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Minha mãe , Neide
Exemplo de luta e dedicação. Lutou contra a morte 
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A
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pé ; aquele que te guarda não tosquenejará. Eis 
que não tosquenejará nem dormirá o guarda de 
Israel. O Senhor é quem te guarda; o Senhor é 
a tua sombra à tua direita. O sol não te molestará 
de dia nem a lua de noite. O Senhor te guardará 
de todo o m al; ele guardará a tua alma. O Senhor 
guardará a tua entrada e a tua saída, desde 
agora e para sempre.”

(SALMO 121)
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Prof. Dra. Maria Célia Jamur, orientadora 
e amiga, a quem devo não só minha 
iniciação a pesquisa, como também, um 
conhecimento amplo, científico e humano. 
“A ciência será sempre uma busca, 
jamais um descobrimento total. É uma 
viagem, nunca uma chegada.”
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RESUMO

A injeção intraperitoneal de água destilada em ratos é um procedimento 
que leva a lise e desaparecimento dos mastócitos da cavidade peritoneal, 
proporcionando um modelo adequado para o estudo do repovoamento e 
maturação dos mastócitos. No presente trabalho, o efeito da depleção dos 
mastócitos peritoneais em outro possível reservatório de mastócitos, a medula 
óssea, foram investigados. Os mastócitos peritoneais e da medula óssea foram 
isolados com esferas magnéticas conjugadas ao anticorpo monoclonal AA4 
(mAb AA4) específico para mastócitos. As células isoladas também foram 
imunomarcadas com mAb anti IgE e com mAb BC4, pois a maioria das células 
isoladas dois dias após a depleção da cavidade peritoneal eram imaturas, o 
que dificultava sua identificação como mastócitos. Todas as células ligadas às 
esferas magnéticas foram reconhecidas por estes anticorpos, o que confirmou 
sua identificação como mastócitos. Após o isolamento as células ligadas às 
esferas magnéticas foram coradas com azul de toluidina pH 3,5 e contadas em 
câmara de Neubauer. Nos animais controle, os mastócitos corresponderam a 
25% do total de células da cavidade peritoneal, enquanto que a população de 
mastócitos da medula óssea foi de 2,4% do total de células. Dois dias após a 
injeção de água destilada, somente 2,5% de células da cavidade peritoneal 
eram mastócitos. Seis e dez dias após a injeção, o número de mastócitos na 
cavidade peritoneal aumentou para 11,5% e 23,75%, respectivamente. O 
número de mastócitos na medula óssea sofre alteração paralela a do número 
observado na cavidade peritoneal. Dois dias após a injeção de água destilada 
o número de mastócitos da medula óssea diminuiu para 0,3%. Em seis dias, 
este número aumentou para 0,49% e em dez dias para 0,66%. Estes 
resultados indicam que há um dinâmico processo de migração de células da 
linhagem de mastócitos da medula óssea 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 number 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.

x
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I -INTRODUÇÃO

Os mastócitos produzem e armazenam em seus grânulos citoplasmáticos uma 

gama de mediadores químicos potentes, como a histamina. Além disso, os mastócitos 

expressam em sua superfície celular receptores de alta afinidade (FCsRI) para 

Imunoglobulina E (IgE). O complexo IgE-receptor possui um importante papel nos 

processos de liberação destes mediadores químicos, que ao serem liberados causam 

reações alérgicas. Os mastócitos participam de reações de hipersensibilidade lenta e 

imediata, porém a liberação de mediadores químicos ainda está associada a vários 

fenômenos, tais como: reação inflamatória, toxicidade celular, ativação e diferenciação 

celular, imunorregulação e também potenciam a citotoxidade de eosinófilos e 

macrófagos.

Devido a sua extensa participação em vários fenômenos que ocorrem nos 

organismos, os mastócitos vêm sendo amplamente estudados. Um dos aspectos 

explorados pelos pesquisadores envolve sua origem e os processos de diferenciação 

e maturação. Estudos in vivo e in vitro mostram claramente que estas células são 

derivadas dos tecidos hematopoiéticos (KITAMURA et al., 1979; GALLI et al., 1984; 

GALLI, 1990). O desenvolvimento de técnicas de cultivo e a reconstituição da 

população de mastócitos em camundongos deficientes em mastócitos (KITAMURA et 

al., 1978), facilitaram a análise dos diversos fatores do microambiente que propiciam o 

crescimento e a diferenciação destas células (VALENT et al., 1991).

Alguns pesquisadores estudaram o processo de maturação dos mastócitos 

durante o repovoamento da cavidade peritoneal, após a injeção intraperitoneal de água 

destilada que causa a lise e o desaparecimento dos mastócitos (FAWCETT, 1955; 

MENDONÇA et al., 1986; GRECA, 1991). A identificação das células imaturas durante



este processo está vinculada a presença e quantidade de grânulos citoplasmáticos. No 

entanto, pesquisas realizadas in vitro sugerem que os mastócitos imaturos apresentam 

o receptor de alta afinidade para a IgE antes mesmo de formarem grânulos 

citoplasmáticos (GALLI et al., 1982). Desta forma, células bem imaturas, desprovidas 

de grânulos, só poderiam ser identificadas com a utilização de marcadores específicos 

para outras estruturas celulares. Atualmente, anticorpos monoclonais específicos foram 

produzidos contra componentes da membrana celular de mastócitos, os quais podem 

ser utilizados na sua identificação (FARACO et al., 1997). Com a caracterização de 

células precursoras e de células que constituem a linhagem de mastócitos, muitas 

questões relacionadas com a biologia destas células poderão ser respondidas. 

Aspectos envolvendo a migração e proliferação dos mastócitos in vivo, bem como a sua 

relação com o ambiente extracelular continuam obscuros, dificultando o entendimento 

da sua participação em processos fisiológicos e patológicos.

No presente trabalho procuraremos identificar e isolar os mastócitos bem 

imaturos e em maturação obtidos durante o processo de repovoamento da cavidade 

peritoneal de ratos, após a injeção intraperitoneal de água destilada, utilizando 

anticorpos específicos contra diferentes componentes da superfície de mastócitos. 

Também procuraremos avaliar a dinâmica de recrutamento das células da medula 

óssea durante o repovoamento da cavidade peritoneal.
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II - REVISÃO DE LITERATURA

Os mastócitos são células do tecido conjuntivo que se caracterizam por 

apresentarem proeminentes grânulos metacromáticos (ERLICH, 1877). A 

metacromasia dos grânulos de mastócitos é consequência da grande concentração de 

heparina, uma proteoglicana altamente sulfatada (JORPES et al., 1937; HOLMGREN & 

Wl LAN DER, 1937). Além da heparina, os grânulos de mastócitos contêm aminas, 

proteases neutras e fatores quimiotáticos (SCHWARTZ & KEPLEY, 1994). Estas 

células possuem receptores específicos na sua superfície, com alta afinidade (FCsRI) 

para IgE (ISHIZAKA & ISHIZAKA, 1984). A interação entre antígenos multivalentes com 

os receptores de superfície para a imunoglobulina E desencadeia eventos bioquímicos 

que levam a liberação da histamina, metabólitos do ácido aracdônico e citocinas 

(GORDON et al., 1990). Estas moléculas efetoras são responsáveis pelas reações de 

hipersensibilidade lenta (HENDERSON et al., 1979) e imediata (BENHAMOU et al.,

1992). Quando as IgEs são interligadas por antígenos ou outras moléculas que 

promovem o intercruzamento dos receptores, ocorre a desgranulação dos mastócitos e 

consequente liberação do conteúdo granular. Os mediadores químicos liberados por 

estas células participam de fenômenos associados à reação inflamatória, à toxicidade 

celular, a ativação e diferenciação celular, à imunorregulação e à potencialização da 

citotoxicidade de eosinófilos e de macrófagos. Esses receptores de alta afinidade estão 

distribuídos em toda a superfície celular (SULLIVAN et al., 1971), não sendo observado 

um número significante de receptores no citoplasma das células (ISERSKY et al., 1975; 

ROSSI et al., 1977). O mastócito tem uma participação importante nas reações 

inflamatórias defensivas mas sua ampla desgranulação pode produzir reações 

anafiláticas graves nos organismos. O complexo IgE-receptor formado na superfície de



mastócitos e a consequente liberação de mediadores químicos, estabelecem uma 

íntima relação entre o ambiente extracelular e as atividades fisiológicas ou patológicas 

destas células (GALLI et ah, 1992).

Os receptores foram purificados e testados por diferentes grupos de 

pesquisadores (FROESE, 1984; METZGER et ah, 1986). Com os receptores 

purificados foi possível analisar a capacidade dos mesmos de se ligarem com alta 

afinidade a IgE e a anticorpos monoclonais específicos (BASCIANO et ah, 1986). 

Anticorpos específicos podem se ligar ao receptor de IgE e ativar as células na 

ausência de IgE (BASCIANO et ah, 1986; ISERSKY et al„ 1978; ISHIZAKA & 

ISHIZAKA, 1978). Atualmente, a estrutura destes receptores é bem conhecida, graças 

a estudos realizados por vários grupos de pesquisa. METZGER (1992) descreveu um 

modelo para o FCsRI que se compõe de 3 subunidades: uma cadeia a, com uma 

porção exposta ao meio externo, uma intramembranosa e outra exposta ao citoplasma; 

uma cadeia li , com duas porções citoplasmáticas, sendo a maior parte 

intramembranosa; duas cadeias y, cada uma com uma porção intramembranosa e uma 

cauda citoplasmática. A subunidade a é a que contém o sítio de ligação 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 mastócitos pré-fixados as partículas de ouro estavam 

homogeneamente distribuídas na superfície celular. As partículas de ouro 

imunomarcadas com anti IgE foram observadas na superfície de mastócitos de ratos 

normais, porém este número foi bem mais significativo em mastócitos de rato infectados 

por Nippostrongylus brasiliensis.
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A participação dos mastócitos em processos imunológicos levaram os 

pesquisadores a se aprofundarem nas investigações relacionadas com a biologia 

destas células. Um dos aspectos que tem atraído o interesse de vários grupos de 

pesquisadores está relacionado com a origem, diferenciação, maturação e com o 

processo de repovoamento dos mastócitos nos tecidos. Durante a embriogênese, 

inicialmente os precursores de mastócitos aparecem no saco vitelino. O número destas 

células diminui rapidamente neste local e são, logo a seguir, observadas no fígado fetal 

(SONODAetal., 1983).

Embora os mastócitos sejam considerados células próprias do tecido conjuntivo, 

estudos in vivo e in vitro mostram claramente que são derivados dos tecidos 

hematopoiéticos (KITAMURA et al„ 1981; YUEN et al„ 1988; GALLI et al., 1990). No 

animal adulto, a medula óssea é a principal fonte de precursores de mastócitos 

(SONODA et al., 1986; GINSBURG et al., 1982). KITAMURA et al. (1978) 

demonstraram que ratos deficientes em mastócitos, quando transplantados com a 

medula óssea de ratos normais, apresentaram um aumento significativo de mastócitos 

em vários tecidos observados, como no mesentério, onde chegam a níveis similares 

àqueles encontrados em ratos normais. A relação entre as células hematopoiéticas 

multipotentes e a origem dos mastócitos foi investigada por KITAMURA et al. (1981); 

SHARADER et al. (1981) e NAKAHATA et al. (1982). Estes pesquisadores concluíram 

que o mastócito é uma progénie de uma célula fonte e que se diferencia da maioria de 

outras progénies da célula fonte, como os eritrócitos, granulócitos e plaquetas, que 

deixam o tecido hematopoiético somente após completar a sua diferenciação. Os 

precursores dos mastócitos migram através da corrente sanguínea (ZUCKER­

FRANKLIN et al., 1981; SONODA et al., 1984) e quando chegam ao tecido conjuntivo

5



completam sua maturação e proliferam (HATANAKA et al., 1979; KITAMURA et al., 

1979). Os precursores de mastócitos imaturos migram rapidamente através do sangue 

circulante até atingirem locais onde as citocinas do microambiente proporcionam sua 

sobrevivência e diferenciação (KITAMURA et al., 1993). SMITH e WEIS (1996) 

sugerem que receptores existentes nos mastócitos reconhecem um ligante endotelial, 

permitindo a entrada dos mastócitos imaturos pela lâmina própria e pelo epitélio. A 

produção de uma gama de citocinas multifuncionais pode representar um importante 

mecanismo, através dos quais os mastócitos influenciam processos fisiológicos, 

imunológicos e patológicos (GORDON et al., 1990). ROTTEM et al. (1991) sugerem, 

ainda, que os precursores de mastócitos não possuem papel fisiológico determinado, 

porém ao migrarem para os tecidos onde amadurecem, passam a exibir fenótipos 

específicos daquele tecido. O crescimento e diferenciação dos mastócitos e suas 

células progenitoras são regulados por fatores distintos e em particular pelo 

microambiente (VALENT et al., 1991).

CHEN e ENERBACK (1994) observaram células peritoneais agranulares que 

denominaram “tipo linfócito” as quais identificaram como precursores de mastócitos em 

estágios iniciais de diferenciação. Estas células foram observadas após 

imunomarcação para IgE, utilizando o ouro coloidal conjugado a anti IgE. O número de 

receptores de IgE encontrado não mostrou relação com os processos de maturação e 

desenvolvimento dos mastócitos. Estes mastócitos imaturos possuem cromatina 

nuclear condensada, nucléolo grande, pró-grânulos imaturos e grande número de 

corpos lipídicos em seu citoplasma. No entanto, devido a similaridade funcional, muitos 

pesquisadores sugerem que mastócitos e basófilos se originem de um mesmo 

precursor (ZUCKER-FRANKLIN, 1980). Com a finalidade de caracterizar mastócitos e

6



basófilos, GLEICH e colaboradores (1986) utilizaram como parâmetro as atividades 

biológicas destas células, bem como sua importância nas doenças alérgicas. Os 

basófilos se originam na medula óssea, circulam pelo sangue e migram para os tecidos 

onde participam das reações imune e inflamatórias. Em contrapartida, mastócitos são 

oriundos de precursores da medula óssea que migram para os tecidos, onde proliferam 

e se diferenciam sobre a influência de fatores locais como a presença da interleucina-3, 

elaborada por células-T (GUY-GRAND et al., 1984; VALENT et al., 1991). Os 

mediadores químicos associados com os mastócitos e basófilos, podem auxiliar na 

caracterização destes tipos celulares. Os basófilos possuem heparina, condroitin- 

sulfato, dermatan-sulfato enquanto os mastócitos possuem heparina altamente 

sulfatada. Os basófilos apresentam proteases neutras em seus grânulos 

citoplasmáticos enquanto os mastócitos proteases tipo I (com atividade semelhante a 

quimiotripsina a). Os mastócitos possuem postraglandina 2 em seu grânulos 

citoplasmáticos, que são ausentes nos grânulos de basófilos. Além disso, somente 

mastócitos apresentam receptores para c-kit (KITAMURA et al., 1993).

Dependendo do tecido, diferentes tipos de mastócitos podem ser encontrados, 

apresentando fenótipos distintos (ENERBACK, 1981; KITAMURA, 1989). Estes 

diferentes tipos de mastócitos são observados em algumas espécies de roedores e em 

humanos e são classificados como duas populações distintas: mastócitos do tecido 

conjuntivo (CTMC) e mastócitos de mucosa (MMC). Os CTMC estão presentes na pele, 

na cavidade peritoneal e no músculo do estômago e acumulam heparina e muita 

histamina em seus grânulos. Ao contrário, os MMC são proeminentes na camada 

mucosa do trato digestivo e contêm em seus grânulos sulfato de condroitina e pouca 

quantidade de histamina. Estas diferenças fenotípicas parecem ser influenciadas pelo



microambiente do tecido. Mastócitos derivados da medula óssea, quando cultivados 

(BMCMC), apresentam um fenótipo de MMC. Entretanto, BMCMC adquirem fenótipos 

de CTMC quando são injetados na cavidade peritoneal de camundongo W/Wv 

deficiente em mastócito (NAKANO et al., 1985). Ainda, CTMC podem mudar seu 

fenótipo para MMC quando injetados na mucosa estomacal de camundongo W/Wv 

(SONODA et al., 1986; KANAKURAetal., 1988).

A proliferação de mastócitos nos tecidos pode ser dependente de células-T 

sendo, então, mediada por interleucina-3 (IL-3); IL-4; IL-9 e IL-10. A IL-3 é uma 

glicoproteína com 28 kD que promove o aparecimento, proliferação e diferenciação de 

células progenitoras de várias linhagens celulares da medula óssea, que inclue 

eritrócitos, linfócitos, monócitos, granulócitos e mastócitos (SCHARADER, 1986; IHLE & 

WEINSTEIN, 1986). A IL-3 é produzida predominantemente por células-T sob 

estimulação antigênica ou mitogênica (NIEMEYER et al., 1989; OSTER et al., 1989) 

mas pode também ser ativada pelos mastócitos (PLAUT et al., 1989; WODNAR- 

FILIPOWICZ et al., 1989; BURD et al., 1991). Em determinadas situações, os 

mastócitos na presença de IL-3, podem ser capazes de influenciar sua própria 

proliferação. Esta proliferação pode ser inibida quando mastócitos derivados da 

medula óssea de camundongo foram cultivados na presença de um gangliosídeo 

exógeno GM3, que modula suas características (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 mastócitos, 

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 mastócitos 

humanos em cultura foi dependente de fibroblastos . Notaram, também, que a



combinação de vários fatores de crescimento, incluindo o SCF e a IL-3, foram capazes 

de aumentar a proliferação e crescimento de mastócitos humanos com alta eficiência. 

Ainda, foi detectado pelos autores que ocorre morte celular na ausência de SCF e/ou 

IL-3. As células observadas possuíam morfologia de mastócitos imaturos, sendo azul 

de toluidina positivos, CD33+, CD34-, CD35+, c-kit—. LERNER et al. (1991) 

demonstraram que anticorpos monoclonais se ligam na superfície de mastócitos 

humanos reconhecendo a proteína c-kit humana como receptor para o SCF. RENNICK 

et al. (1995), entretanto, demonstraram que na ausência de células acessórias 

(fibroblastos, células T) o SCF não é capaz de estimular o crescimento de progénies de 

mastócitos. Contudo, os autores observaram que o SCF exibe potente efeito promotor 

para o crescimento de mastócitos quando combinado com fibroblastos e cofatores 

específicos tais como: IL-3, IL-4 e IL-10. O SCF age como um competente fator de 

crescimento para progenitores de mastócitos e para mastócitos em determinados 

estágios de diferenciação, que ainda são influenciados por interações com os cofatores 

específicos. Investigações mais amplas têm demonstrado que IL-3 juntamente com 

SCF expande os grupos de progenitores de muitos tipos de células hematopoiéticas da 

medula óssea, incluindo, portanto, mastócitos e basófilos (SCHWARTZ & KEPLEY,

1994). SILLABER et al. (1994) observaram que in vitro, a IL-3 e IL-4 inibem a formação 

de mastócitos humanos dependentes de SCF. Porém, o mecanismo pelo qual o 

crescimento de mastócitos foi inibido pela IL-3 e IL-4 continua desconhecido.

Com objetivo de estudar a proliferação e maturação dos mastócitos, in vivo, 

foram utilizados modelos experimentais envolvendo mastócitos peritoneais de rato. O 

primeiro estudo sobre o repovoamento de mastócitos foi realizado por FAWCETT 

(1955), em mesentério de ratos que foram submetidos a injeção intraperitoneal de água



destilada, que causa lise e desaparecimento dos mastócitos peritoneais. As primeiras 

células contendo grânulos metacromáticos apareceram no mesentério oito a doze dias 

após, na adventícia de vasos do mesentério. Após algumas semanas, estas células 

aumentaram progressivamente em quantidade, tamanho e número de grânulos. 

Somente na sexta semana é que o mesentério estava totalmente repovoado.

MENDONÇA et al. (1986) estudaram o repovoamento e maturação dos 

mastócitos do lavado peritoneal após o seu desaparecimento causado pela injeção 

intraperitoneal de água destilada. Observaram que, no mesentério, mastócitos jovens 

são encontrados no quinto dia. Nos esfregaços de lavado peritoneal os mastócitos 

foram identificados no sétimo ou oitavo dia, e nos cortes de 0,5 prn já 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 mastócitos maduros.

Muitos estudos in vitro também têm contribuído para o melhor entendimento do 

processo de diferenciação e maturação dos mastócitos. GINSBURG e LAGUNOFF 

(1967) observaram que mastócitos de camundongo cultivados durante 10 dias, quando 

observados ao microscópio eletrônico, apresentavam numerosas projeções vilosas e 

sinuosas em sua superfície. Possuíam poucas mitocôndrias e um complexo de Golgi 

bem desenvolvido, localizado próximo ao núcleo. O núcleo destes mastócitos imaturos 

são geralmente ovóides com chanfraduras. As características estruturais dos 

mastócitos em cultura são semelhantes as dos mastócitos imaturos de camundongo 

presentes no tecido conjuntivo embrionário descrito por COMBS (1971). COMBS 

(1971) observou, ultraestruturalmente, que os mastócitos de camundongos recém- 

nascidos e em cultura apresentavam o processo de diferenciação e maturação
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morfologicamente idênticos. Descreve que durante o processo, ocorre um aumento no 

número de grânulos elétron- densos que vão preenchendo o citoplasma da célula. O 

sistema de membranas é reduzido nos mastócitos imaturos, exceto o complexo de 

Golgi que é bem desenvolvido na região perinuclear.

CZARNETZKI et al. (1979) estudaram in vitro o processo de maturação dos 

mastócitos e observaram que os mesmos se originam de pequenas células 

mononucleares. Através de microscopia eletrônica, demonstraram que após quinze 

dias, as células apresentavam características ultraestruturais de mastócitos maduros, 

como os descritos por LAGUNOFF (1972). Os mastócitos produzidos in vitro são menos 

diferenciados, quando comparados com os mastócitos peritoneais típicos (GALLI et al., 

1984). Mastócitos clonados de camundongo são ultraestruturalmente semelhantes a 

mastócitos imaturos observados in vivo. Estes clones permitem uma investigação direta 

de seus processos bioquímicos e funcionais, pois os mastócitos podem crescer na 

ausência de outras células (GALLI et al., 1982). MARSHALL et al. (1994) observaram 

que mastócitos peritoneais de ratos com quatorze a quinze dias, continham 

aproximadamente 1/10 da quantidade de histamina obtida em mastócitos peritoneais de 

ratos adultos. A nível ultraestrutural, mastócitos jovens contêm relativamente poucos 

grânulos.

Alguns estudos realizados durante o processo de maturação in vivo, utilizaram a 

citoquímica ultraestrutural, com objetivo de identificar mastócitos peritoneais imaturos 

colhidos 6 dias após a depleção da cavidade peritoneal pela injeção de água destilada. 

As células imaturas apresentavam em seus grânulos reações citoquímicas que 

identificavam enzimas e proteínas básicas, estas com objetivo de diferenciar os 

mastócitos imaturos de macrófagos peritoneais. Estas células apresentavam núcleo
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com chanfradura, retículo endoplasmático rugoso (RER) e aparelho de Golgi bem 

desenvolvidos, grande quantidade de mitocôndrias e pequenos grânulos 

citoplasmáticos (JAMUR et al., 1986; JAMUR & VUGMAN, 1988). DVORAK (1986) 

descreveu mastócitos imaturos como células que possuem um núcleo oval e lobulado, 

muitas especializações citoplasmáticas de superfície e citoplasma contendo pró- 

grânulos e vesículas. Estes pró-grânulos individuais continham o conteúdo 

empacotado pelo Golgi ativo e se agrupavam para formar os grânulos, o que sugere 

que os eventos da maturação incluem a condensação e homogeinização do conteúdo 

granular.

Segundo GALLI et al. (1982) células comprometidas a se diferenciarem em 

mastócitos já possuem o FCsRI, antes mesmo de apresentarem grânulos 

citoplasmáticos. Observaram, também, que mastócitos clonados expressam receptores 

de membrana plasmática (FCsRI) que liga IgE de camundongo em equilíbrio constante, 

similar ao que ocorre com os mastócitos peritoneais de camundongo normal. Estes 

dados levaram estes pesquisadores a sugerir que o FCsRI é expresso no início do 

processo de maturação dos mastócitos, precedendo, portanto, a síntese dos grânulos 

citoplasmáticos e armazenagem de mediadores. Com base nestas evidências, células 

bem imaturas e desprovidas de grânulos citoplasmáticos, deixam de ser identificadas e 

quantificadas. RIMMER et al. (1984) utilizaram sete anticorpos monoclonais específicos 

para componentes dos grânulos de mastócitos hematopoiéticos e do tecido conjuntivo . 

No entanto, os pesquisadores descobriram que os anticorpos também se ligavam a 

moléculas do citoplasma de eritrócitos maduros, células parenquimais do fígado e 

outros tipos celulares hematopoiéticos. KINZER et al. (1995) descreveram um anticorpo 

monoclonal específico (K-1) anti uma proteína de membrana com 161 kD (p161)
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expressa em mastócitos, porém esta mesma molécula foi encontrada na superfície de 

alguns macrófagos e de outras células hematopoiéticas.

Os resultados relatados pelos pesquisadores nos últimos dez anos demonstram 

que as células progenitoras de mastócitos não foram caracterizadas devido a falta de 

marcadores específicos.

Nos últimos anos foi produzida uma série de anticorpos contra as subunidades 

do FCsRI, com objetivo de estudar o aspecto funcional deste receptor durante a 

liberação de histamina. A maioria destes anticorpos foi produzida contra a superfície 

celular da RBL-2H3, uma célula da linhagem da leucemia basofílica de rato. Esta 

denominação inicial foi erroneamente atribuída quando esta linhagem de células 

tumorais foi estabelecida. Estudos posteriores demonstraram que este tipo celular 

corresponde a mastócitos de mucosa (MMC) imaturos (WOLDEMUSSIE & BEAVEN, 

1986; SWEITER et al., 1992). Os anticorpos foram produzidos contra a subunidade a 

(BASCIANO et al., 1986), p (BERENSTEIN et al., 1990) e y (JAMUR & OLIVER, 1996) 

do receptor de alta afinidade para IgE. Outros anticorpos monoclonais específicos 

contra componentes da membrana de mastócitos também foram produzidos. GUO et al. 

(1989) produziram um anticorpo monoclonal contra um gangliosídeo específico da 

membrana de mastócitos (mAb AA4) . Este anticorpo pode atuar na modulação dos 

receptores de IgE, sendo que as alterações podem ser observadas morfologicamente 

(OLIVER et al., 1992). O mAb AA4 é específico para mastócitos de ratos (OLIVER et 

al., 1992) sendo também utilizado para marcar mastócitos peritoneais imaturos 

(FARACO et al., 1997).

HAMAWY et al. (1992) estudaram a inibição da ligação 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 proteínas da superfície da RBL-2H3 e de mastócitos da medula 

óssea (JAMUR et al., 1996). Estes anticorpos monoclonais por serem específicos para 

mastócitos foram utilizados na identificação de progenitores de mastócitos na medula 

óssea (JAMUR et al., 1995).
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Ill - MATERIAL E MÉTODOS

01. OBTENÇÃO DO MATERIAL

Foram utilizados ratos Wistar, de ambos os sexos, pesando aproximadamente 

250 gramas, fornecidos pelo biotério do Setor de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal do Paraná. Os animais foram anestesiados com éter sulfúrico e assim mantidos 

pela utilização de um cone contendo algodão embebido no anestésico e colocado 

sobre uma placa de dissecção em posição inclinada. A seguir, foram injetados 

intraperitonealmente com 20 ml de água destilada. Como controle foram utilizados 

animais não injetados ou que receberam intraperitonealmente a injeção de solução 

salina a 0,9%. Os ratos foram sacrificados 2, 6 e 10 dias após a injeção intraperitoneal. 

O lavado peritoneal foi colhido com 20 ml de PBS ( salina tamponada com fosfato) 

através de laparotomia e com o auxílio de pipeta Pasteur, após 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 centrifugações sucessivas. A 

medula óssea foi retirada do fêmur dos animais com auxílio de uma seringa contendo 

1000 un/ml de heparina e de DNAse. As células da medula óssea foram dissociadas 

com pipeta Pasteur e lavadas duas vezes em PBS contendo BSA (soro albumina 

bovina) a 2%, por centrifugação.

02. ANTICORPOS

Foram utilizados anticorpos monoclonais (mAbs), gentilmente cedidos pelo 

Laboratory of Immunology, National Institutes of Health. O mAb AA4 é específico para 

o gangliosídeo GD1b de superfície de mastócitos (GUO et al., 1989); o mAb BC4 

reconhece a subunidade a do receptor de IgE (BASCIANO et al., 1986); o mAb anti IgE



(Biosource International, Camarillo, C A) , reconhece IgE ligada aos receptores de alta 

afinidade; o mAb BGD6 anti proteínas de superfície celular de mastócitos (HAMAWY et 

al., 1992). Os anticorpos foram purificados do fluído de ascites pela precipitação com 

sulfato de amónia e a seguir por cromatografia de troca iônica em coluna de DE-52 

(mAb BC4 e BGD6) ou por HPLC (mAb AA4). Os anticorpos mAb BC4 e mAb AA4 

usados são IgGyi, e o mAb BGD6 é uma lgG2b.

03. CONJUGAÇÃO DOS ANTICORPOS A ESFERAS MAGNÉTICAS

As esferas magnéticas (Dynabeads M 450 Tosylactivated, Dynal), foram 

misturadas até formar uma solução uniforme. O mAb AA4 foi dissolvido em tampão 

Borato 0,05M pH 9,5 a uma concentração de 150 pg/ml. A seguir, foi adicionado a esta 

solução um volume igual de esferas magnéticas. As esferas magnéticas foram 

incubadas com o mAb AA4 por 24 horas, a temperatura ambiente, em rotor com 

velocidade lenta. Após a incubação, procederam-se as lavagens com 5 ml de PBS + 

BSA a 0,1%, através de separação magnética utilizando o Concentrador de Partículas 

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 concentração de 4x10® esferas 

por ml (30 mg/ml) e mantidas a 4°C (Fig. 01)

O mAb BGD6 e a IgG de Camundongo foram conjugados a esferas magnéticas 

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

adicionado 0,5% de BSA para auxiliar na orientação dos anticorpos durante o 

acoplamento. Também foi utilizado o tampão 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 concentração 

final de 4x108 esferas por ml (30 mg/ml).

04. SEPARAÇÃO IMUNOMAGNÉTICA

As células peritoneais e da medula óssea 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 

proporção de 3 esferas para cada célula, durante 10 minutos, a temperatura ambiente, 

em rotor com velocidade lenta e constante.

Após a incubação, as células foram lavadas em PBS + BSA a 2% e 3 vezes em 

PBS com o auxílio do CPM. A população de células positivas ligadas a esferas 

magnéticas conjugadas com o anticorpo específico foi isolada da população de células 

negativas através do CPM. As células negativas foram estocadas para serem 

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

05. QUANTIFICAÇÃO

As células da medula óssea e do lavado peritoneal foram coradas com solução 

aquosa de azul de toluidina pH 3,5 e contadas em câmara de Neubauer antes e após o 

isolamento. O número obtido na contagem inicial da população total de células 

determinou a concentração de esferas imunomagnéticas a serem utilizadas. Após a 

incubação foi contada uma alíquota do material contendo células ligadas a esferas 

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

células da população positiva e da negativa.

06. MICROSCOPIA ÓPTICA

Após o isolamento, as células do lavado peritoneal foram submetidas a 2 

lavagens em PBS , colocadas em lamínulas cobertas com CELL TAK ( Becton 

Dickinson Labware, Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA) e fixadas em 

formol a 10% por 20 minutos. A seguir, as lamínulas foram coradas com azul de 

toluidina pH 3,5 , desidratadas em série crescente de álcoois e diafanizadas em xilol. O 

material foi fotografado em microscópio OLYMPUS PM 10AD e Microphot FXA 

(NIKON).

07. MICROSCOPIA ELETRÔNICA

7.1 FIXAÇÃO DE ROTINA

As células peritoneais isoladas e imunoseparadas através do CPM foram fixadas 

em 2% de glutaraldeído, 2% de paraformaldeído contendo 0,05% de cloreto de cálcio, 

por 1 hora a temperatura ambiente e a seguir processadas para microscopia eletrônica 

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 microscópio eletrônico de transmissão.
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7.2 FIXAÇÃO POR MICROONDAS

Foi utilizado um forno de microondas convencional (Montgomory Ward mod. 

8035) com 550 watts de potência, que opera numa frequência de 2450 mHz. O 

sedimento foi ressuspendido em 5 ml da solução fixadora (0,05% de glutaraldeído; 2% 

de paraformaldeído; 0,025% de CaCI2 em 0,1M de tampão cacodilato pH 7,4) e 

colocado numa placa de Petri com 3,5 mm de diâmetro, onde foi submetido a radiação 

por 5 a 7 segundos. O tempo de fixação é previamente determinado pela calibragem 

do forno de microondas (JAMUR et al., 1995). Imediatamente após a fixação, 10 ml de 

PBS foi adicionado a suspensão de células, que a seguir foram centrifugadas por 5 

minutos a 1000 rpm. As células foram, então, lavadas por centrifugação, duas vezes 

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

7.3 IMUNOMARCAÇÃO

As células do lavado peritoneal e da medula óssea foram incubadas com o mAb 

AA4 (2,5 pg/ml), anticorpo mAb BC4 (0,5 pm/ml) e o mAb anti IgE (5pg/ml) diluídos em 

PBS contendo 1% de BSA.

Após a incubação as células foram lavadas com PBS + 1 % de BSA, PBS por 30 

minutos e PBS + 1% de BSA , para então, serem incubadas com fragmento Fab’2 de 

IgG de jumento conjugado a peroxidase de rábano (HRP) diluído em PBS + 1% de BSA 

(concentração 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 tampão cacodilato 0,1M (pH 

7,4). Foram incubadas em meio contendo diaminobenzidina - DAB (12,5 ml de tampão
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cacodilato, 12,5 mg de DAB e 250 pl de H20 2 a 1%), por 30 minutos a temperatura 

ambiente.

7.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As células foram embebidas em ágar a 2% para facilitar as etapas seguintes do 

processamento. A seguir, foram pós-fixadas em 0s04 a 2% por 1 hora a temperatura 

ambiente, desidratadas em séries crescentes de etanol e incluídas 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, então, observados em microscópio eletrônico de 

transmissão.
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IV - RESULTADOS

Os mastócitos imaturos da cavidade peritoneal, obtidos após a injeção 

intraperitoneal de água destilada, foram caracterizados através de métodos 

imunoquímicos utilizando anticorpos monoclonais específicos contra antígenos 

da superfície de mastócitos.

01 - ISOLAMENTO DOS MASTÓCITOS 

ANIMAIS CONTROLE

A utilização de esferas magnéticas conjugadas com os anticorpos mAb 

AA4 e BGD6 específicos à superfície de mastócitos foi muito eficiente, 

isolando 85% dos mastócitos da cavidade peritoneal de ratos não injetados e 

daqueles que receberam somente injeção intraperitoneal de solução salina 

0,9%. Ao microscópio de luz, os mastócitos isolados estavam fortemente 

corados pelo azul de toluidina, apresentando a metacromasia característica de 

mastócitos maduros, sem alteração ou desgranulação. Não foi observado 

nenhum outro tipo celular do lavado peritoneal ligado às esferas magnéticas 

(Fig. 3A). As esferas magnéticas conjugadas com imunoglobulina normal (IgG) 

de camundongo não se ligaram a nenhum tipo celular, incluindo os mastócitos.
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ANIMAIS TRATADOS

A injeção intraperitoneal de água destilada causou lise e 

desaparecimento dos mastócitos da cavidade peritoneal. Os mastócitos 

colhidos 2 dias após injeção através das esferas magnéticas conjugadas com 

mAb AA4, constituem uma população de células quase desprovidas de 

grânulos. As células isoladas e coradas pelo azul de toluidina, quando 

observadas ao microscópio de luz, não apresentaram grânulos 

metacromáticos, porém puderam ser identificadas como mastócitos imaturos 

por estarem ligadas especificamente às esferas magnéticas conjugadas com o 

mAb AA4, anti os gangliosídeos do tipo GD1b, específicos da superfíce de 

mastócitos (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 mastócitos 

na medula óssea de rato e camundongo. No entato os mastócitos isolados 

apresentaram o mesmo padrão morfológico das células isoladas pelas esferas 

magnéticas conjugadas com o mAb AA4, ou seja, células com poucos 

grânulos. No lavado peritoneal colhido seis dias após os animais terem a 

cavidade peritoneal depletada de mastócitos, também foram observadas, 

células isoladas pelas esferas imunomagnéticas, que já apresentavam alguns 

grânulos metacromáticos. A população de células ortocromáticas era maior 

em relação àquela observada no período de dois dias. Dez dias após a injeção 

de água destilada na cavidade peritoneal, a maioria dos mastócitos separados 

por imunomagnetismo já apresentava uma morfologia típica de mastócitos 

maduros, contendo muitos grânulos citoplasmáticos com metacromasia



acentuada. Mastócitos bem imaturos com pouco ou nenhum grânulo 

citoplasmático, ainda ortocromáticos, também foram observados (Fig. 04).

02 - QUANTIFICAÇÃO

Com a utilização de esferas magnéticas conjugadas com mAb AA4 que 

se ligam especificamente aos mastócitos, foi possível identificar os mastócitos 

maduros residentes da cavidade peritoneal e, principalmente, os mastócitos 

imaturos que apareceram durante o repovoamento da cavidade peritoneal, 

após a injeção de água destilada. Desta forma, foi possível realizar as 

contagens dos mastócitos ligados a estas esferas, em câmara de Neubauer. 

Ainda, através da quantificação foi possível analisar as alterações da 

população de mastócitos da medula óssea, ocorridas durante o processo de 

repovoamento da cavidade peritoneal.

2.1 CONTROLE

Utilizando a separação imunomagnética associada a coloração pelo 

azul de toluidina pH 3,5, foi possível determinar que cerca de 25% da 

população total de células residentes da cavidade peritoneal dos ratos que 

receberam ou não injeção de solução salina (controle) são mastócitos (Fig. 05 

e 07).
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2.2 REPOVOAMENTO DA CAVIDADE PERITONEAL

Dois dias após a injeção intraperitoneal de água destilada, verificou-se 

que somente 2,5% da população de células que repovoam a cavidade 

peritoneal são mastócitos imaturos, os quais foram separados pelas esferas 

magnéticas ligadas ao mAb AA4. Da mesma forma, foi observado que no 

período de 6 dias após a injeção intraperitoneal de água destilada o número de 

mastócitos que repovoa a cavidade peritoneal já atinge 11,5% dos mastócitos 

encontrados na cavidade peritoneal de ratos controle. No período de 10 dias 

foi observado que o repovoamento da cavidade peritoneal por mastócitos 

chega a 23,75%, o que corresponde a quase totalidade dos mastócitos 

encontrados em animais controle (Fig. 05 e 07).

2.3 MEDULA ÓSSEA

Os mastócitos na medula óssea de ratos injetados somente com solução 

salina (controle), assim como os dos não injetados, perfazem 2,4% da 

população de células da medula óssea (JAMUR et al., 1996). Os mastócitos 

isolados da medula óssea de ratos que há dois dias sofreram injeção 

intraperitoneal de água destilada correspondem apenas a 0,3% da população 

de células da medula óssea. Este número atinge 0,49% em animais com 6 dias 

de injeção e chega a 0,66% em ratos que foram injetados há 10 dias, 

correspondendo apenas 27,5% do total de mastócitos residentes da medula 

óssea (Fig. 06 e 07).
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03.IDENTIFICAÇÃO ULTRAESTRUTURAL E IMUNOCITOQUÍMICA 

DOS MASTÓCITOS

3.1 MASTÓCITO MADURO

Mastócitos peritoneais colhidos de ratos não injetados ou que 

receberam intraperitonealmente solução salina 0,9% (controle) apresentaram 

ultraestrutura característica destas células, ou seja, muitos grânulos eletron- 

densos, poucas organelas no citoplasma, núcleo esférico e central. Estas 

células apresentam forte imunomarcação na superfície após a imunoreação 

com o mAb AA4, contra gangliosídeos específicos da membrana de mastócitos 

(Fig. 8A) e com o mAb anti IgE , que imuno reage com a IgE endógena ligada 

ao receptor (Fig. 8C).

3.2 MASTÓCITO IMATURO

3.2.1 CAVIDADE PERITONEAL

As células presentes na cavidade peritoneal dois dias após a injeção de 

água destilada apresentavam nenhum ou poucos grânulos pequenos e 

elétron-densos, citoplasma com muitas organelas, núcleo grande e chanfrado. 

A imunomarcação dos antígenos específicos de mastócitos presentes na 

superfície destas células possibilitou a sua identificação como mastócitos 

imaturos. Os mastócitos imaturos obtidos dois dias após a injeção 

intraperitoneal apresentaram, portanto, reação positiva na superfície celular 

após a imunomarcação com o mAb AA4 (Fig. 8B) e com o mAb anti IgE (Fig 

8D).
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3.2.2 MEDULA ÓSSEA 

Na população de mastócitos da medula óssea de ratos não injetados ou 

que receberam intraperitonealmente solução salina 0,9%, foram observados 

mastócitos em diferentes estágios de maturação. Na medula óssea, alguns 

mastócitos bem imaturos imunomarcados com mAb AA4 apresentaram 

características morfológicas muito semelhantes àquelas observadas nos 

mastócitos peritoneais imaturos, identificados 2 dias após a injeção 

intraperitoneal de água destilada (Figs. 9A e 9B ). Mastócitos peritoneais e da 

medula óssea incubados na ausência dos anticorpos primários, não 

apresentaram imunomarcação na superfície (Fig. 9C).

3.3 CARACTERIZAÇÃO DOS MASTÓCITOS ISOLADOS 

A separação imunomagnética através de esferas conjugadas com 

anticorpos específicos de superfície de mastócito permitiu o estudo do 

processo de repovoamento destas células, bem como facilitou a obtenção de 

populações puras de mastócitos maduros e em maturação. Ainda, 

proporcionou a caracterização dos mastócitos isolados através da identificação 

simultânea de mais de um antígeno específico em sua superfície.

3.3.1 ANIMAIS CONTROLE 

Os mastócitos isolados dos ratos controle com mAb AA4 apresentaram 

poucas organelas e complexo de Golgi próximo ao núcleo central (Fig. 10A). 

Estes mastócitos apresentaram reação positiva para o mAb anti IgE 

apresentando forte imunomarcação de superfície revelada pela reação de 

imunoperoxidase (Fig. 8A). A subunidade a do receptor de IgE foi detectada
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nos mastócitos através da utilização do anticorpo mAb BC4 que se liga 

especificamente a esta subunidade. Os mastócitos isolados e imunomarcados 

apresentaram reação positiva na membrana plasmática. Também foi possível 

isolar os mastócitos da cavidade peritoneal utilizando as esferas magnéticas 

conjugadas com mAb BGD6 contra outra proteína específica da superfície de 

mastócitos (Fig. 10B). Os mastócitos isolados com o mAb BGD6 apresentaram 

o mesmo padrão ultraestrutural dos mastócitos maduros isolados com o mAb 

AA4. .

Na cavidade peritoneal dos animais adultos não injetados com água 

destilada ou que receberam apenas solução salina (controles), existe 

normalmente uma população muito pequena de células bem imaturas. Estas 

células imaturas puderam ser isoladas pelo mAb AA4 conjugado a esferas 

magnéticas e quando imunomarcadas, apresentaram reação positiva para o 

mAb anti IgE (Fig. 10C). Os mastócitos imaturos colhidos de animal controle 

também apresentaram morfologia semelhante aos mastócitos isolados dois 

dias após a injeção intraperitoneal de água destilada. Apresentaram núcleo 

volumoso e central, organelas abundantes e raros grânulos elétron-densos 

(Fig. 12A).

3.2.2 ANIMAIS TRATADOS

O isolamento imunomagnético associado a estudos ultraestruturais 

permitiu a caracterização de mastócitos em diferentes estágios de maturação. 

Dois dias após a depleção dos mastócitos na cavidade peritoneal, mastócitos 

imaturos foram isolados pelas esferas magnéticas conjugadas com mAb AA4 

demonstrando a presença dos gangliosídeos do tipo GD1b específico da
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superfície de mastócitos. Foi observada, nas células imaturas assim isoladas, 

a presença da subunidade a do receptor de alta afinidade (FceRI) com o mAb 

BC4 (Fig. 11A) e a IgE endógena que está ligada ao FCeRI com a utilização do 

mAb anti IgE (Fig. 12A). Ultraestruturalmente, estas células possuem as 

mesmas características descritas acima para mastócitos imaturos, tais como: 

núcleo grande, muitas organelas no citoplasma e poucos ou virtualmente 

nenhum grânulo. Esferas conjugadas com mAb BGD6, contra proteína 

específica de superfície de mastócito, também isolaram mastócitos imaturos 

que estavam repovoando a cavidade peritoneal, dois dias após a injeção de 

água destilada. Os mastócitos isolados foram imunomarcados com o mAb anti 

IgE e já revelaram a presença da IgE ligada aos receptores na superfície de 

mastócitos imaturos.

Seis dias após injeção intraperitoneal de água destilada, as células 

isoladas pelas esferas magnéticas conjugadas com mAb AA4 apresentaram 

ultraestrutura semelhante as células imaturas (JAMUR et al., 1986) com 

citoplasma apresentando algumas mitocôndrias, complexo de Golgi e retículo 

endoplasmático rugoso desenvolvidos, poucos e pequenos grânulos elétron- 

densos, núcleo periférico e bilobado. Após imunomarcação com o mAb anti 

IgE, estes mastócitos isolados também revelaram a presença de IgE endógena 

ligada ao FCeRI (Fig. 12B). Mastócitos imunoisolados com mAb AA4 e 

posteriormente marcados com o mAb BC4 também apresentaram forte reação 

na superfície celular, demonstrando a presença da subunidade a do receptor 

de IgE (Fig. 11B).

Dez dias após a injeção, a população de mastócitos isolada com o mAb 

AA4 era composta de células em diferentes estágios de maturação. Algumas
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destas células apresentaram características morfológicas semelhantes a das 

células isoladas no segundo e sexto dias após a injeção intraperitoneal de 

água destilada. Estes mastócitos também foram imunomarcados com o mAb 

anti IgE (Fig. 12C) e com mAb BC4 (Fig. 11C) e reagiram positivamente. 

Também foram isolados mastócitos com características ultraestruturais típicas 

de um estágio mais avançado de maturação, próxima a dos mastócitos 

maduros, que apresentavam vários grânulos elétron-densos. O receptor de 

alta afinidade para IgE foi detectado nestes mastócitos com a utilização do 

mAb anti IgE. Mastócitos maduros, com citoplasma repleto de grânulos elétron- 

densos e anti IgE positivos, também foram observados nesta mesma 

população.



- FIGURAS



FIG. 01 - Modelo apresentando a conjugação dos anticorpos específicos a esferas 
magnéticas utilizadas na separação das células.
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A - Mastócitos peritoneais ligados às esferas magnéticas conjugadas 
com o anticorpo mAb AA4 específico para superfície celular, foram 
isolados com o auxílio do Concentrador de Partículas Magnéticas 
(CPM).

B - População positiva isolada após a incubação com as esferas 
magnéticas conjugadas.
Aumento: 640 x.

C - População negativa resultante da separação imunomagnética. 
Aumento: 528 x.

. 02 - Separação Imunomagnética dos mastócitos
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. 03 - Mastócitos peritoneais corados com azul de toluidina pH 3,5

A - Mastócitos maduros (controle) isolados com esferas 
magnéticas conjugada com o mAb AA4 (setas) apresentando
citoplasma repleto de grânulos metacromáticos.
Aumento: 400 x.

B - Mastócitos peritoneais imaturos colhidos dois dias após a 
injeção intraperitoneal de água destilada isolados com esferas 
magnéticas conjugadas com o mAb AA4 (seta). Notar a ausência 
de grânulos.
Aumento: 528 x.
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FIG. 04 - Lavado peritoneal colhido dez dias após a injeção intraperitoneal de 
água destilada. Observar mastócitos em diferentes estágios de 
maturação. Mastócitos imaturos, com poucos grânulos 
metacromáticos (setas) e mastócitos com citoplasma quase repleto 
de grânulos metacromáticos (cabeça de seta).
Aumento. 640 x.
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CAVIDADE PERITONEAL
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Dias após injeção intraperitoneal de água destilada

FIG. 05 - Quantificação dos mastócitos durante o repovoamento da cavidade 
peritoneal de rato, após injeção intraperitoneal de água destilada.
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MEDULA ÓSSEA
3 t r
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Dias após a injeção intraperitoneal de água destilada

FIG. 06 - Quantificação dos mastócitos da medula óssea observados após 
depleção da cavidade peritoneal.
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Dias após injeção intraperitoneal de água destilada

FIG. 07 - Comparação das alterações ocorridas na população de mastócitos 
peritoneais e da medula óssea, durante o repovoamento da cavidade 
peritoneal, após a injeção de água destilada.



A - Mastócito maduro (controle) com citoplasma repleto de grânulos 
eletron-densos mostrando forte reação na superfície celular após a 
imunomarcação com o mAb AA4 (setas). Observar que a célula adjacente 
não apresenta a imunoreação (cabeça de seta).
Aumento: 9.600 x.

B - Mastócito imaturo colhido dois dias após a injeção intraperitoneal de 
água destilada imunomarcado com o mAb AA4. Notar a forte 
imunoreação na superfície celular demonstrando a presença do 
gangliosídeo GD1b (setas). Observar, poucos grânulos citoplasmáticos 
(GC), muitas mitocôndrias (M), Complexo de Golgi (G) e RER bem 
desenvolvidos, e núcleo chanfrado (N). Observar outras células 
peritoneais negativas (cabeça de seta).
Aumento: 11.600 x.

C - Mastócito maduro (controle) imunomarcado pelo anticorpo mAb anti- 
IgE, apresentando citoplasma repleto de grânulos citoplasmáticos (cabeça 
de seta), complexo de Golgi próximo ao núcleo (G) e algumas
mitocôndrias (M). Observar a forte imunoreação na superfície celular 
revelada pela peroxidade (setas).
Aumento: 11.550 x.

D - Mastócito imaturo colhido dois dias após a depleção da cavidade 
peritoneal pela água destilada apresentando forte imunoreação na 
superfície celular para o mAb anti-lgE (setas). Poucos e pequenos 
grânulos citoplasmáticos são observados (cabeça de seta).
Aumento. 10.000 x.

. 08 - Identificação Imunocitoquímica dos Mastócitos:
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FIG. 09 - Mastócitos imaturos

A - Mastócito peritoneal imaturo colhido dois dias após a depleção, 
imunomarcado com mAb AA4. Observar forte imunoreaçâo na 
superfície celular (setas). Observar a ausência de grânulos 
citoplasmáticos, e a presença de mitocôndrias (M). Núcleo central e 
volumoso (N). A célula adjacente não apresenta imunomarcação 
(cabeça de seta).
Aumento: 12.500 x.

B - Mastócito da medula óssea imaturo apresentando reação positiva 
para o mAb AA4 (setas). Notar que as características morfológicas 
são semelhantes as da figura acima (Fig. 09A).
Aumento: 19.500 x.

C - Mastócito imaturo (controle) incubado na ausência do anticorpo 
primário, não apresenta imunomarcação na superfície (setas). 
Aumento: 19.500 x.
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FIG. 10 - Mastócitos peritoneais isolados através da imunoseparação 
magnética.

A - Mastócito maduro (controle) isolado pelas esferas magnéticas (E) 
conjugadas com o mAb AA4. Observar o citoplasma repleto de 
grânulos eletron-densos e a presença de algumas mitocôndrias (seta) 
Aumento: 6.600 x.

B - Mastócitos maduros (controle) isolados pelas esferas magnéticas 
conjugadas com o mAb BGD6.
Aumento: 5.800 x.

C - Mastócito imaturo, obtido no lavado peritoneal de animais controle, 
isolado com o mAb AA4 conjugado as esferas magnéticas, e 
imunomarcado com o mAb anti-lgE (setas). Observar a semelhança 
entre esta célula e a da Fig. 12A.
Aumento: 10.000 x.
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A - Mastócito isolado dois dias após a injeção intraperitoneal de água 
destilada. Notar forte imunoreação na superfície celular (setas). 
Ausência de grânulos eletron-densos. Núcleo volumoso e central (N). 
Poucas mitocôndrias (M).
Aumento: 10.380 x.

B - Mastócito isolado e imunomarcado seis dias após a injeção 
intraperitoneal de água destilada. Observar a imunomarcação na 
superfície celular (setas). Notar a presença de grânulos 
citoplasmáticos (cabeças de seta). Núcleo central (N). Mitocôndrias 
(M).
Aumento: 8.400 x.

C - Mastócito isolado dez dias após a depleção da cavidade 
peritoneal pela água destilada. Imunoreação positiva na membrana 
(setas). Notar maior quantidade de grânulos citoplasmáticos 
(cabeças de seta).
Aumento: 5.340 x.

FIG. 11 - Mastócitos peritoneais isolados com esferas magnéticas (E)
conjugadas com mAb AA4 e imunomarcadas com o mAb BC4
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A - Mastócito peritoneal imaturo isolado dois dias após a injeção 
intraperitoneal de água destilada e imunomarcado (setas).
Aumento: 8.000 x.

B - Mastócito peritoneal isolado seis dias após a depleção da 
cavidade peritoneal pela água destilada, apresentando forte 
imunoreação na superfície celular (setas).
Aumento: 7.950 x.

C - Mastócito peritoneal isolado dez dias após a injeção 
intraperitoneal de água destilada apresentando imunoreação positiva 
na superfície celular (setas). Núcleo chanfrado e central (N), 
complexo de Golgi bem desenvolvido (G), pequenos grânulos 
citoplasmáticos (cabeça de seta) e algumas mitocôndrias (M). 
Notar a presença de grânulos citoplasmáticos maduros (GC) 
localizados na região oposta ao complexo de Golgi.
Aumento: 8.600 x.

FIG. 12 - Mastócitos peritoneais isolados com esferas magnéticas (E)
conjugadas com o mAb AA4 e imunomarcados com o mAb anti- IgE.
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VI - DISCUSSÃO

Com a utilização de anticorpos monoclonais específicos, que 

reconhecem moléculas da superfície de mastócitos, conjugados as esferas 

magnéticas, foi possível identificar e caracterizar a população de mastócitos 

que repovoam a cavidade peritoneal de ratos adultos. O repovoamento da 

cavidade peritoneal por mastócitos foi observado após a injeção intraperitoneal 

de água destilada, que causa lise e desaparecimento destas células 

(FAWCETT, 1955; MENDONÇA et al„ 1986).

KITAMURA et al. (1978) demonstraram que os mastócitos se originam 

através da migração de células precursoras da medula óssea e que se 

diferenciam nos tecidos, apresentando, assim, fenótipos específicos (VALENT 

et al., 1991). Estas observações iniciais sobre a origem e diferenciação dos 

mastócitos demonstraram que estas células são oriundas da medula óssea e 

se diferenciam nos tecidos onde residem. Segundo ROTTEM e colaboradores 

(1991) os precursores de mastócitos não possuem um papel fisiológico 

determinado, porém ao migrarem para os tecidos onde amadurecem, passam a 

exibir fenótipos específicos daquele tecido.

A identificação de precursores de mastócitos e mastócitos em diferentes 

estágios de maturação sempre foi dificultada pela falta de marcadores 

específicos (ODARJUK et al., 1989). A maioria dos estudos eram baseados 

apenas na identificação morfológica (DVORAK, 1991) ou no conteúdo dos 

grânulos citoplasmáticos (COMBS, 1971; JAMUR et al., 1986; JAMUR & 

VUGMAN, 1988). Os resultados assim obtidos eram difíceis de serem 

interpretados, devido a especificidade dos métodos utilizados e ainda pelo fato
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de os mastócitos imaturos muitas vezes não possuírem grânulos, 

assemelhando-se morfologicamente, a outros tipos celulares (NAKAHATA et 

al„ 1986; KANAKURA et al., 1988; CHEN & ENERBACK, 1994). Utilizando 

anticorpos específicos para componentes da membrana celular de mastócitos, 

conjugados a esferas magnéticas, conseguimos imunoseparar mastócitos 

imaturos provenientes da cavidade peritoneal e da medula óssea, mesmo 

desprovidos de grânulos metacromáticos, os quais nâo poderiam ser 

analisados a nível de microscopia de luz. MENDONÇA et al. (1986), utilizando 

o modelo experimental da injeção de água destilada, estudaram o 

repovoamento na cavidade peritoneal corando os mastócitos com azul de 

toluidina. Demonstraram que os mastócitos jovens aparecem no quinto dia no 

mesentério e no sexto dia no lavado peritoneal. No sétimo dia, encontraram 

no lavado peritoneal apenas 1,5 % do total de mastócitos encontrados no 

controle. Somente no décimo terceiro dia este valor atingiu 10%. Utilizando 

esferas magnéticas conjugadas ao mAb AA4 observamos que já aos dois dias 

após a injeção intraperitoneal de água destilada, a população de mastócitos 

peritoneais imaturos, desprovidos de grânulos metacromáticos, perfazia 10% 

do total de mastócitos da população controle. A população de mastócitos dos 

ratos controle correspondia a 25% do total das células do lavado peritoneal, 

quando estimada somente após a coloração com o azul de toluidina ou através 

de separação imunomagnética com o mAb AA4. No sexto dia de repovoamento 

os mastócitos já atingiam 46% do controle, aumentando para 95% no décimo 

dia. As diferenças encontradas entre os resultados descritos por MENDONÇA 

et al. (1986) e os nossos achados estão relacionadas com a especificidade do 

método utilizado. A identificação de mastócitos imaturos, desprovidos de
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grânulos citoplasmáticos ou contendo grânulos ortocromáticos, ligados 

especificamente às esferas magnéticas conjugadas com mAb AA4 

possibilitaram a sua quantificação. A imunoseparação magnética permitiu 

quantificar mastócitos, mesmo nos estágios iniciais de maturação, onde se 

apresentam praticamente desprovidos de grânulos. Nossos resultados 

mostram também que no sexto dia de repovoamento, um maior número de 

mastócitos imaturos pode ser observado e alguns deles apresentando 

grânulos metacromáticos. Dez dias após a injeção intraperitoneal de água 

destilada, o repovoamento da cavidade peritoneal por mastócitos é quase 

completo. No entanto, muitos mastócitos imaturos ainda estavam presentes no 

lavado peritoneal.

Além de identificar e quantificar os mastócitos imaturos durante o 

repovoamento da cavidade peritoneal, conseguimos comparar esses 

resultados com os encontrados na medula óssea colhida durante os mesmos 

períodos experimentais. Observamos que paralelamente ao repovoamento da 

cavidade peritoneal por mastócitos ocorre uma diminuição na população de 

mastócitos da medula óssea, que normalmente corresponde a cerca de 2,4% 

do total das células residentes (JAMUR et al.,1996). Através da quantificação 

dos mastócitos imunoseparados foi possível avaliar a dinâmica do processo de 

migração dos progenitores de mastócitos da medula óssea para cavidades e 

tecidos. Dois dias após a depleção de mastócitos peritoneais, a população de 

mastócitos da medula óssea decresce para 0,3%, aumentando para 0,49% em 

seis dias e para 0,66% aos 10 dias, o que corresponde a apenas 27,5% da 

população inicial de mastócitos da medula óssea. Inicialmente, nota-se uma 

sincronia entre os dois processos, porém a medula óssea parece necessitar de
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um tempo mais longo para refazer a sua população de mastócitos. Estes 

dados também sugerem que os progenitores de mastócitos continuam 

migrando para repor a população de mastócitos peritoneais, pois, dez dias 

após a depleção, alguns mastócitos bem imaturos ainda são detectados no 

lavado peritoneal.

Alguns pesquisadores utilizaram anticorpos monoclonais na tentativa de 

caracterizar mastócitos imaturos, porém não eram específicos. KINZER et al. 

(1995) descreveram um anticorpo monoclonal específico anti uma proteína de 

membrana de mastócitos de camundongo, que porém marcava também 

macrófagos. CHEN e ENERBACK (1994) utilizaram o anti IgE conjugado ao 

ouro coloidal e observaram uma célula peritoneal agranular positiva para IgE, 

que denominaram “tipo linfócito”, a qual apresentava um grande número de 

partículas de ouro ligadas a sua superfície. Apenas a presença do receptor de 

alta afinidade para IgE não é suficiente para identificar mastócitos, já que o 

mesmo pode ser encontrado em basófilos (SIRAGANIAN, 1988). RIMMER e 

colaboradores (1984) utilizaram sete anticorpos monoclonais para 

componentes de grânulos de mastócitos hematopoiéticos, mastócitos do tecido 

conjuntivo e alguns outros tipos celulares. Além de não serem específicos para 

mastócitos, estes anticorpos marcariam apenas as células que já 

apresentassem grânulos, omitindo os estágios iniciais da maturação onde as 

células ainda não possuem grânulos.

Com a finalidade de caracterizar ultraestruturalmente os mastócitos 

peritoneais, utilizamos uma série de anticorpos monoclonais específicos contra 

antígenos de superfície de mastócitos. Os resultados foram obtidos graças a 

fixação por microondas (JAMUR et al., 1995), pois os antígenos estudados
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eram sensíveis ao glutaraldeído. Utilizando o mAAb AA4 foi possível 

caracterizar ultraestruturalmente os mastócitos bem imaturos, colhidos dois 

dias após a depleção da cavidade peritoneal. Estas células apresentavam 

características semelhantes àquelas descritas acima por CHEN E ENERBACK 

(1994). FARACO et al. (1997), utilizando este mesmo anticorpo, observaram 

mastócitos em maturação, incluindo uma população de células imaturas, seis 

dias após a injeção de água destilada. Nossos resultados demonstram que 

dois dias após a depleção já é possível identificar mastócitos imaturos, ainda 

desprovidos de grânulos metacromáticos.

Utilizando as esferas magnéticas conjugadas a anticorpos monoclonais 

específicos foi possível isolar populações puras de mastócitos com uma 

eficiência de 85%. Esta técnica permitiu ainda, isolar células em diferentes 

estágios de maturação ( Fig. 13), o que seria impossível utilizando 

centrifugação contra gradientes, pois os mastócitos imaturos sedimentariam 

com outros tipos celulares semelhantes (DVORAK, 1991).

Utilizando apenas a imunoseparação magnética com o mAb AA4 foi 

possível detectar a presença dos gangliosídeos do tipo GD1b específicos para 

mastócitos maduros (GUO et al., 1989; OLIVER et al., 1992) e imaturos 

(JAMUR et al., 1995; FARACO et al., 1997). Os mastócitos peritoneais 

maduros e imaturos também foram imunoseparados com o mAb BGD6, contra 

uma proteína específica da superfície de mastócitos (HAMAWY et al., 1992). 

Na medula óssea, o mAb BGD6 além de isolar os mesmos tipos celulares que 

o mAb AA4, também separa células precursoras completamente 

indiferenciadas (JAMUR et al., 1996). Estas células indiferenciadas,
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entretanto, não foram identificadas com a imunoseparação de mastócitos 

peritoneais pelo mAb BGD6, dois dias após a depleção.

Com objetivo de melhor caracterizar os mastócitos peritoneais imaturos, 

após o isolamento utilizando as esferas magnéticas conjugadas ao mAb AA4, 

estes mastócitos foram imunomarcados com mAb BC4 (anti a subunidade alfa 

do receptor de alta afinidade para IgE), existente somente em mastócitos e 

basófilos (RA et al., 1989), e também observados em microscopia eletrônica. O 

receptor para IgE pode ser utilizado como marcador de mastócitos de ratos, 

uma vez que nestes animais os basófilos são extremamente raros ou 

ausentes(ENERBACK, 1986; BENTFELD et al., 1977; BENTFELD-BARKER & 

BAINTON, 1980). Os mastócitos identificados como imaturos, observados nos 

períodos experimentais estudados, foram caracterizados pela forte 

imunomarcação de superfície revelada pela peroxidase. Morfologicamente, os 

mastócitos imaturos observados dois dias após a injeção de água destilada 

apresentaram características típicas de célula com alta atividade de síntese 

protéica . O complexo de Golgi e RER eram bem desenvolvidos e as células 

apresentavam poucos ou nenhum grânulo elétron-denso. O núcleo era 

volumoso e algumas vezes bilobulado. Estes mastócitos representam um 

estágio inicial no processo de maturação, pela primeira vez identificados 

durante o processo de repovoamento da cavidade peritoneal. A IgE ligada a 

superfície celular dos mastócitos colhidos dois dias após a injeção 

intraperitoneal de água destilada foi detectada pelo mAb anti IgE. A 

imunoreação positiva observada na superfície celular indica que receptor para 

IgE detectado em mastócitos imaturos é funcional. Células peritoneais não 

caracterizadas e apresentando IgE ligada a superfície foram observadas por
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CHEN e ENERBACK (1994). De acordo com nossos achados, mastócitos 

virtualmente desprovidos de grânulos já são positivos para anticorpos 

monoclonais específicos para componentes da membrana celular. Estes 

resultados sugerem que as células progenitoras estariam pré-determinadas a 

se diferenciar em mastócitos quando deixam a medula óssea.

Mastócitos bem imaturos residentes da medula óssea, apresentando 

características morfológicas e imunocitoquímicas semelhantes a dos 

mastócitos peritoneais imaturos, acima descritos, também foram por nós 

identificados. Nos animais controle, não injetados, encontramos poucas células 

imaturas, o que está de acordo com as observações de MENDONÇA et al. 

(1986). Estes mastócitos imaturos, quando isolados, apresentaram o mesmo 

padrão morfológico daqueles que foram separados com mAb AA4, após a 

depleção da cavidade peritoneal. Estas últimas observações confirmam a 

descrição dos mastócitos peritoneais bem imaturos, que foram identificados e 

caracterizados nos estágios iniciais de maturação durante o processo de 

repovoamento.

Os anticorpos monoclonais específicos para antígenos de superfície de 

mastócitos demonstram ser uma ferramenta muito importante na elucidação do 

comportamento de migração, maturação e diferenciação destas células, uma 

vez que podemos identificar todas as mudanças morfológicas e até 

bioquímicas que ocorrem nos mastócitos durante o processo de 

repovoamento. Sem esses marcadores não seria possível identificar e 

caracterizar mastócitos imaturos, uma vez que estas células não apresentam 

características típicas de mastócitos. Além disso, com a utilização das esferas 

magnéticas conjugadas com anticorpos monoclonais conseguimos estabelecer
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um padrão quantitativo na migração dos mastócitos da medula óssea para a 

cavidade peritoneal durante o repovoamento. Os dados quantitativos 

observados na medula óssea durante o início do repovoamento da cavidade 

peritoneal mostram que grande parte da população de mastócitos da medula 

estaria migrando. Estes dados sugerem que células imaturas poderiam 

participar do repovoamento, completando sua maturação nos tecidos. Muitos 

pesquisadores, ao contrário, afirmam que somente precursores indiferenciados 

deixam a medula óssea (ROTTEM et al., 1991; VALENT et al., 1991).

A utilização de anticorpos monoclonais conjugados as esferas 

magnéticas permitiu o estudo de populações muito pequenas de mastócitos 

isolados e em diferentes estágios de maturação. Ainda, facilitou o estudo 

ultraestrutural destas populações purificadas e imunomarcadas, permitindo sua 

identificação e caracterização. Esta metodologia também abre caminhos para 

a elucidação de muitos aspectos da biologia dos mastócitos, facilitando 

estudos de migração, análises bioquímicas e cultivo de populações puras.
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Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que:

01. A utilização de anticorpos monoclonais específicos para 

componentes da superfície celular de mastócitos possibilita a identificação de 

mastócitos peritoneais bem imaturos, desprovidos de grânulos, colhidos dois 

dias após a injeção intraperitoneal de água destilada .

02. A população de mastócitos na cavidade peritoneal corresponde a 

25% do total da população de células.

03. Dois dias após a injeção intraperitoneal de água destilada, somente 

2,5% das células que repovoam a cavidade peritoneal são mastócitos. Aos 

seis dias atingem 11,5% e ao final de 10 dias, a cavidade peritoneal está 

praticamente repovoada por mastócitos, que correspondem a 23,75% do total 

das células peritoneais.

04. Alterações drásticas na população de mastócitos da medula óssea 

são observadas durante o repovoamento da cavidade peritoneal. A população 

de mastócitos corresponde a 2,4% e diminui para 0,3%, dois dias após a 

depleção. Os mastócitos aumentam para 0,49%, seis dias após a injeção e 

atingem apenas 0,66% em dez dias.



05. Dez dias após a depleção, a população de mastócitos da cavidade 

peritoneal chega a 95%, enquanto a da medula óssea atinge apenas 27,5%.

06. O mAb AA4 imunomarcou mastócitos peritoneais imaturos 

permitindo sua identificação e caracterização ultraestrutural.

07. Os mastócitos peritoneais imaturos observados dois dias após a 

injeção intraperitoneal de água destilada apresenta características 

morfológicas idênticas a mastócitos imaturos isolados de animais adultos não 

injetados (controle).

08. Mastócitos peritoneais bem imaturos são morfologicamente semelhantes a 

mastócitos imaturos derivados da medula óssea.

09. Nos mastócitos imaturos, desprovidos de grânulos, é detectado o receptor 

de alta afinidade para IgE, através de imunomarcação com anti IgE, indicando 

que o mesmo é ativo e funcional.

10. A separação imunomagnética permitiu o isolamento de mastócitos em 

diferentes estágios de maturação, o estudo ultraestrutural de pequenas 

populações de mastócitos isolados e a sua caracterização através da 

imunomarcação de mais de uma molécula específica da superfície de 

mastócitos.
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TABELA I. Animais não injetados - Controle

Número de 
Animais

Total de Células 
± DP

Total de 
Mastócitos 

Isolados ± DP

% de Mastócitos

Lavado 24 l±0.76xl07 2.5±0.76xl06 25%
Peritoneal

Medula Óssea 30 2±0.9xl07 4.6±0.4xl05 2.4%

DP = desvio padrão
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TABELA II. Mastócitos isolados através das esferas magnéticas 
conjugadas com mAb AA4, dois dias após depleção da cavidade peritoneal 
de ratos pela água destilada

Número de 
Animais

Total de Células 
± DP

Total de 
Mastócitos 

Isolados ± DP

% de 
Mastócitos 

Isolados

% de 
Mastócitos 
em relação 
ao controle

Lavado
’eritoneal

8 18±14xl06 0.97±1.29xl06 2.5% 10%

r
ídula Ossea 2 16.45±8.4xl07 0.053±0.032xl07 0.3% 12.5%

DP = desvio padrão



55

TABELA III. Mastócitos isolados através das esferas magnéticas 
conjugadas com mAb AA4, seis dias após depleção da cavidade peritoneal 
de ratos pela água destilada

Número de 
Animais

Total de Células 
± DP

Total de 
Mastócitos 

Isolados ± DP

% de 
Mastócitos 

Isolados

% de 
Mastócitos 
em relação 
ao controla

Lavado 3 16+8.7xl06 7.3+4xl06 11.5% 46%
Peritoneal

fedula Óssea 2 29.7±14.9xl07 0.124±0.01xl07 0.49% 20.4%

DP = desvio padrão
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TABELA IV. Mastócitos isolados através das esferas magnéticas 
conjugadas com mAb AA4, dez dias após depleção da cavidade peritoneal 
de ratos pela água destilada

Número de 
Animais

Total de Células 
± DP

Total de 
Mastócitos 

Isolados ± DP

% de 
Mastócitos 

Isolados

% de 
Mastócitos 
em relação 
ao controle

cavado
:ritoneal

3 25±8.5xl06 15±8.18xl06 23,75% 95%

lula Óssea 2 23.9±11.5xl07 0.144±0.014xl07 0.66% 27.5%

DP = desvio padrão
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