resultados indicam que ha um dindmico processo de migragéo de células da
linhagem de mastécitos da medula 6ssea durante o repovoamento da cavidade
peritoneal.



SUMMARY

Injection of distilled water into rat peritoneal cavity is a well characterized
model frequently used to investigate repopulation and maturation of mast cells.
Exposure of mast cells in the peritoneal cavity to distilled water results in their
lysis and disappearence. In the present study, the effect of the depletion of
peritoneal mast cells on another possible reservoir of mast cells, the bone
marrow, was investigated. Two, six and ten days after injection of distilled water
or saline into the peritoneal cavity of Wistar rats, mast cells from the peritoneal
cavity and bone marrow were isolated with a mast cell specific antibody, mAb
AA4, conjugated to tosylactivated magnetic beads. Since many of the cells bound
to the magnetic beads were immature, and not readily identifiable as mast cells,
the isolated cells were also immunostained with mAb anti IgE and mAb BC4. All
cells bound to the magnetic beads were also positive for IgE and BC4, thus
confirming that these cells were indeed mast cells. After isolation the cells
attached to the beads were stained with Toluidine blue pH 3.5 and counted in a
Neubauer camera. In control animals, mast cells comprised 25% of the total cells
from peritoneal cavity, while in the bone marrow the mast cell population was
2.4% of total cells. Two days after injection of distilled water, only 2.5% of the
cells in the peritoneal cavity were mast cells. Six and ten days after injection the
number of mast cells in the peritoneal cavity had increased to 11.5% and 23.75%
respectively. The number of mast cells in bone marrow parallelled the change in
mast cell numbers seen in the peritoneal cavity. Two days after injection of
distilled water the number of mast cells in the bone marrow had decreased to
0.3%. At six days the cells had increased in humber to 0.49% and by 10 days had
reached 0.66%. These results indicate that there is a dynamic process of mast
cell migration from the bone marrow during repopulation of the peritoneal cavity.
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Os mastdcitos produzem e armazenam em seus granulos citoplasmaticos uma
gama de mediadores quimicos potentes, como a histamina. Além disso, os mastécitos
expressam em sua superficie celular receptores de alta afinidade (FCeRI) para
Imunoglobulina E (IgE). O complexo IgE-receptor possui um importante papel nos
processos de liberagao destes mediadores quimicos, que ao serem liberados causam
reacOes alérgicas. Os mastocitos participam de reagdes de hipersensibilidade lenta e
imediata, porém a liberagdo de mediadores quimicos ainda esta associada a varios
fenémenos, tais como: reagao inflamatodria, toxicidade celular, ativagao e diferenciacédo
celular, imunorregulacdo e também potenciam a citotoxidade de eosinéfilos e
macroéfagos.

Devido a sua extensa participacdo em varios fenébmenos que ocorrem nos
organismos, os mastécitos vém sendo amplamente estudados. Um dos aspectos
explorados pelos pesquisadores envolve sua origem e os processos de diferenciagdo
e maturagdo. Estudos in vivo e in vitro mostram claramente que estas células sdo
derivadas dos tecidos hematopoiéticos (KITAMURA et al., 1979; GALLI et al., 1984,
GALLI, 1990). O desenvolvimento de técnicas de cultivo e a reconstituicido da
populagdo de mastdcitos em camundongos deficientes em mastécitos (KITAMURA et
al., 1978), facilitaram a analise dos diversos fatores do microambiente que propiciam o
crescimento e a diferenciacao destas células (VALENT et al., 1991).

Alguns pesquisadores estudaram o processo de maturacdo dos mastocitos
durante o repovoamento da cavidade peritoneal, ap6s a inje¢ao intraperitoneal de agua
destilada que causa a lise e o desaparecimento dos mastécitos (FAWCETT, 1955;

MENDONCA et al., 1986; GRECA, 1991). A identificacao das células imaturas durante
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este processo esta vinculada a presenca e quantidade de granulos citoplasmaticos. No
entanto, pesquisas realizadas in vitro sugerem que os mastocitos imaturos apresentam
o receptor de alta afinidade para a IgE antes mesmo de formarem grénulos
citoplasmaticos (GALLI et al., 1982). Desta forma, células bem imaturas, desprovidas
de granulos, s6 poderiam ser identificadas com a utilizagado de marcadores especificos
para outras estruturas celulares. Atualmente, anticorpos monoclonais especificos foram
produzidos contra componentes da membrana celular de mastocitos, os quais podem
ser utilizados na sua identificagdo (FARACO et al., 1997). Com a caracterizagdo de
células precursoras e de células que constituem a linhagem de mastdcitos, muitas
questdes relacionadas com a biologia destas células poderdo ser respondidas.
Aspectos envolvendo a migragao e proliferagdo dos mastécitos in vivo, bem como a sua
relacdo com o0 ambiente extracelular continuam obscuros, dificultando o entendimento
da sua participagdo em processos fisiolégicos e patoldgicos.

No presente trabalho procuraremos identificar e isolar os mastdcitos berh
imaturos e em maturagao obtidos durante o processo de repovoamento da cavidade
peritoneal de ratos, apds a inje¢ao intraperitoneal de agua destilada, utilizando
anticorpos especificos contra diferentes componentes da superficie de mastécitos.
Também procuraremos avaliar a dindmica de recrutamento das células da medula

ossea durante o repovoamento da cavidade peritoneal.
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Os mastécitos sdo células do tecido conjuntivo que se caracterizam por
apresentarem proeminentes granulos metacromaticos (ERLICH, 1877). A
metacromasia dos granulos de mastécitos € consequéncia da grande concentragao de
heparina, uma proteoglicana altamente sulfatada (JORPES et al., 1937; HOLMGREN &
WILANDER, 1937). Além da heparina, os granulos de mastdcitos contém aminas,
proteases neutras e fatores quimiotaticos (SCHWARTZ & KEPLEY, 1994). Estas
células possuem receptores especificos na sua superficie, com alta afinidade (FCeRI)
para IgE (ISHIZAKA & ISHIZAKA, 1984). A interacao entre antigenos multivalentes com
os receptores de superficie para a imunoglobulina E desencadeia eventos bioquimicos
que levam a liberagdo da histamina, metabdlitos do acido aracdénico e citocinas
(GORDON et al., 1990). Estas moléculas efetoras sao responsaveis pelas reacoes de
hipersensibilidade lenta (HENDERSON et al., 1979) e imediata (BENHAMOU et al.,
1992). Quando as IgEs sdo interligadas por antigenos ou outras moléculas que
promovem o intercruzamento dos receptores, ocorre a desgranulagdo dos mastocitos e
consequente liberacdao do conteudo granular. Os mediadores quimicos liberados por
estas células participam de fenémenos associados a reagao inflamatéria, a toxicidade
celular, a ativagao e diferenciacdo celular, a imunorregulagéo e a potencializagédo da
citotoxicidade de eosinéfilos e de macrofagos. Esses receptores de alta afinidade estao
distribuidos em toda a superficie celular (SULLIVAN et al., 1971), ndo sendo observado
um numero significante de receptores no citoplasma das células (ISERSKY et al., 1975;
ROSSI et al.,, 1977). O mastécito tem uma participagao importante nas reagdes
inflamatérias defensivas mas sua ampla desgranulagdo pode produzir reagdes

anafilaticas graves nos organismos. O complexo IgE-receptor formado na superficie de
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mastécitos e a consequente liberagcdo de mediadores quimicos, estabelecem uma
intima relagé@o entre o ambiente extracelular e as atividades fisioldgicas ou patolédgicas
destas células (GALLI et al., 1992).

Os receptores foram purificados e testados por diferentes grupos de
pesquisadores (FROESE, 1984; METZGER et al., 1986). Com os receptores
purificados foi possivel analisar a capacidade dos mesmos de se ligarem com alta
afinidade a IgE e a anticorpos monoclonais especificos (BASCIANO et al., 1986).
Anticorpos especificos podem se ligar ao receptor de IgE e ativar as células na
auséncia de IgE (BASCIANO et al., 1986; ISERSKY et al., 1978; ISHIZAKA &
ISHIZAKA, 1978). Atualmente, a estrutura destes receptores € bem conhecida, gracas
a estudos realizados por varios grupos de pesquisa. METZGER (1992) descreveu um
modelo para o FCeRI que se compde de 3 subunidades: uma cadeia o, com uma
porcao exposta ao meio externo, uma intramembranosa e outra exposta ao citoplasma;
uma cadeia B , com duas porgdes citoplasmaticas, sendo a maior parte

intramembranosa; duas cadeias y, cada uma com uma por¢ao intramembranosa e uma

cauda citoplasmatica. A subunidade o € a que contém o sitio de ligagdo para IgE
(BASCIANO et al., 1986).

A IgE ligada ao receptor foi demonstrada imunocitoquimicamente por CHEN e
ENERBACK (1994). Utilizando o anticorpo anti IgE conjugado ao ouro coloidal, foi
observado que em mastocitos pré-fixados as  particulas de ouro estavam
homogeneamente distribuidas na superficie celular. As particulas de ouro
imunomarcadas com anti IgE foram observadas na superficie de mastdocitos de ratos
normais, porém este numero foi bem mais significativo em mastécitos de rato infectados

por Nippostrongylus brasiliensis.



5

A participacdo dos mastécitos em processos imunoloégicos levaram os
pesquisadores a se aprofundarem nas investigagées relacionadas com a biologia
destas células. Um dos aspectos que tem atraido o interesse de varios grupos de
pesquisadores esta relacionado com a origem, diferenciacdo, matura¢cdo e com o
processo de repovoamento dos mastocitos nos tecidos. Durante a embriogénese,
inicialmente os precursores de mastdcitos aparecem no saco vitelino. O numero destas
células diminui rapidamente neste local e séo, logo a seguir, observadas no figado fetal
(SONODA et al., 1983).

Embora os mastdcitos sejam considerados células préprias do tecido conjuntivo,
estudos in vivo e in vifro mostram claramente que sdo derivados dos tecidos
hematopoiéticos (KITAMURA et al., 1981; YUEN et al., 1988; GALLI et al., 1990). No
animal adulto, a medula 6ssea & a principal fonte de precursores de mastdcitos
(SONODA et al., 1986; GINSBURG et al., 1982). KITAMURA et al. (1978)
demonstraram que ratos deficientes em mastécitos, quando transplantados com a
medula 6ssea de ratos normais, apresentaram um aumento significativo de mastécitos
em varios tecidos observados, como no mesentério, onde chegam a niveis similares
aqueles encontrados em ratos normais. A relagdo entre as células hematopoiéticas
multipotentes e a origem dos mastécitos foi investigada por KITAMURA et al. (1981);
SHARADER et al. (1981) e NAKAHATA et al. (1982). Estes pesquisadores concluiram
que o mastdcito € uma progénie de uma célula fonte e que se diferencia da maioria de
outras progénies da célula fonte, como os eritrocitos, granulécitos e plaquetas, que
deixam o tecido hematopoiético somente ap6és completar a sua diferenciagdo. Os
precursores dos mastocitos migram através da corrente sanguinea (ZUCKER-

FRANKLIN et al., 1981; SONODA et al., 1984) e quando chegam ao tecido conjuntivo
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completam sua maturacéo e proliferam (HATANAKA et al.,, 1979; KITAMURA et al,,
1979). Os precursores de mastocitos imaturos migram rapidamente através do sangue
circulante até atingirem locais onde as citocinas do microambiente proporcionam sua
sobrevivéncia e diferenciagdo (KITAMURA et al, 1993). SMITH e WEIS (1996)
sugerem que receptores existentes nos mastocitos reconhecem um ligante endotelial,
permitindo a entrada dos mastocitos imaturos pela lamina prépria e pelo epitélio. A
producdo de uma gama de citocinas multifuncionais pode representar um importante
mecanismo, através dos quais os mastécitos influenciam processos fisioldgicos,
imunolégicos e patolégicos (GORDON et al., 1990). ROTTEM et al. (1991) sugerem,
ainda, que os precursores de mastocitos ndo possuem papel fisiolégico determinado,
porém ao migrarem para os tecidos onde amadurecem, passam a exibir fenétipos
especificos daquele tecido. O crescimento e diferenciacdo dos mastdcitos e suas
células progenitoras sé&o regulados por fatores distintos e em particular pelo
microambiente (VALENT et al., 1991).

CHEN e ENERBACK (1994) observaram células peritoneais agranulares que
denominaram “tipo linfocito” as quais identificaram como precursores de mastocitos em
estagios iniciais de diferenciagdo. Estas células foram observadas apoés
imunomarcacao para IgE, utilizando o ouro coloidal conjugado a anti IgE. O niumero de
receptores de IgE encontrado nao mostrou relagdo com os processos de maturagéo e
desenvolvimento dos mastocitos. Estes mastocitos imaturos possuem cromaﬁna
nuclear condensada, nucléolo grande, pro-granulos imaturos e grande numero de
corpos lipidicos em seu citoplasma. No entanto, devido a similaridade funcional, muitos
pesquisadores sugerem que mastécitos e basédfilos se originem de um mesmo

precursor (ZUCKER-FRANKLIN, 1980). Com a finalidade de caracterizar mastécitos e
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basoéfilos, GLEICH e colaboradores (1986) utilizaram como pardmetro as atividades
biolégicas destas células, bem como sua importancia nas doencas alérgicas. Os
baséfilos se originam na medula 6ssea, circulam pelo sangue e migram para os tecidos
onde participam das reag¢des imune e inflamatérias. Em contrapartida, mastécitos sdo
oriundos de precursores da medula éssea que migram para os tecidos, onde proliferam
e se diferenciam sobre a influéncia de fatores locais como a presenca da interleucina-3,
elaborada por células-T (GUY-GRAND et al.,, 1984; VALENT et al, 1991). Os
mediadores quimicos associados com os mastécitos e baséfilos, podem auxiliar na
caracterizagdo destes tipos celulares. Os basoéfilos possuem heparina, condroitin-
sulfato, dermatan-sulfato enquanto os mastdcitos possuem heparina altamente
sulfatada. Os baséfilos apresentam proteases neutras em seus granulos
citoplasmaticos enquanto os mastécitos proteases tipo | (com atividade semelhante a
quimiotripsina o). Os mastdcitos possuem postraglandina 2 em seu granulos
citoplasmaticos, que sdo ausentes nos granulos de baséfilos. Além disso, somente
mastécitos apresentam receptores para c-kit (KITAMURA et al., 1993).

Dependendo do tecido, diferentes tipos de mastécitos podem ser encontrados,
apresentando fendtipos distintos (ENERBACK, 1981; KITAMURA, 1989). Estes
diferentes tipos de mastdcitos sdo observados em algumas espécies de roedores e em
humanos e séo classificados como duas populacdes distintas: mastédcitos do tecido
conjuntivo (CTMC) e mastécitos de mucosa (MMC). Os CTMC estao presentes na pele,
na cavidade peritoneal e no musculo do estdmago e acumulam heparina e muita
histamina em seus granulos. Ao contrario, os MMC sao proeminentes na camada
mucosa do trato digestivo e contém em seus granulos sulfato de condroitina e pouca

quantidade de histamina. Estas diferencas fenotipicas parecem ser influenciadas pelo
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microambiente do tecido. Mastécitos derivados da medula 6ssea, quando cultivados
(BMCMC), apresentam um fenétipo de MMC. Entretanto, BMCMC adquirem fenétipos
de CTMC quando sio injetados na cavidade peritoneal de camundongo W/W'
deficiente em mastocito (NAKANO et al,, 1985). Ainda, CTMC podem mudar seu
fenétipo para MMC quando injetados na mucosa estomacal de camundongo W/W"
(SONODA et al., 1986; KANAKURA et al., 1988).

A proliferacdo de mastécitos nos tecidos pode ser dependente de células-T
sendo, entdo, mediada por interleucina-3 (IL-3); IL4; IL-9 e IL-10. A IL-3 é uma
glicoproteina com 28 kD que promove o aparecimento, proliferacéo e diferenciacao de
células progenitoras de varias linhagens celulares da medula 6ssea, que inclue
eritrécitos, linfocitos, mondcitos, granulécitos e mastocitos (SCHARADER, 1986; IHLE &
WEINSTEIN, 1986). A IL-3 & produzida predominantemente por células-T sob
estimulagdo antigénica ou mitogénica (NIEMEYER et al., 1989; OSTER et al., 1989)
mas pode também ser ativada pelos mastocitos (PLAUT et al., 1989; WODNAR-
FILIPOWICZ et al, 1989; BURD et al., 1991). Em determinadas situacoes, os
mastécitos na presenca de IL-3, podem ser capazes de influenciar sua prépria
proliferagdo. Esta proliferacdo pode ser inibida quando mastécitos derivados da
medula éssea de camundongo foram cultivados na presengca de um gangliosideo
exégeno GM3, que modula suas caracteristicas (FUJIMAKI et al., 1995).

Estudos recentes mostram que fatores produzidos por células do estroma
estimulam muitas atividades das células fontes (stem cell factor -SCF) e dos mastdcitos,
incluindo o seu desenvolvimento (VALENT et al., 1992; AGIS et al., 1993; GALLI et al.,
1993). DURAND et al. (1994) observaram que o crescimento inicial de mastécitos

humanos em cultura foi dependente de fibroblastos . Notaram, também, que a
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combinagao de varios fatores de crescimento, incluindo o SCF e a IL-3, foram capazes
de aumentar a proliferagédo e crescimento de mastécitos humanos com alta eficiéncia.
Ainda, foi detectado pelos autores que ocorre morte celular na auséncia de SCF e/ou
IL-3. As células observadas possuiam morfologia de mastdcitos imaturos, sendo azul
de toluidina positivos, CD33+, CD34-, CD35+, c-kit-. LERNER et al. (1991)
demonstraram que anticorpos monoclonais se ligam na superficie de mastdcitos
humanos reconhecendo a proteina c-kit humana como receptor para 0 SCF. RENNICK
et al. (1995), entretanto, demonstraram que na auséncia de células ’acess()rias
(fibroblastos, células T) o0 SCF nao é capaz de estimular o crescimento de progénies de
mastocitos. Contudo, os autores observaram que o SCF exibe potente efeito promotor
para o crescimento de mastécitos quando combinado com fibroblastos e cofatores
especificos tais como: IL-3, IL4 e IL-10. O SCF age como um competente fator de
crescimento para progenitores de mastocitos e para mastdcitos em determinados
estagios de diferenciagao, que ainda sao influenciados por interagdes com os cofatores
especificos. Investigagbes mais amplas tém demonstrado que IL-3 juntamente com
SCF expande os grupos de progenitores de muitos tipos de células hematopoiéticas da
medula éssea, incluindo, portanto, mastocitos e baséfilos (SCHWARTZ & KEPLEY,
1994). SILLABER et al. (1994) observaram que in vitro, a IL-3 e IL-4 inibem a formacgao
de mastécitos humanos dependentes de SCF. Porém, o mecanismo pelo qual o
crescimento de mastécitos foi inibido pela IL-3 e IL-4 continua desconhecido.

Com objetivo de estudar a proliferacdo e maturacdo dos mastécitos, in vivo,
foram utilizados modelos experimentais envolvendo mastécitos peritoneais de rato. O
primeiro estudo sobre o repovoamento de mastécitos foi realizado por FAWCETT

(1955), em mesentério de ratos que foram submetidos a injecao intraperitoneal de agua
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destilada, que causa lise e desaparecimento dos mastécitos peritoneais. As primeiras
células contendo granulos metacromaticos apareceram no mesentério oito a doze dias
apés, na adventicia de vasos do mesentério. Apés algumas semanas, estas células
aumentaram progressivamente em quantidade, tamanho e numero de granulos.
Somente na sexta semana € que 0 mesentério estava totalmente repovoado.

MENDONCA et al. (1986) estudaram o repovoamento e maturagdo dos
mastdcitos do lavado peritoneal apdés o seu desaparecimento causado pela inje¢ao
intraperitoneal de agua destilada. Observaram que, no mesentério, mastécitos jovens
sdo encontrados no quinto dia. Nos esfregacos de lavado peritoneal os mastocitos
foram identificados no sétimo ou oitavo dia, € nos cortes de 0,5 um ja podiam ser
observados no sexto dia. Demonstraram, ainda, que a heparina surge juntamente com
a histamina do quinto ao sétimo dia, sendo a serotonina sintetizada mais tardiamente,
aparecendo apenas em mastécitos maduros.

Muitos estudos in vitro também tém contribuido para o melhor entendimento do
processo de diferenciacdo e maturagdo dos mastocitos. GINSBURG e LAGUNOFF
(1967) observaram que mastécitos de camundongo cultivados durante 10 dias, quando
observados ao microscopio eletrénico, apresentavam numerosas projegoes vilosas e
sinuosas em sua superficie. Possuiam poucas mitocdndrias € um complexo de Golgi
bem desenvolvido, localizado préximo ao nucleo. O nucleo destes mastdcitos imaturos
sdo geralmente ovdides com chanfraduras. As caracteristicas estruturais dos
mastdcitos em cultura sdo semelhantes as dos mastécitos imaturos de camundongo
presentes no tecido conjuntivo embrionario descrito por COMBS (1971). COMBS
(1971) observou, ultraestruturalmente, que os mastécitos de camundongos recém-

nascidos e em cultura apresentavam o processo de diferenciagdo e maturagao
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morfologicamente idénticos. Descreve que durante o processo, ocorre um aumento no
numero de granulos elétron- densos que vao preenchendo o citoplasma da célula. O
sistema de membranas € reduzido nos mastécitos imaturos, exceto o complexo de
Golgi que € bem desenvolvido na regido perinuclear.

CZARNETZKI et al. (1979) estudaram in vitro o processo de maturagdo dos
mastécitos e observaram que os mesmos se originam de pequenas células
mononucleares. Através de microscopia eletrénica, demonstraram que ap6s quinze
dias, as células apresentavam caracteristicas ultraestruturais de mastécitos maduros,
corﬁo os descritos por LAGUNOFF (1972). Os mastécitos produzidos in vitro sao menos
diferenciados, quand'o comparados com os mastocitos peritoneais tipicos (GALLI et al.,
1984). Mastécitos clonados de camundongo sado ultraestruturalmente semelhantes a
mastdcitos imaturos observados in vivo. Estes clones permitem uma investigacao direta
de seus processos bioquimicos e funcionais, pois os mastédcitos podem crescer na
auséncia de outras células (GALLI et al., 1982). MARSHALL et al. (1994) observaram
que mastdcitos peritoneais de ratos com quatorze a quinze dias, continham
aproximadamente 1/10 da quantidade de histamina obtida em mastécitos peritoneais de
ratos adultos. A nivel ultraestrutural, mastocitos jovens contém relativamente poucos
granulos.

Alguns estudos realizados durante o processo de maturagéo in vivo, utilizaram a
citoquimica ultraestrutural, com objetivo de identificar mastécitos peritoneais imaturos
colhidos 6 dias ap6s a deplegao da cavidade peritoneal pela injegédo de agua destilada.
As células imaturas apresentavam em seus granulos reagdes citoquimicas que
identificavam enzimas e proteinas basicas, estas com objetivo de diferenciar os

mastocitos imaturos de macroéfagos peritoneais. Estas células apresentavam nucleo
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com chanfradura, reticulo endoplasmético rugoso (RER) e aparelho de Golgi bem
desenvolvidos, grande quantidade de mitocdndrias e pequenos granulos
citoplasmaticos (JAMUR et al., 1986; JAMUR & VUGMAN, 1988). DVORAK (1986)
descreveu mastocitos imaturos como células que possuem um nucleo oval e lobulado,
muitas especializag()es citoplasmaticas de superficie e citoplasma contendo pré-
granulos e vesiculas. Estes pré-granulos individuais continham o contetdo
empacotado pelo Golgi ativo e se agrupavam para formar os granulos, o que sugere
que os eventos da maturacao incluem a condensagao e homogeiniza¢ao do conteudo
granular.

Segundo GALLI et al. (1982) células comprometidas a se diferenciarem em
mastécitos ja possuem o FCeRI, antes mesmo de apresentarem granulos
citoplasmaticos. Observaram, também, que mastocitos clonados expressam receptores
de membrana plasmatica (FCeRI) que liga IgE de camundongo em equilibrio constante,
similar ao que ocorre com os mastocitos peritoneais de camundongo normal. Estes
dados levaram estes pesquisadores a sugerir que o FCeRI é expresso no inicio do
processo de maturagdo dos mastécitos, precedendo, portanto, a sintese dos granulos
citoplasmaticos e armazenagem de mediadores. Com base nestas evidéncias, células
bem imaturas e desprovidas de granulos citoplasmaticos, deixam de ser identificadas e
quantificadas. RIMMER et al. (1984) utilizaram sete anticorpos monoclonais especificos
para componentes dos granulos de mastécitos hematopoiéticos e do tecido conjuntivo .
No entanto, os pesquisadores descobriram que os anticorpos também se ligavam a
moléculas do citoplasma de eritrocitos maduros, células parenquimais do figado e
outros tipos celulares hematopoiéticos. KINZER et al. (1995) descreveram um anticorpo

monoclonal especifico (K-1) anti uma proteina de membrana com 161 kD (p161)
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expressa em mastocitos, porém esta mesma molécula foi encontrada na superficie de
alguns macroéfagos e de outras células hematopoiéticas.

Os resultados relatados pelos pesquisadores nos ultimos dez anos demonstram
que as células progenitoras de mastocitos ndao foram caracterizadas devido a falta de
marcadores especificos.

Nos ultimos anos foi produzida uma série de anticorpos contra as subunidades
do FCeRI, com objetivo de estudar o aspecto funcional deste receptor durante a
liberagao de histamina. A maioria destes anticorpos foi produzida contra a superficie
celular da RBL-2H3, uma célula da linhagem da leucemia basofilica de rato. Esta
denominagéo inicial foi erroneamente atribuida quando esta linhagem de células
tumorais foi estabelecida. Estudos posteriores demonstraram que este tipo celular
corresponde a mastécitos de mucosa (MMC) imaturos (WOLDEMUSSIE & BEAVEN,
1986; SWEITER et al., 1992). Os anticorpos foram produzidos contra a subunidade o
(BASCIANO et al., 1986), 8 (BERENSTEIN et al., 1990) e y (JAMUR & OLIVER, 1996)
do receptor de alta afinidade para IgE. Outros anticorpos monoclonais especificos
contra componentes da membrana de mastécitos também foram produzidos. GUO et al.
(1989) produziram um anticorpo monoclonal contra um gangliosideo especifico da
membrana de mastécitos (mAb AA4) . Este anticorpo pode atuar na modulagdo dos
receptores de IgE, Sendo que as alteragdes podem ser observadas morfologicamente

(OLIVER et al., 1992). O mAb AA4 é especifico para mastécitos de ratos (OLIVER et
al,, 1992) sendo também utilizado para marcar mastécitos peritoneais imaturos
(FARACO et al., 1997).

HAMAWY et al. (1992) estudaram a inibicao da ligagao da IgE ao receptor, em

células RBL-2H3, utilizando o anticorpo monoclonal BGD6. O mAb BGD6 também se
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liga exclusivamente a proteinas da superficie da RBL-2H3 e de mastocitos da medula
ossea (JAMUR et al., 1996) . Estes anticorpos monoclonais por serem especificos para
mastdcitos foram utilizados na identificacdo de progenitores de mastocitos na medula

6ssea (JAMUR et al., 1995).
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Il - MATERIAL E METODOS

01. OBTENCAO DO MATERIAL

Foram utilizados ratos Wistar, de ambos os sexos, pesando aproximadamente
250 gramas, fornecidos pelo biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal do Parana. Os animais foram anestesiados com éter sulfurico e assim mantidos
pela utilizagdo de um cone contendo algoddao embebido no anestésico e colocado
sobre uma placa de disseccao em posicao inclinada. A seguir, foram injetados
intraperitonealmente com 20 ml de agua destilada. Como controle foram utilizados
animais ndo injetados ou que receberam intraperitonealmente a inje¢ao de solucao
salina a 0,9%. Os ratos foram sacrificados 2, 6 e 10 dias ap6s a injecao intraperitoneal.
O lavado peritoneal foi colhido com 20 ml de PBS ( salina tamponada com fosfato)
através de laparotomia e com o auxilio de pipeta Pasteur, ap6s suaves massagens
abdominais. O material foi centrifugado por 5 minutos a 1000 rpm e o sedimento foi
ressuspendido em PBS e lavado com PBS através de centrifugagdes sucessivas. A
medula 6ssea foi retirada do fémur dos animais com auxilio de uma seringa contendo
1000 un/ml de heparina e de DNAse. As células da medula éssea foram dissociadas
com pipeta Pasteur e lavadas duas vezes em PBS contendo BSA (soro albumina

bovina) a 2%, por centrifugacao.

02. ANTICORPOS

Foram utilizados anticorpos monoclonais (mAbs), gentilmente cedidos pelo
Laboratory of Immunology, National Institutes of Health. O mAb AA4 é especifico para
o gangliosideo GD1b de superficie de mastécitos (GUO et al., 1989); o mAb BC4

reconhece a subunidade o do receptor de IgE (BASCIANO et al., 1986); o mAb anti IgE
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(Biosource International, Camarillo, CA) , reconhece IgE ligada aos receptores de alta
afinidade; o mAb BGD6 anti proteinas de superficie celular de mastédcitos (HAMAWY et
al., 1992). Os anticorpos foram purificados do fluido de ascites pela precipitagdo com
sulfato de amonia e a seguir por cromatografia de troca idnica em coluna de DE-52
(mAb BC4 e BGD6) ou por HPLC (mAb AA4). Os anticorpos mAb BC4 e mAb AA4

usados sao IgGys, e 0 mAb BGD6 é uma IgG;b.

03. CONJUGACAO DOS ANTICORPOS A ESFERAS MAGNETICAS

As esferas magnéticas (Dynabeads M 450 Tosylactivated, Dynal), foram
misturadas até formar uma solugdo uniforme. O mAb AA4 foi dissolvido em tampao
Borato 0,05M pH 9,5 a uma concentragdo de 150 pug/ml. A seguir, foi adicionado a esta
solugdo um volume igual de esferas magnéticas. As esferas magnéticas foram
incubadas com o0 mAb AA4 por 24 horas, a temperatura ambiente, em rotor com
velocidade lenta. Ap6s a incubagéo, procederam-se as lavagens com 5 ml de PBS +
BSA a 0,1%, através de separacdo magnética utilizando o Concentrador de Particulas
Magnéticas (CPM). A seguir, foram lavadas 3 vezes por 10 minutos, em PBS contendo
0,1% de BSA, lavadas por mais 30 minutos e, em seguida, por 24 horas a 4°C. As
esferas magnéticas conjugadas com o mAb AA4 foram separadas com CPM e
ressuspensas em PBS contendo BSA a 0,1%, numa concentracdo de 4x10° esferas
por ml (30 mg/ml) e mantidas a 4°C (Fig. 01)

O mAb BGDE6 e a IgG de Camundongo foram conjugados a esferas magnéticas

numa concentragédo de 200 ug/ml a 37°C. Apés 10 minutos de incubacéo foi
adicionado 0,5% de BSA para auxiliar na orientagdo dos anticorpos durante o

acoplamento. Também foi utilizado o tampdo Tris para bloquear os radicais tosil
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livres. As esferas magnéticas conjugadas ao mAb BGD6 e ao IgG de Camundongo
foram ressuspensas em PBS com 0,1% de BSA e estocadas a 4°C a uma concentragao

final de 4x10° esferas por ml (30 mg/ml).

04. SEPARACAO IMUNOMAGNETICA

As células peritoneais e da medula 6ssea foram lavadas duas vezes em PBS +
2% de BSA e centrifugadas por 5 minutos a 1000 rpm. O sedimento de células foi
ressuspenso em 2 ml de PBS + BSA a 2% e incubadas com esferas magnéticas na
proporcao de 3 esferas para cada célula, durante 10 minutos, a temperatura ambiente,
em rotor com velocidade lenta e constante.

Apoés a incubacao, as células foram lavadas em PBS + BSA a 2% e 3 vezes em
PBS com o auxilio do CPM. A populagdo de ceélulas positivas ligadas a esferas
magneéticas conjugadas com o anticorpo especifico foi isolada da popula¢ao de células
negativas através do CPM. As células negativas foram estocadas para serem

analisadas e contadas, servindo como controle (Fig 02).

05. QUANTIFICAGAO

As células da medula éssea e do lavado peritoneal foram coradas com solugao
aquosa de azul de toluidina pH 3,5 e contadas em camara de Neubauer antes e apds o
isolamento. O numero obtido na contagem inicial da populagdo total de células
determinou a concentracdo de esferas imunomagnéticas a serem utilizadas. Ap6s a
incubacao foi contada uma aliquota do material contendo células ligadas a esferas

magnéticas (populacdo positiva) ou livres (populagdo negativa), que perfazem o total
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de células da cavidade peritoneal. Ap6s o isolamento, também foram contadas as

células da populagdo positiva e da negativa.

06. MICROSCOPIA OPTICA

Apds o isolamento, as células do lavado peritoneal foram submetidas a 2
lavagens em PBS , colocadas em laminulas cobertas com CELL TAK ( Becton
Dickinson Labware, Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA) e fixadas em
formol a 10% por 20 minutos. A seguir, as laminulas foram coradas com azul de
toluidina pH 3,5 , desidratadas em série crescente de alcoois e diafanizadas em xilol. O
material foi fotografado em microscépio OLYMPUS PM 10AD e Microphot FXA
(NIKON).

07. MICROSCOPIA ELETRONICA

7.1 FIXACAO DE ROTINA

As células peritoneais isoladas e imunoseparadas através do CPM foram fixadas
em 2% de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido contendo 0,05% de cloreto de calcio,
por 1 hora a temperatura ambiente e a seguir processadas para microscopia eletrénica
de rotina (JAMUR et al., 1986). Os cortes finos, obtidos com navalha de diamante,
foram contrastados com uranila e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963) e observados

em microscopio eletrénico de transmissao.
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7.2 FIXACAO POR MICROONDAS

Foi utilizado um fbrno de microondas convencional (Montgomory Ward mod.
8035) com 550 watts de poténcia, que opera numa frequéncia de 2450 mHz. O
sedimento foi ressuspendido em 5 ml da solugao fixadora (0,05% de glutaraldeido; 2%
de paraformaldeido; 0,025% de CaCl, em 0,1M de tampao cacodilato pH 7,4) e
colocado numa placa de Petri com 3,5 mm de diametro, onde foi submetido a radiagdo
por § a 7 segundos. O tempo de fixagao é previamente determinado pela calibragem
do forno de microondas (JAMUR et al., 1995). Imediatamente ap6s a fixacdo, 10 ml de
PBS foi adicionado a suspensao de células, que a seguir foram centrifugadas por 5
minutos a 1000 rpm. As células foram, entdo, lavadas por centrifugacéo, duas vezes

em PBS, em PBS + Glicina 0,1M e novamente em PBS.

7.3 IMUNOMARCACAO

As células do lavado peritoneal e da medula 6ssea foram incubadas com o mAb
AA4 (2,5 ug/ml), anticorpo mAb BC4 (0,5 um/ml) e o mAb anti IgE (5ug/ml) diluidos em
PBS contendo 1% de BSA.

Apés a incubacgao as células foram lavadas com PBS + 1% de BSA, PBS por 30
minutos e PBS + 1% de BSA , para entdo, serem incubadas com fragmento Fab’, de
IgG de jumento conjugado a peroxidase de rabano (HRP) diluido em PBS + 1% de BSA
(concentracao final de 25 mg/ml) por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, as
células foram lavadas em PBS + 1% de BSA, PBS e em tampao cacodilato 0,1M (pH

7,4). Foram incubadas em meio contendo diaminobenzidina - DAB (12,5 ml de tampao
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cacodilato, 12,5 mg de DAB e 250 pul de H,O, a 1%), por 30 minutos a temperatura

ambiente.

7.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As células foram embebidas em agar a 2% para facilitar as etapas seguintes do
processamento. A seguir, foram péds-fixadas em OsO, a 2% por 1 hora a temperatura
ambiente, desidratadas em séries crescentes de etanol e incluidas em EMBED 812
(EM Sciences, Fort Washington, PA). Os cortes finos foram obtidos com navalha de
diamante e contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (REYNOLDS,
1963) por 10 minutos em cada e, entdo, observados em microscépio eletronico de

transmisséao.
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Os mastécitos imaturos da cavidade peritoneal, obtidos apds a injecdo
intraperitoneal de agua destilada, foram caracterizados através de métodos
imunoquimicos utilizando anticorpos monoclonais especificos contra antigenos

da superficie de mastécitos.

01 - ISOLAMENTO DOS MASTOCITOS

ANIMAIS CONTROLE

A utilizagao de esferas magnéticas conjugadas com os anticorpos mAb
AA4 e BGD6 especificos a superficie de mastocitos foi muito eficiente,
isolando 85% dos mastocitos da cavidade peritoneal de ratos ndo injetados e
daqueles que receberam somente injecao intraperitoneal de solucao salina
0,9%. Ao microscopio de luz, os mastécitos isolados estavam fortemente
corados pelo azul de toluidina, apresentando a metacromasia caracteristica de
mastocitos maduros, sem alteragao ou desgranulagdo. Nao foi observado
nenhum outro tipo celular do lavado peritoneal ligado as esferas magnéticas
(Fig. 3A). As esferas magnéticas conjugadas com imunoglobulina normal (IgG)

de camundongo nao se ligaram a nenhum tipo celular, incluindo os mastécitos.



ANIMAIS TRATADOS

A injecao intraperitoneal de Aagua destilada causou lise e
desaparecimento dos mastécitos da cavidade peritoneal. Os mastocitos
colhidos 2 dias ap6s inje¢do através das esferas magnéticas conjugadas com
mAb AA4, constituem uma populagdo de células quase desprovidas de
granulos. As células isoladas e coradas pelo azul de toluidina, quando
observadas ao microscopio de Iluz, nao apresentaram granulos
metacromaticos, porém puderam ser identificadas como mastécitos imaturos
por estarem ligadas especificamente as esferas magnéticas conjugadas com o
mAb AA4, anti os gangliosideos do tipo GD1b, especificos da superfice de
mastocitos (Fig. 3B). Com o objetivo de identificar células indiferenciadas no
lavado peritoneal de animais tratados foi utilizado esferas magnética
conjugadas com mAb BGD6 que reconhece células progenitoras de mastdcitos
na medula 6ssea de rato e camundongo. No entato os mastécitos isolados
apresentaram o mesmo padrao morfolégico das células isoladas pelas e<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>