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RESUMO

Estudos sobre a maturação de mastócitos têm sido dificultados pela falta 
de marcadores específicos para mastócitos e os mastócitos imaturos não podem ser 
identificados apenas pelas suas características morfológicas. Os mastócitos imaturos 
não apresentam grânulos citoplasmáticos típicos de mastócitos e possuem 
características morfológicas semelhantes a outros tipos celulares. No presente estudo, 
mastócitos derivados da medula óssea de ratos e camundongos foram identificados e 
caracterizados por métodos imunoquímicos. A análise por citometria de fluxo e a 
contagem direta de células isoladas imunomagneticamente ou imunomarcadas, 
mostram que os mastócitos representam aproximadamente 2,4% da população total de 
células da medula óssea. Com a conjugação a esferas magnéticas de anticorpos 
monoclonais (mAbs) específicos para mastócitos, mAb BGD6 e mAb AA4, foi possível 
isolar uma população pura de mastócitos da medula óssea. Mastócitos em três distintos 
estágios de maturação foram identificados: maduro, imaturo e bem imaturo. Estas 
células têm o seu tamanho variando entre 3 e 13 um e são imunomarcadas 
positivamente pelo mAb AA4 e pelo mAb BGD6. Elas também são positivas para o 
receptor de alta afinidade para IgE, IgE e c-kit. Utilizando isolamento sequencial com o 
mAb AA4 seguido pelo mAb BGD6, um precursor comprometido com a linhagem de 
mastócitos também pode ser identificado. Estes precursores comprometidos perfazem 
0,02% das células da medula óssea, são células indiferenciadas e apresentam os 
antígenos de superfície c-kit e CD 34. Mastócitos não são encontrados no sangue 
circulante, porém seus precursores devem migrar da medula óssea para os tecidos 
periféricos, através da circulação. Foi utilizado o modelo da depleção de mastócitos 
peritoneais, através da lise pela injeção intraperitoneal de água destilada, para 
estimular a migração de precursores durante o repovoamento da cavidade peritoneal. 
Utilizando este modelo, pela primeira vez, uma pequena população de precursores de 
mastócitos foram isolados do sangue circulante, < 1/106 células. Morfologicamente e 
fenotipicamente, estes mastócitos circulantes assemelham-se aos mastócitos bem 
imaturos encontrados na medula óssea. Os resultados apresentados indicam a 
presença, na medula óssea, de uma população de mastócitos em todos os estágios de 
maturação, desde o precursor comprometido até o mastócito maduro. No entanto, este 
estudo demonstra que pelo menos os mastócitos bem imaturos podem circular pelo 
sangue durante o repovoamento de sítios periféricos.
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SUMMARY

Studies of mast cell maturation have been hampered because there have 
been no specific markers for mast cells and the immature mast cells are not easily 
identified based solely on morphological characteristics. Immature mast cells lack the 
cytoplasmic granules typical of mature mast cells as well as sharing morphological 
features with other cell types. In the present study, rat and mouse bone marrow derived 
mast were identified and characterized using immunochemical methods. By flow 
cytometry, and by direct counting of immunostained or immunomagnetically isolated 
cells, the mast cells represent approximately 2.4% of the total cell population in bone 
marrow. By conjugating the mast cells specific monoclonal antibodies (mAbs), mAb 
AA4 and mAb BGD6, to magnetic beads, it was possible to isolate a pure population of 
mast cells from bone marrow. Three distinct stages of maturation were identified, 
mature, immature and very immature. These cells ranged in size from 13 pm -  3 pm and 
immunostained positively with mAb AA4 and mAb BGD6. They were also positive for the 
high affinity IgE receptor, IgE and c-kit. In addition, using sequential isolation first with 
mAb AA4 and then mAb BGD6, a committed mast cell precursor also could be identified. 
This cell makes up only 0.02% of the cells in the bone marrow, has a very 
undifferentiated morphology, and consistent with being a mast cell precursor, is c-kit and 
CD34 positive. Although mast cells are thought to migrate from the bone marrow to 
peripheral sites in the tissue through the circulation, mast cells have not been seen in 
circulating blood. Lysis of peritoneal mast cells by distilled water was used in order to 
stimulate the migration of mast cells from the bone marrow into the peripheral circulation 
during repopulation of the peritoneal cavity. Using this model system, for the first time 
very small numbers of mast cells, <1/106 cells, could be isolated from circulating blood. 
Morphologically and phenotypically, these circulating mast cells resembled the very 
immature mast cells present in bone marrow. The results of this investigation 
demonstrate that mast cells are present in the bone marrow in all stages of maturation 
ranging from committed precursor to mature mast cell. Furthermore, this study indicates 
that at least the very immature mast cells can circulate through the blood during 
repopulation of peripheral sites.

XI



I. INTRODUÇÃO



I. INTRODUÇÃO

O mastócito maduro apresenta um grande número de grânulos 

citoplasmáticos metacromáticos, os quais permitem sua distinção morfológica de 

outros tipos celulares. No entanto, desde a sua origem até a sua completa 

maturação, o mastócito passa por uma série de modificações bioquímicas e 

morfológicas que impedem a sua identificação em estágios iniciais da diferenciação.

Os mastócitos originam-se de uma célula fonte hematopoiética, e 

possivelmente migram através da circulação sanguínea e atingem a sua maturidade 

nos tecidos conjuntivos que povoam. Estas células, colaborando com o sistema 

imune, desempenham um importante papel na defesa do organismo nos processos 

alérgicos, reações inflamatórias e na expulsão de parasitas.

Por muito tempo os mastócitos foram identificados exclusivamente 

pelos seus componentes granulares, o que gerou uma falha na sua identificação, 

pois as células imaturas que possuem raros ou nenhum grânulo citoplasmático, 

deixaram de ser estudadas. A identificação, caracterização e principalmente 

purificação dos precursores de mastócitos facilitaria outros estudos sobre a sua 

maturação e poderia levar ao desenvolvimento de novas intervenções 

farmacológicas que regulariam a função dos mastócitos.

No presente trabalho, a utilização de anticorpos monoclonais 

específicos para mastócitos possibilitou a identificação, caracterização e purificação 

das células pertencentes 'a linhagem de mastócitos presentes na medula óssea e 

no sangue periférico. Dois destes anticorpos monoclonais específicos para a 

superfície de mastócitos, o mAb AA4 e o mAb BGD6, foram conjugados a esferas 

magnéticas, permitindo o isolamento de populações puras de mastócitos nos seus 

diferentes estágios de maturação e a sua posterior caracterização.
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II. REVISÃO DE LITERATURA

Segundo METCALF e colaboradores (1997), os mastócitos são células 

repletas de grânulos metacromáticos identificadas pela primeira vez por Paul Erlich, em 

1877, juntamente com os basófilos. Por muito tempo não se fez distinção entre estes 

dois tipos celulares, justamente por apresentarem algumas características semelhantes, 

tais como: a produção de histamina e receptores de alta afinidade para a 

imunoglobulina E (IgE). Ambos são originados da célula fonte hematopoiética, no 

entanto, possuem diferenças incontestáveis em relação 'a sua morfologia, localização 

in vivo, conteúdo de mediadores, marcadores de superfície, respostas a agentes 

químicos e fatores de crescimento (SCFIWARTZ & KEPLEY, 1994). Antes da 

comprovação experimental das diferenças fenotípicas e funcionais destas células, 

alguns autores mencionaram a possibilidade dos basófilos do sangue se diferenciarem 

em mastócitos nos tecidos ou sugeriram a existência de um precursor comum a estas 

duas células (ZUCKER-FRANKLIN, 1980). Alguns autores utilizando anticorpos não 

específicos para mastócitos como marcadores, sugeriram também que mastócitos e 

células da linhagem monocítica provavelmente compartilhavam um precursor da 
medula óssea (HAMANN et al., 1995).

Os grânulos presentes no citoplasma dos mastócitos coram-se 

metacromaticamente por corantes básicos devido a sua alta concentração em heparina, 

uma proteoglicana altamente sulfatada. Além da heparina, os grânulos de mastócitos 

podem acumular outras proteoglicanas como condroitin sulfato E, aminas biogênicas, 

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

Estas células possuem receptores de membrana de alta afinidade para a 

IgE (FCeRI), amplamente distribuídos na superfície celular. CHEN e ENERBACK, em 

1994, demonstraram imunocitoquimicamente a presença deste receptor na superfície 
celular dos mastócitos e, após a infecção pelo nematóide Nippostrongylus brasiliensis, 
observaram que o número de moléculas de IgE ligadas aos receptores aumentou 
significativamente em relação aos animais não infectados, indicando que alguns dos
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receptores de IgE foram previamente ocupados por IgE nativo. Através de análise 

realizada por FACS, fluorescence activated cell sorter, THOMPSON e colaboradores, 

em 1990, mostraram que células da medula óssea de murinos, cultivadas e marcadas 

com IgE conjugada a FITC, aumentam de tamanho e expressam progressivamente 

mais receptores de IgE na sua superfície com o decorrer do cultivo.

A ativação dos mastócitos pode se dar por muitos estímulos, dependentes 

ou não do FCsRI. A ativação independente do FCsRI inclui ligação com o sistema 

complemento, com o SCF (stem cell factor) e interações com fibroblastos (HOGABOAM 

et al., 1998) e células T (BHATTACHARYYA et al., 1998). Quando a ativação é 

dependente do FCsRI as IgE são interligadas por antígenos multivalentes, promovendo 

o intercruzamento e agregação dos receptores na superfície da célula. Esta agregação 

dos receptores determina a desgranulação dos mastócitos que então liberam os 

agentes vasoativos e fatores quimiotáticos (GORDON et al., 1990, SWAIM, et al., 

1994). O FCsRI é constituído por 3 subunidades (a, p e y), e a subunidade a é o sítio de 

ligação da IgE, já que é a subunidade exposta à superfície externa da célula 

(METZGER, 1992). A liberação dos mediadores químicos está associada a fenômenos 

alérgicos de hipersensibilidade imediata, hipersensibilidade retardada, permeabilidade e 

integridade vascular, imunorregulação e potencialidade para toxicidade de eosinófilos e 

de macrófagos. Segundo ROTTEM et al., 1992, o FCsRI poderia apresentar outras 

funções fisiológicas, que não as envolvidas com a desgranulação celular, já que está 

presente nas células bem imaturas, antes destas apresentarem sua completa 

maturação granular. O papel fisiológico inicial do FCsRI poderia ser o de mediador na 

produção de linfocinas sem a indução de desgranulação celular (THOMPSON et al., 

1990). Assim, o mastócito é considerado um importante componente para reações 
inflamatórias, mas sua ampla desgranulação pode produzir reações anafiláticas graves 

nos organismos (GALLI et al., 1992).
As RBL- 2H3, células da leucemia basofílica de ratos, são células 

tumorais correspondentes a mastócitos de mucosa ( SWEITER et al., 1992). Estas 
células têm sido amplamente utilizadas como modelo de estudo para maior 

esclarecimento sobre a estrutura e função do FCsRI e para estudos de transdução de
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sinais envolvidos na secreção de mediadores (SWIETER et al., 1993; SIRAGANIAN et 

al., 1988). Estes estudos demonstraram que, diferentes interações destas células com a 

matriz extracelular podem modular a resposta inflamatória.

Os mastócitos são células residentes do tecido conjuntivo e se localizam 
preferencialmente em locais de potencial entrada de substâncias e microorganismos 

nocivos, isto é, em associação com vasos e nervos e em proximidade das superfícies 

que fazem face para o ambiente externo (METCALFE et al., 1997). Em murinos, os 

mastócitos foram subdivididos em mastócitos de mucosa (MMC) e mastócitos de tecido 

conjuntivo (CTMC) de acordo com diferenças observadas na localização, conteúdo 

granular e resposta a fatores e células que induzem o desenvolvimento. Os mastócitos 

de mucosa são encontrados particularmente na lâmina própria intestinal e os mastócitos 

de tecido conjuntivo estão presentes principalmente na pele e cavidade peritoneal 

(ENERBACK, 1981). Em humanos, a heterogeneidade dos mastócitos é basicamente 

expressa em função da presença de distintas proteases nos grânulos: Mt ; mastócitos 

contendo triptase e, M Ct  ; mastócitos contendo tanto triptase quanto quimase 

(SCHWARTZ, 1993). Mas, recentemente concluiu-se que os mastócitos, tanto humanos 

quanto murinos, possuem uma heterogeneidade muito grande em relação as suas 

proteínas granulares, dependendo dos tecidos onde são encontrados e podendo em 

camundongos, variar até de linhagem para linhagem (HUNT & STEVENS, 1995).

Dependendo das condições a que estas células são expostas, podem ser 

encontrados diferentes tipos de mastócitos, os quais podem apresentar fenótipos de 

mastócitos de mucosa ou de tecido conjuntivo (MITSUI et al., 1993). Estas células 

podem ainda sofrer transdiferenciação, de um tipo para outro, de acordo com o 

ambiente (VALENT et al., 1991). Mastócitos derivados da medula óssea, quando 

cultivados, apresentam um fenótipo de mastócito de mucosa (MACDONALD et al., 

1998), mas quando estas mesmas células são injetadas na cavidade peritoneal de 
camundongos deficientes em mastócitos, adquirem fenótipo de mastócito de tecido 
conjuntivo (NAKANO et al., 1985). Mastócitos de tecido conjuntivo também podem 
alterar seu fenótipo para mastócitos de mucosa se injetados na mucosa estomacal de
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camundongos deficientes em mastócitos (SONODA et al., 1986; KANAKURA et al., 
1988).

Apesar da localização final dos mastócitos nos tecidos conjuntivos e nas 

mucosas, experimentos in vivo e in vitro mostram claramente que estas células são 

derivadas dos tecidos hematopoiéticos (KITAMURA et al., 1979(b); KITAMURA et al., 

1981; YUEN et al., 1988; GALLI., 1990). Utilizando camundongos W/W, deficientes em 

mastócitos, KITAMURA e colaboradores (1979 b) observaram um aumento no número 

de mastócitos em vários locais após o transplante de células da medula óssea de 

camundongos normais. Estes pesquisadores observaram ainda que os grupos de 

mastócitos se originavam de uma única célula precursora. Após injetar células da 

medula óssea de camundongos com grânulos gigantes, bg/bg, misturadas a células da 

medula óssea de camundongos normais, mais de 95% dos grupos de células 

consistiam de apenas um tipo celular. Estas descobertas estão de acordo com os 

estudos feitos por HATANAKA e colaboradores, em 1979, que observaram que as 

células precursoras de mastócitos migram através do sangue e vão proliferar nos 

tecidos onde amadurecem. Em experimentos in vitro, células morfologicamente 

semelhantes a mastócitos se desenvolvem, em cultivo com meio semi-sólido, a partir de 

progenitores multipotentes de murinos. Destes experimentos conclui-se que a célula 

fonte hematopoiética derivada da medula óssea tem a capacidade de originar células 

hematopoiéticas e mastócitos, estes após circularem pela corrente sanguínea e se 

alojarem nos tecidos (KITAMURA et al., 1981).

Após o cultivo de células do sangue humano (DENBURG et al., 1983) e 

do sangue de ratos (ZUCKER - FRANKLIN et al., 1981), foram identificadas células, 

possivelmente precursoras de mastócitos, por possuírem histamina nos grânulos e 

apresentarem características de mastócitos detectadas por métodos histoquímicos e 

ultraestruturais. Os experimentos por parabiose mostram que o repovoamento de 
mastócitos em tecidos é muito lento e o trânsito pela corrente sanguínea muito rápido, 
sugerindo uma desprezível concentração de células precursoras no sangue periférico 
(KITAMURA et al., 1979 a). Com a injeção de células mononucleares do sangue 
periférico, da medula óssea e do baço em camundongos deficientes em mastócitos,
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SONODA e colaboradores (1982), puderam identificar, posteriormente, mastócitos 

granulados nos sítios de injeção. KASUGAI e colaboradores, em 1995, demonstraram 

que a infecção por Nippostrongylus brasiliensis parece induzir a invasão e proliferação 

de precursores de mastócitos do sangue periférico para o intestino delgado, por 

observarem uma diminuição no número de células mononucleadas no sangue e 

consequente aumento no tecido infectado.

Apesar de vários experimentos fortalecerem a idéia de tráfego destas 

células pela circulação, sua observação in vivo ainda não foi possível (HUFF et al., 

1995; SMITH & WEIS, 1996), no entanto, dois modelos de migração das células do 

sangue para os tecidos foram propostos. Um dos modelos sugere que os precursores 

de mastócitos sejam rapidamente removidos da corrente sanguínea e acumulados em 

áreas com o microambiente favorável à sobrevivência e diferenciação das células. Este 

modelo é chamado randômico (VALENT et al., 1991; KITAMURA et al., 1993). O outro 

modelo, chamado regulável, propõe a expressão sequencial de moléculas de adesão 

na superfície celular permitindo a evasão das células da corrente sanguínea e 

consequente ocupação dos tecidos, seguindo interações específicas de receptores - 

ligantes (SMITH & WEIS, 1996).

A ausência de mastócitos granulados na circulação sob condições 

normais tem fortalecido o conceito de que, mastócitos alcançam sua maturidade 

fenotípica e funcional após estabelecerem um sítio de residência, onde frequentemente 

são observados em maior proximidade com células da matriz do tecido conjuntivo. 

Então, um papel essencial no desenvolvimento de mastócitos e consequente 

maturação tem sido atribuído a fatores do microambiente (VALENT et al., 1991; 

SWIETER et al., 1993 ).

Células precursoras de mastócitos são seletivas na utilização de citocinas 

adequadas para sua expansão e diferenciação in vitro. Inúmeros estudos têm explorado 
os efeitos das diversas citocinas sobre a diferenciação e maturação dos mastócitos, e 
normalmente a maior eficiência tem sido atribuída ao fator de crescimento de 
mastócitos (stem cell factor - SCF, steel factor ou kit-ligand) e à interleucina 3 (IL-3) 
agindo simultaneamente (DURAND et al., 1994; YUAN et al., 1998). Alguns estudos
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mostraram que os efeitos do SCF e IL-3 são específicos em células derivadas da 

medula óssea quando comparados a células derivadas do sangue periférico em termos 

de potencial de promoção de crescimento destas células (ROTTEM et al., 1994 a). Há 

possibilidade ainda de algum fator de diferenciação estar associado à membrana 

plasmática de fibroblastos (MITSUI et al., 1993).

O SCF é a principal citocina indutora de diferenciação de mastócitos, 
sendo produzido por células endoteliais e outras células do estroma, como os 

fibroblastos. Este fator pode ser encontrado na sua forma solúvel ou ligado a membrana 

das células que o produzem, atuando como orientador na migração e distribuição de 

precursores de mastócitos, e como fator de diferenciação no mesmo sítio de ligação 

(VALENT, 1994). O SCF é produzido como uma proteína transmembrana com 3 

subunidades unidas. A maior subunidade possue 189 aminoácidos e é de domínio 

extraceiular. A subunidade composta de 21 aminoácidos tem domínio transmembrana, 

sendo a de 36 aminoácidos, intracitoplasmática. A clivagem de aproximadamente 163 

aminoácidos extracelulares forma dímeros ativos que, além de proporcionar o 

desenvolvimento de mastócitos, atuam na hemocitopoese, sobrevivência e proliferação 

de células germinativas e desenvolvimento de melanócitos, sem a necessidade de 

contato celular (GALLI, 1993). No entanto, de acordo com RENNICK e colaboradores, 

em 1995, o SCF não é capaz de estimular o crescimento de progénies de mastócitos na 

ausência de células acessórias como fibroblastos e células T. Todos os subtipos de 

mastócitos em todos os órgãos expressam o receptor de superfície para SCF, o 

receptor tirosina-quinase, c-kit (CD117) (KITAMURA et al., 1993). A expressão do c-kit 

aumenta durante a maturação de mastócitos e, em mastócitos maduros a ligação de 

SCF a este receptor, induz a secreção de mediadores multifuncionais (VALENT et al., 

1994).

A IL-3 é uma glicoproteína que promove o aparecimento, proliferação e 
diferenciação de células progenitoras de várias linhagens da medula óssea, que inclui 
eritrócitos, linfócitos, monócitos, granulócitos e mastócitos (SCHRADER, 1986; IHLE & 
WEINSTEIN, 1986; TAKAUE et al., 1990). A IL-3 sozinha não é capaz de desencadear 
o desenvolvimento de mastócitos de mucosa de murinos, mas a sua presença é
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essencial na atuação conjunta com outros fatores em cultivos de células. Esta 

glicoproteína é produzida por células T ou pelo próprio mastócito, através da sua 

ativação mediada pelo FCcRI e desempenha um papel importante na inflamação, 

atuando no recrutamento de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos (WODNAR - 
FILIPOWICS et al., 1989; BURD et al., 1991).

A ativação de mastócitos mediada pelo receptor de alta afinidade para 
IgE, além de produzir IL3, produz GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating 

factor) que também tem papel na hematopoiese. O GM-CSF, porém, não estimula a 

proliferação em mastócitos derivados da medula óssea ou sangue periférico (ROTTEM 
et al., 1994 a).

Mastócitos podem sintetizar e liberar citocinas que são chaves 

regulatórias, como IL- 4, IL- 5, IL- 6, IL- 8 e TNF -a (tumor necrosis factor - a), e podem 

eliminar bactérias Gram-negativas pela liberação de TNF-a , induzindo o rápido 

recrutamento de neutrófilos para o sítio de infecção (ERB et al., 1996). Os mastócitos 

humanos e de camundongos podem também produzir e secretar VPF (vascular 

permeability factor) e VEGF ( vascular endothelial cell growth factor) que contribuem 

para o aumento da permeabilidade vascular e angiogenese nos processos dependentes 

de FCsRI (BOESIGER et al., 1998). A liberação de citocinas como IL- 3 e IL- 4, 

mediadas pelo FCsRI, também pode servir como um sistema parácrino ou autócrino na 

proliferação e diferenciação de mastócitos (GALLI, 1990).

Os mastócitos podem aderir à matriz extracelular espontaneamente pela 

vitronectina, pela laminina e fibronectina, pela ativação ou agregação do FCeRI. Esta 

adesão provavelmente é mediada por integrinas, já que pode ser bloqueada por 

peptídeos contendo a sequência RGD (arginina, glicina e ácido aspártico). A expressão 

das integrinas é regulada por IL-3 e SCF durante a diferenciação de mastócitos. Além 

da adesão a fibroblastos e a matriz extracelular, os mastócitos podem interagir com 
células endoteliais sob condições patológicas, após o rompimento da membrana 
plasmática (METCALF et al., 1997).



9

Alguns autores sugerem que as células precursoras de mastócitos 

possam apresentar a morfologia de uma célula linfóide (NAKAHATA et al., 1986; 

KANAKURA et al., 1988; VALENT et al., 1991; CHEN & ENERBACK, 1994), e a 

separação de células positivas para FCkRI em culturas de medula óssea murina usando 

FACS, confirmou que pelo menos 50% das células com 1 semana de cultivo não 

apresentavam características de mastócitos, mas consistiam de células mononucleares 

contendo poucos ou nenhum grânulo (THOMPSON et al., 1990). O comprometimento 

com a linhagem de mastócitos e a expressão de proteases associadas a mastócitos 

podem anteceder a migração para os tecidos (RODEWALD et al., 1996), assim como a 

expressão de FCkRI pode anteceder a formação de grânulos citoplasmáticos (ROTTEM 

et al., 1994 b). Neste caso, aspectos morfológicos não são eficientes para a 

identificação de células comprometidas com a linhagem de mastócitos. Foram 

desenvolvidos então, anticorpos para possibilitar a identificação de células imaturas 

comprometidas com a linhagem de mastócitos em meio a outras células presentes nos 

tecidos estudados. LERNER et al., 1991, mostraram que anticorpos monoclonais que 

se ligam à superfície de mastócitos humanos morfologicamente identificáveis 

reconhecem o receptor de SCF. Entretanto, outras células nos primeiros estágios de 

diferenciação também respondem a este fator de crescimento e, apenas durante a 

maturação e diferenciação, as outras células de origem hematopoiética diminuem a 

produção de c-kit e passam a depender de outros fatores de crescimento linhagem- 

específicos. O receptor de alta afinidade para IgE também poderia funcionar como 

marcador, mas há uma pequena população de células progenitoras com alto poder 

proliferativo que ainda não expressam FCsRI. KINZER et al., 1995, descreveram um 

anticorpo monoclonal específico (K-1) anti uma proteína de membrana com 161 KD 

expressa em mastócitos, porém esta mesma molécula foi encontrada na superfície de 

alguns macrófagos e de outras células hematopoiéticas.
As células hematopoiéticas são derivadas de células que apresentam 

CD34 em sua superfície. AGIS et al., 1993, utilizando células do cordão umbilical, 
mostraram que a depleção de células mononucleadas positivas para CD34 resultou em 
uma perda de mastócitos no cultivo. No entanto, a depleção de células positivas para
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CD14 (presente na linhagem monocítica) e CD17 (presente na linhagem basofílica) 

não alteraram a diferenciação das células em mastócitos. Em cultivo de células 

derivadas do sangue periférico humano, células positivas para CD34 e CD117, e 

negativas para FCeRI, também se diferenciaram em mastócitos (ROTTEM et al., 1994 

b). Estes dados sugerem que o progenitor circulante de mastócitos é uma célula 

positiva para CD34 e CD117, e negativa para CD14 e CD17, formando uma única 

linhagem celular comprometida a se diferenciar em mastócitos dentro do sistema 

hematopoiético (BEGHINI et al., 1998). As células positivas para CD34 reconhecem 

células endoteliais por expressarem integrinas, comprovando a possibilidade de 

migração deste tipo celular para os tecidos (VALENT, 1994). ORFAO e colaboradores, 

1996, mostraram que mastócitos derivados da medula óssea de humanos expressam 

CD117, CD33 e possuem alta reatividade para o anticorpo anti - IgE, mas foram 

negativas para CD34.

Estudos sobre os processos de proliferação e maturação de mastócitos 

foram realizados durante o repovoamento da cavidade peritoneal, utilizando modelos 

experimentais baseados na depleção dos mastócitos peritoneais de rato. A injeção 

intraperitoneal de água destilada causa a lise e desaparecimento dos mastócitos, tanto 

da cavidade peritoneal quando do mesentério (FAWCETT, 1955). Deste modo, é 

possível acompanhar o repovoamento da cavidade peritoneal por células imaturas, 

provavelmente provenientes da circulação, e sua consequente maturação (MENDONÇA 

et al., 1986; GRECA, 1991; MORENO et al., 1997). Este modelo nos permitiu investigar 

o possível tráfego de mastócitos através da circulação, uma vez que durante o 

repovamento deve existir um recrutamento de células precursoras as quais podem ser 

encontradas no sangue circulante.

A maioria dos estudos acima descritos mostram que a falta de 

marcadores específicos da linhagem de mastócitos impossibilita a identificação de 
mastócitos imaturos e seus precursores in vivo. Anticorpos monoclonais específicos 

contra antígenos de superfície de mastócitos foram utilizados para identificar os 
mastócitos imaturos encontrados na cavidade peritoneal (FARACO et al., 1997). O 

anticorpo mais utilizado foi o mAb AA4, que reconhece os gangliosídeos do tipo GD1b
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na membrana plasmática de células da linhagem de leucemia basofílica de rato (RBL- 

2H3) e em mastócitos dos tecidos (GUO et al., 1989). Estes gangliosídeos são 

encontrados somente em mastócitos e em uma pequena população de células da 

medula óssea (OLIVER et al., 1992). Outro anticorpo monoclonal utilizado foi o mAb 

BGD6 que se liga a proteínas específicas da membrana de mastócitos (HAMAWY et al., 
1992).

Com mAb AA4 conjugado a esferas magnéticas Dynabeads - 450 

tosylativadas foi possível isolar mastócitos peritoneais de rato e também derivados da 

medula óssea (JAMUR et al., 1997 a).

A identificação e a caracterização da linhagem de mastócitos presentes 

na medula óssea, desde a célula precursora à madura, bem como de precursores de 

mastócitos na corrente sanguínea foram demonstrados no presente estudo utilizando 

anticorpos específicos. Estes anticorpos conjugados a esferas magnéticas 

possibilitaram também o isolamento de populações puras de mastócitos, derivados da 

medula óssea e presentes no sangue periférico.



III.MATERIAL E MÉTODOS



III.MATERIAL E MÉTODOS

1. OBTENÇÃO DAS CÉLULAS
Foram utilizados ratos Wistar, de ambos os sexos, pesando em média 250 

gramas e camundongos Balbc de ambos os sexos, com 10 a 12 semanas de idade. 

Estes animais foram fornecidos pelo biotério do Setor de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal do Paraná e pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP, 

respectivamente.

Foram colhidos a medula óssea do fêmur de ratos e camundongos Balbc 

e o sangue periférico de ratos. Com o objetivo de estimular a migração de células 

precursoras da medula óssea para sítios periféricos, os ratos receberam 

intraperitonealmente a injeção de 20 ml de água destilada. Os animais controles não 

foram injetados ou receberam injeção intraperitoneal de 20 ml de solução salina. A 

medula óssea foi colhida do canal medular do fêmur com auxílio de uma injeção de 

salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 2% de soro albumina bovina (BSA), 

1000/ml unidades de DNAse e 1000/ml unidades de heparina. As células da medula 

óssea foram dissociadas por sucessivas aspirações com pipeta Pasteur e passadas 

através de filtros Nytex 25pm. Foram então lavadas em PBS contendo 2% de BSA, 

aproximadamente 5 centrifugações de 5 minutos, a 1000 rpm. O sedimento de células foi 

ressuspenso em 2 ml de PBS + BSA a 2%. Aproximadamente 8 ml de sangue, por rato, 

foi colhido através de punção cardíaca com seringa previamente heparinizada para 

evitar a coagulação sanguínea. Para obtenção de uma suspensão homogênea de 

células, o sangue foi diluído em PBS contendo 2% de BSA na proporção de 1:5. O 

sangue e a medula óssea dos ratos foram retirados 12, 24 e 48 horas, após a depleção 

da cavidade peritoneal pela injeção intraperitoneal de água destilada.
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2. ANTICORPOS:
O mAb AA4 reconhece o gangliosídeo GD1b específico da superfície de 

mastócitos (GUO et al., 1989), o mAb BGD6 possui reatividade para proteínas específicas 

da superfície celular de mastócitos (HAMAWY et al., 1992) e o mAb BC4 reconhece a 

subunidade a do receptor de IgE (BASCIANO et al., 1986). Os anticorpos foram 

purificados do fluído ascítico pela precipitação com sulfato de amónia e a seguir por 

cromatografia de troca iônica em coluna de DE-52 (mAb BGD6, mAb BC4 e mAb AA4). 

Os anticorpos mAb BC4 e mAb AA4 usados são IgGy-i, e o mAb BGD6 é uma lgG2b. 

Também foram utilizados o mAb anti - IgE (Biosource International, Camarillo, CA), para 

identificar a IgE ligada ao receptor, o anticorpo policlonal, anti - c-kit (Santa Cruz 

Biotecnology, Santa Cruz, CA) e o mAb anti - CD34 (PharMyngen, San Diego, CA).

3. CONJUGAÇÃO DE ANTICORPOS A ESFERAS MAGNÉTICAS
Os anticorpos mAb AA4 e mAb BGD6 foram conjugados a esferas 

magnéticas tosyl ativadas (JAMUR et al. 1997 a).

As esferas magnéticas (Dynabeads M 450 Tosylactivated, Dynal, Lake 

Success, NY), foram misturadas até formar uma suspensão uniforme. A seguir, o 

anticorpo mAb AA4, na concentração de 300 pg/ml, foi dissolvido em solução tampão 

de borato a 0,05M, pH 9,5. Foi então adicionado a esta solução um volume igual de 

esferas magnéticas. As esferas magnéticas foram incubadas por 24 horas à 

temperatura ambiente no rotor com velocidade lenta e constante. Após a incubação 

procederam-se as lavagens com PBS contendo BSA a 0,1%, através de separação 

magnética utilizando o Concentrador de Partículas Magnéticas (CPM). A suspensão de 

esferas magnéticas com o anticorpo mAb AA4 foi lavada 3 vezes por 10 minutos, 

lavada por mais 30 minutos no rotor à temperatura ambiente e lavada por 24 horas a 

4°C com 0,1% de BSA em PBS. As esferas magnéticas conjugadas com o mAb AA4 
foram ressuspensas na concentração 4x108/ml (30 mg/ml) e armazenadas a 4°C em 

PBS com 0,1% de BSA.
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Foram também utilizadas esferas magnéticas para a conjugação do mAb 

BGD6 na concentração de 200 pg/ml. Após 10 minutos de incubação a 37°C foi 

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

acoplamento realizado por 24 horas, a 37°C. A seguir, a suspensão de esferas com o 

anticorpo mAb BGD6 foi lavada em PBS + BSA 0,1% por 5 minutos a 4°C. O tampão Tris 

0,2 M + 0,1% de BSA , pH 8,5, foi utilizado para lavagem de 4 horas a 37°C para bloquear 

os radicais tosil livres. As esferas magnéticas conjugadas ao mAb BGD6 foram 

novamente lavadas por 5 minutos em PBS + BSA 0,1% a 4°C, ressuspensas em PBS 

com 0,1% de BSA e estocadas a 4°C, a uma concentração final de 4x10® esferas por ml 

(30 mg/ml).

4. SEPARAÇÃO IMUNOMAGNÉTICA:
As células da medula óssea e as células do sangue foram incubadas com 

esferas magnéticas na proporção de 3 esferas para cada célula, durante 7 a 12 minutos, à 

temperatura ambiente, em rotor com velocidade lenta e constante.

Após a incubação, as células foram lavadas em PBS + BSA a 2% e 5 vezes 

em PBS com o auxílio do CPM. A população de células positivas, ligadas as esferas 

magnéticas conjugadas com os anticorpos específicos mAb AA4 e mAb BGD6, foi isolada 

da população de células negativas através do CPM. As células negativas foram estocadas 

e posteriormente analisadas e contadas, servindo como controle.

Em alguns experimentos as células negativas obtidas após o isolamento 

com o mAb AA4 foram submetidas a um isolamento sequencial com o mAb BGD6.

5. QUANTIFICAÇÃO:
Alíquotas contendo células da medula óssea foram coradas com solução 

aquosa de azul de toluidina a 0,1%, contendo 1% de ácido acético, pH 2,8. Algumas 
alíquotas foram submetidas a imunoperoxidase utilizando os anticorpos monoclonais AA4 

e anti IgE. As células do sangue foram coradas com May-Grünwald 0,25% em metanol 
(Sigma, St. Louis, MO). Tanto as células da medula óssea como as do sangue foram
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quantificadas em câmara de Neubauer antes e após a separação imunomagnética. O 

número obtido na contagem inicial das populações totais de células, da medula óssea e 

do sangue, determinou a concentração de esferas imunomagnéticas utilizadas para o 

isolamento das células. Após o isolamento por esferas magnéticas conjugadas ao mAb 

AA4, as células da medula óssea positivas e negativas para este anticorpo foram 

quantificadas. As células negativas provenientes do isolamento pelo mAb AA4 foram 

submetidas a separação imunomagnética pelo mAb BGD6 conjugado a esferas 

magnéticas, e as células positivas e negativas resultantes desta separação também foram 
quantificadas.

6. MORFOMETRIA:
O volume celular foi calculado a partir de medidas do diâmetro de células 

isoladas por esferas magnéticas conjugadas ao mAb AA4. Um total de 150 células foram 

medidas com um mínimo de 25 células para cada estágio de maturação. As medidas 

foram realizadas em células fotografadas em microscopia de campo claro, coradas com 

azul de toluidina e comparadas com medidas de eletromicrografias de células que foram 

positivas após imunomarcação. Devido ao potencial erro de medidas de seções ultrafinas 

de células, todos os dados aqui apresentados são de células medidas em campo claro.

7. IMUNOFLUORESCÊNCIA:
As células foram aderidas em lamínulas cobertas com CELL TAK (Becton 

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

em paraformaldeído 2% (Ladd Research Industries, Burlington, VT) em metanol a - 

20°C por 5 minutos. A seguir as células foram lavadas 2 vezes em PBS, 1 vez em PBS 

contendo 0,1M de glicina, 2 vezes em PBS e incubadas por 1 hora com o mAb AA4 (2,5 

|ag/ml), com o mAb BGD6 (10 |ig/ml), com o mAb BC4 (0,5 pg/ml), com mAb anti IgE (5 

(ag/ml), com o policlonal anti c-kit (10 fig/ml) e com mAb anti CD34 (5 jag/ml) em PBS + 

1% de BSA. Posteriormente, as células foram lavadas em PBS contendo 1% de BSA e
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lavadas por 30 minutos em PBS. Foram utilizados como anticorpos secundários 

fragmentos Fab’2 de IgG de jumento anti- camundongo e anti- coelho conjugado com 

fluoresceína (FITC) ou com Texas Red (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA), 

diluídos em PBS na concentração de 1:50 (25 pg/ml). Após 30 minutos de incubação 

com 0 anticorpo secundário, as células foram lavadas 5 vezes com PBS, lavadas em 

água bidestilada e montadas em Fluormount (EM Science, Fort Washington, PA).

O material foi observado e fotografado em microscópio de fluorescência 

Microphot-FX NIKON e microscópio de varredura confocal LEICA.

8. MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO:
8.1. FIXAÇÃO DE ROTINA:

Após a separação imunomagnética, as células do sangue foram imersas 

em 2% de glutaraldeído, 2% de paraformaldeído (Ladd Research Industries, Burlington, 

VT) e 0,05% de CaCh em tampão cacodilato por 1 hora à temperatura ambiente. As 

células foram lavadas em PBS e processadas para microscopia eletrônica de rotina.

8.2. 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 contendo as células foi imerso em 5 ml da solução fixadora composta de 

0,05% de glutaraldeído, 2% de paraformaldeído, 0,025% de CaCl2 , em 0,1 M de tampão 

cacodilato, pH7,4, em placa de Petri de 3,5 mm de diâmetro. As células foram então 

submetidas a radiação por 5 a 8 segundos. O tempo de fixação foi previamente 

determinado pela calibragem do microondas (JAMUR et al., 1995). Imediatamente após 

a fixação, foi adicionado PBS a suspensão de células. A seguir, as células foram 

lavadas em PBS, PBS contendo 0,1 M de glicina e novamente em PBS.
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9. IMUNOPEROXIDASE:
As células da medula óssea total, após isoladas e fixadas, foram incubadas 

com o mAb BC4 (0,5 ptg/ml), anti IgE (õpg/ml) e anti CD34 (5 pg/ml) diluídos em PBS 

contendo 1% de BSA. Após a incubação com os anticorpos primários as células foram 

lavadas com PBS + 1% de BSA, PBS por 30 minutos e PBS + 1% de BSA. A seguir, as 

células foram incubadas com o fragmento Fab’2 de IgG de jumento conjugado a 

peroxidase de rábano (HRP) diluído 1:50 em PBS + 1% de BSA, concentração final de 25 

mg/ml, por 1 hora a temperatura ambiente. 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 cacodilato, 12,5 mg de DAB (Polysciences, 

Inc. Warrington, PA) e 250 pl de H20 2 a 1%), por 30 minutos a temperatura ambiente. 

Para a microscopia de campo claro a peroxidase endógena foi bloqueada pela incubação 

prévia das amostras por 30 minutos em 3% de peróxido de hidrogênio em metanol, a 

temperatura ambiente.

10. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS:
As células foram incluídas em ágar a 1,5 % para facilitar as etapas seguintes 

do processamento. A seguir, foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio (Os04) (EM 

Sciences) a 2% por 1 hora a temperatura ambiente, desidratadas em série crescente de 

etanol e incluídas em EMBED 812 (EM Sciences). Os cortes finos foram obtidos com 

navalha de diamante e contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo 

(REYNOLDS, 1963) por 10 minutos cada e, então, observados em microscópio eletrônico 

de transmissão.

11. MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA:
As células após isoladas foram aderidas em lamínulas cobertas com CELL 

TAK e a seguir, fixadas em 2 % de glutaraldeído, 2% de paraformaldeído (Ladd) e 

0,05% de cloreto de cálcio, por 4 horas a temperatura ambiente e lavadas 3 vezes em 

tampão cacodilato 0,1M. Após a fixação as células foram imersas em tetróxido de ósmio
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a 1% por aproximadamente 2 horas, lavadas em tampão cacodilato 0,1M por 15 

minutos, 5 vezes. As células foram tratadas com tiocarbazida a 1% em água bidestilada 

por 10 minutos, lavadas por 15 minutos, 5 vezes, em água bidestilada e novamente, 

impregnadas por solução de ósmio a 1% aquoso por 30 minutos. Estas etapas que 

precederam a desidratação foram repetidas 2 vezes para garantir a condutividade do 

material. As células foram então lavadas em água destilada, desidratadas em série 

crescente de etanol e foram dissecadas pelo ponto crítico utilizando o gás carbônico. As 

lamínulas foram montadas em suportes com cimento a base de carbono e cobertas com 
paládio - ouro. As amostras foram observadas e fotografadas em microscópio 

eletrônico de varredura JEOL-CF.

12. CITOMETRIA DE FLUXO:
As células da medula óssea de ratos foram lavadas em PBS + 2% de BSA 

e incubadas com IgG normal de rato (5 pg/ ml) para bloquear sítios inespecíficos. A 

seguir, as células foram lavadas novamente em PBS + 2% de BSA, incubadas com o 

mAb AA4 conjugado à fluoresceína (FITC) em PBS + 1% de BSA por 1 hora a 

temperatura ambiente, lavadas em PBS + 1% de BSA e, lavadas 5 vezes em PBS. A 

suspensão celular foi analisada no sistema de Fluorescence Activated Cell Sorter ( 

FACS) (Becton Dickinson Labware, Bedford, MA) utilizando o programa Lysis II.
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Com a metodologia utilizada foi possível identificar e caracterizar a 

linhagem de mastócitos derivados da medula óssea e identificar mastócitos bem 
imaturos no sangue periférico.

MEDULA ÓSSEA

Utilizando a imunomarcação por anticorpos específicos para antígenos de 

superfície de mastócitos, foi possível identificar os vários estágios de maturação da 

população de mastócitos na medula óssea de ratos e camundongos.

1. IDENTIFICAÇÃO DA LINHAGEM DE MASTÓCITOS POR 

MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO E FLUORESCÊNCIA:
Uma pequena população de células foi identificada, na medula óssea, 

como pertencente à linhagem de mastócitos por apresentar imunofluorescência positiva 

quando marcada com os anticorpos mAb AA4, mAb BC4, mAb anti-lgE e mAb BGD6 

(Fig. 1).

Após identificada, esta população de células foi isolada da medula óssea 

através da separação imunomagnética utilizando o mAb AA4 e o mAb BGD6 

conjugados a esferas magnéticas. Com o isolamento por esferas conjugadas ao mAb 

AA4, uma população de células de diferentes tamanhos foi separada da medula óssea 

total (Fig. 2A) . Esta mesma população de células é positiva para o anticorpo anti-c-kit 
(Fig. 2B). As células isoladas pelo mAb AA4, marcaram positivamente para os 
anticorpos BC4, anti - IgE, BGD6 e anti - c-Kit (Fig 2B), (Tabela 1). As células isoladas 
pelo mAb BGD6, apresentaram imuno reação positiva para os anticorpos monoclonais 
AA4, BC4, anti - c-Kit e anti - IgE (Tabela 1).



20

Com o isolamento sequencial, onde as células da medula óssea foram 

primeiramente isoladas pelo mAb AA4 e, posteriormente, a população de células 

negativas resultante deste isolamento foram isoladas pelo mAb BGD6 (Fig. 3), pode-se 

obter uma população reduzida de células muito pequenas que foram imunomarcadas 

pelo mAb anti - CD34 em camundongos (Fig. 4).

A medula óssea foi retirada de alguns animais que foram injetados 

intraperitonealmente com água destilada. As células da medula óssea destes animais 

também foram isoladas pelo mAb AA4 e pelo mAb BGD6 e apresentaram 

imunomarcação positiva para o mAb anti - c-kit (Fig. 5A) e o mAb anti - IgE (Fig. 5B).

2. QUANTIFICAÇÃO EM CÂMARA DE NEUBAUER:
As células isoladas da medula óssea pelo mAb AA4 conjugado a esferas 

magnéticas correspondem a 2,42 % do total de células da medula óssea, não havendo 

isolamento preferencial por qualquer dos estágios de diferenciação (Tabela 2). A 

mesma porcentagem foi encontrada quando as células foram marcadas por 

imunoperoxidase com o mAb AA4 e com o mAb anti-lgE.

Quando a população negativa de células obtidas após a separação com 

mAb AA4, foi submetida ao isolamento sequencial com o mAb BGD6, apenas 0,02% do 

total de células da medula, foi isolado.

As células isoladas 2 dias após a injeção intraperitoneal de água destilada 

correspondem a 0,63% do total de células da medula óssea e após o isolamento 

sequencial, 0,33% destas células foram separadas apenas pelo mAb BGD6 (Gráfico).

3. CITOMETRIA DE FLUXO:
As células da medula óssea de ratos marcadas com o mAb AA4 também 

foram submetidas a citometria de fluxo e o resultado obtido confirmou as contagens 
anteriores realizadas em Câmara de Neubauer, após isolamento imunomagnético. Com 
a citometria de fluxo foi observada uma população de células de tamanhos variados, 
apresentando alta intensidade de fluorescência para o mAb AA4, que corresponde a 

2,82 % do total de células da medula óssea (Fig. 6).
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4. CARACTERIZAÇÃO ULTRAESTRUTURAL DOS MASTÓCITOS EM 
MATURAÇÃO:

Foi observado que os anticorpos mAb BC4 e mAb anti-lgE marcaram 

uniformemente a membrana plasmática dos mastócitos bem imaturos, imaturos e 

maduros derivados da medula óssea (Figs. 7). As células incubadas na ausência de 

anticorpo primário, utilizadas como controle, não apresentaram imunomarcação na 

membrana (Fig. 11). Os mastócitos imunomarcados puderam ser classificados em 3 

estágios distintos de maturação, com base na sua morfologia e morfometria, em bem 

imaturos, imaturos e maduros.

Mastócitos bem imaturos: possuem um núcleo volumoso que ocupa 

grande parte da célula e apresentam raros grânulos citoplasmáticos. A quantidade de 

organelas também é reduzida, exceto pela presença marcante de mitocôndrias na 

maioria das células observadas. Estas células têm seu diâmetro variando de 3 a 6 pm 

(Figs. 7A e 7D).

Mastócitos imaturos: têm como característica marcante a presença de 

grânulos fortemente eletrondensos de tamanhos variados e o aparelho de Golgi bem 

desenvolvido. Diferentemente das células bem imaturas nas quais o núcleo ocupa a 

maior parte da célula, nestas células o núcleo se localiza, frequentemente, na periferia 

da célula, apresentando muitas vezes uma concavidade. O diâmetro das células 

referentes a este estágio de maturação varia de 6 a 10 pm (Figs. 7B e 7E).

Mastócitos Maduros: apresentam o citoplasma repleto de grânulos, 

poucas organelas citoplasmáticas e o núcleo é frequentemente central e esférico. Os 
mastócitos completamente diferenciados apresentam o diâmetro variando de 10 a 13 

pm (Figs. 7C e 7F).
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O mAb BGD6 também marca os mastócitos (Fig.8) nos 3 estágios de 

maturação identificados pelos anticorpos mAb AA4, BC4 e anti-lgE. Além destas, 

imunomarcou positivamente a membrana plasmática de uma célula indiferenciada, 

completamente desprovida de grânulos (Fig. 10B).

As células isoladas através de esferas magnéticas conjugadas ao mAb 

AA4 e incubadas com o mAb BC4 apresentaram imuno reação positiva na sua 

superfície, quando observadas ao microscópio eletrônico de transmissão (Figs. 9). Com 

a técnica de isolamento imunomagnético foi possível confirmar a identidade das células 

da linhagem de mastócitos, comparando a ultraestrutura das células observadas na 

medula óssea total com as isoladas e ainda, detectar a presença de mais de um 

antígeno específico para mastócito na superfície destas células.

As células indiferenciadas que foram obtidas pelo isolamento sequencial 

com os mAb AA4 e mAb BGD6 conjugados a esferas magnéticas, apresentaram o 

núcleo volumoso, muitas mitocôndrias, citoplasma completamente desprovido de 

grânulos e projeções citoplasmáticas curtas. Detalhes da superfície celular foram 

observados por microscopia eletrônica de varredura, demonstrando que estas 

projeções são curtas e se distribuem homogeneamente na membrana celular (Fig. 

10A). Estas células são negativas para os anticorpos mAb AA4, mAb BC4 e anti-lgE 

(Fig. 10B), porém imunorreagem positivamente quando marcadas com o anti - CD 34 

(Fig. 10C), (Tabela 1).

5. ANÁLISE MORFOMÉTRICA:
Os mastócitos derivados da medula óssea apresentam um aumento de 

diâmetro e de volume que acompanham a maturação celular. Os mastócitos derivados 

da medula óssea têm seu diâmetro variando de 3 a 13 pm. Medindo-se o diâmetro de 

células em eletromicrografias, nas quais os estágios de maturação podem ser 
facilmente determinados, confirmaram-se os dados obtidos por microscopia de campo 
claro. Estes resultados também demonstraram que a maioria da população de 
mastócitos residentes da medula óssea é de células imaturas ( 59,5 %), com 
algumas células maduras ( 29,8 %) e poucas bem imaturas (10,7 %) (Tabela 3).



23

SANGUE PERIFÉRICO

1. IDENTIFICAÇÃO DE PRECURSORES DE MASTÓCITOS:
Em animais que receberam a injeção intraperitoneal de água destilada, as 

células isoladas pelo mAb BGD6 conjugado a esferas magnéticas apresentaram 

imunofluorescência positiva para os anticorpos mAb BGD6 (Fig. 12A), mAb anti - IgE 

(Fig. 12B), mAb AA4 (Fig. 12C), anti - c-kit e mAb BC4 (dados não mostrados). As 

células isoladas pelo mAb AA4 foram submetidas ainda a dupla marcação pelo mAb 

BGD6 e pelo anticorpo policlonal anti-c-Kit para confirmar a sua identidade como 

células precursoras de mastócitos (Figs. 13). No entanto, não foram observadas 
diferenças no número ou nas características das células observadas 12, 24 e 48 horas 

após a depleção da cavidade peritoneal.

Nenhum tipo celular foi isolado do sangue de animais controle com a 

utilização de esferas magnéticas conjugadas aos anticorpos mAb AA4 e mAb BGD6.

Através do isolamento sequencial da população de células do sangue 

periférico pelo mAb AA4 e, a seguir, pelo mAb BGD6, não foi possível a observação de 

células aderidas as esferas magnéticas conjugadas com o mAb BGD6 em animais que 

receberam injeção intraperitoneal de água destilada, ou controles.

As células do sangue de animais tratados com injeção intraperitoneal de 

água destilada foram isoladas pelos mAb AA4 e mAb BGD6 conjugados a esferas 

magnéticas, no entanto, não foram isoladas pelo mAb BGD6 no isolamento sequencial.

2. QUANTIFICAÇÃO:
Com o isolamento de células do sangue colhidas 12, 24 e 48 horas após a 

depleção da cavidade peritoneal, por esferas magnéticas conjugadas ao mAb BGD6, foi 
encontrado menos que uma célula aderida as esferas para cada 106 células circulantes, 
independendo do tempo decorrido após a depleção da cavidade peritoneal.



V. FIGURAS



FIG.01 -  Mastócitos em diferentes estágios de maturação, colhidos da medula 
óssea de ratos, apresentando imunofluorescência positiva para o mAb BGD6 
(setas). Barra = 5 pm.
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FIG. 02 - Mastócitos derivados da medula óssea isolados pelo mAb AA4 conjugado 
a esferas magnéticas. Barras = 5 pm.

A - Mastócitos em vários estágios de maturação, corados com azul de 
toluidina a 0,1% (cabeça de seta). Esferas magnéticas (setas).

B - Mastócitos isolados apresentando imunofluorescência positiva para 
c-kit (cabeça de seta). Esferas magnéticas (setas).
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FIG. 03 - O isolamento sequencial utilizando o mAb AA4 e, a seguir, o mAb BGD6 
conjugados a esferas magnéticas, permite a identificação de células ainda 
indiferenciadas, precursor comprometido de mastócitos.
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FIG. 04 - Célula indiferenciada, precursor comprometido para mastócito, separado 
da medula óssea por isolamento sequencial, pelo mAb AA4 seguido do mAb BGD6 
conjugados a esferas magnéticas (seta), apresentando imunofluorescência positiva 
para o mAb anti - CD34 (cabeça de seta). Barra = 5pm.





FIG. 05 - Mastócitos isolados da medula óssea de ratos que foram injetados 
intraperitonealmente com água destilada. Barras = 5 pm.

A - Mastócito isolado por esfera magnética conjugada com o mAb AA4 
(seta) e imunomarcado com o mAb anti - c-kit (cabeça de seta).

B - Mastócito isolado por esfera magnética conjugada com o mAb 
BGD6 (seta) e imunomarcado com o mAb anti - IgE (cabeça de seta).
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FIG. 06 - Citometria de Fluxo de células da medula óssea.

A - Células não marcadas (controle), 0,43 % corresponde a 
fluorescência de fundo.

B - Células imunomarcadas com mAb AA4. A população de mastócitos 
é constituída de células de diferentes tamanhos e resentam 2,82 % 
do total de células analisadas.
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FIG. 07 - Caracterização ultraestrutural de mastócitos derivados da medula óssea. 
Mastócitos bem imaturos (A e D), imaturos (B e E) e maduros (C e F) apies^ntanu.. 
imunorreação positiva na membrana plasmática para os mAb BC4 (A - C) e mAb 
anti- IgE (D - F) (setas). O Complexo de Golgi (CG) e mitocõndrias (M,> são 
organelas bem evidentes nos mastócitos imaturos. Centríolos (C). Gránuiuo 
citoplasmáticos (G). Núcleo (N). Barras = 1 pm.
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FIG. 08 - Mastócitos imaturo (IM) e bem imaturo (BIM) apresentando 
imunomarcação de superfície para o mAb BGD6 (setas). Complexo de Golgi (CG). 
Centríolo (C). Mitocôndria (M). Grânulos citoplasmáticos (G) Núcleo (N). Barra = 
1pm.
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FIG. 09 - Mastócitos em todos os estágios de maturação foram isolados da medula 
óssea com esferas magnéticas conjugadas ao mAb AA4 (cabeças de seta). (A) 
Mastócitos maduros são reconhecidos pela morfologia característica, isto é, 
citoplasma repleto de grânulos (G). (B) Mastócitos imaturos, com poucas organelas 
e alguns grânulos (G) distribuídos no citoplasma, e bem imaturos (C), com o núcleo 
(N) ocupando a maior parte do citoplasma, apresentam imunomarcação positiva de 
superfície para o mAb BC4 (setas). Barra = 1 pm
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FIG. 10 -Precursores de mastócitos obtidos através do isolamento sequencial com 
mAb BGD6. Através de microscopia eletrônica de varredura (A) e transmissão (B) 
pode-se observar os prolongamentos curtos na superfície das células (setas) 
isoladas pelo mAb BGD6 conjugado a esferas magnéticas (cabeças de seta). (C) 
Estas células não apresentam grânulos citoplasmáticos, mas possuem muitas 
mitocôndrias (M), núcleo volumoso e imunorreação de superfície positiva para o 
mAb anti - CD34 (seta). Barras = 1pm
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FIG. 11 - Mastócito imaturo incubado na ausência de anticorpo primário. Observar a 
ausência de marcação na membrana celular. Núcleo (N). Grânulos citoplasmáticos 
(G). Barra = 1pm
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FIG. 12 - Mastócitos colhidos do sangue periférico de ratos 24 horas após a injeção 
intraperitoneal de água destilada. Os mastócitos foram isolados por esferas 
magnéticas conjugadas ao mAb BGD6 (setas) e apresentam imunofluorescência 
positiva na superfície para os mAb BGD6 (A), mAb anti IgE (B) e mAb AA4 (C) 
(cabeças de setas). Barras = 5 pm



35



FIG. 13 - Mastócito colhido do sangue periférico de ratos 24 horas após a injeção 
intraperitoneal de água destilada. Através de análise em microscópio confocal 
observou-se que mastócitos isolados pelo mAb AA4 conjugado a esferas 
magnéticas (setas) apresentaram imunomarcação positiva para os mAb anti c-kit 
(FITC) (A) e mAb BGD6 (Texas Red) (B) (cabeças de setas). Em C observa-se a 
dupla marcação com anti- c-kit e mAb BGD6 distribuídos na superfície da mesma 
célula. Barra = 5 pm.



36

'  !

13C

▲



VI. TABELAS
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TABELA 1: COMPARAÇÃO ENTRE OS ESTÁGIOS DE MATURAÇÃO DOS 

MASTÓCITOS DERIVADOS DA MEDULA ÓSSEA E SANGUE PERIFÉRICO

Medula óssea Sangue
Anticorpos Mastócitos Mastócitos Mastócitos Células Células

Maduros Imaturos Bem Imaturos Indiferenciadas precursoras
AA4 + + + — +

BC4 + + + _ +

Anti - IgE + + + _ +

Anti - c - kit + + + + +

BGD6 + + + + +

CD34© + + + + *

Diâmetro 10-13 pm 6-10 pm 3-6 jam < 3 fim 3-6 jum

© O anticorpo anti CD 34 foi utilizado apenas em camundongos. 

*  Não determinado.
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TABELA 2: QUANTIFICAÇÃO DE MASTÓCITOS DA MEDULA ÓSSEA

Número de animais Número total de Número de mastócitos % de mastócitos

células ± SD ± SD ± SD

30 2,0 ± 0,9 x 10/ 4,6 ± 0,4 x 10b 2,4 ± 0,6

SD = desvio padrão
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TABELA 3: ANÁLISE MORFOMÉTRICA DE MASTÓCITOS DA MEDULA 

ÓSSEA

Estágios de 
maturação

Porcentagem diâmetro (pm) 
± SD

Faixa de 
Variação 

(pm)

Volume (pm3) 
± SD

Faixa de 
Variação 

(um3)
Bem 10,7 5,2 ± 0,84 3-6 69,7 ±29,5 15-115

Imaturo
Imaturo 59,5 7,9 ± 1,13 6-10 266 ± 11,5 115-525

Maduro 29,8 11 ±2,12 10-13 671,7± 170,4 525-1500

SD: desvio padrão



VII. GRÁFICO
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Utilizando anticorpos específicos foi possível isolar, identificar e 

caracterizar, in vivo, mastócitos em todos os estágios de maturação, na medula óssea 

de ratos e camundongos. Os diferentes estágios de maturação dos mastócitos e seus 

precursores ainda não haviam sido descritos pela falta de marcadores específicos. 

Estudos prévios tinham como base apenas a identificação morfológica e a marcação 

dos componentes dos grânulos citoplasmáticos (JAMUR et al., 1986; JAMUR & 

VUGMAN, 1988a). Desta forma, as células precursoras de mastócitos, ainda 

desprovidas de grânulos, não haviam sido identificadas. Alguns dos marcadores 

imunológicos utilizados recentemente também deixaram dúvidas sobre a identificação 

correta dos precursores dos mastócitos, por se ligarem à superfície de outros tipos 

celulares, como monócitos e macrófagos (HAMANN et al., 1995; KINZER et al., 1995), 

ou por apresentarem baixa afinidade para mastócitos (STRACKE et al., 1987). Os 

anticorpos utilizados neste trabalho para a identificação das células da linhagem de 

mastócitos, apresentam alta afinidade por componentes específicos da membrana 

plasmática destas células, e a observação simultânea de mais de um marcador de 

superfície nos estágios analisados, não deixa dúvidas quanto a identificação destas 

células com a sua linhagem. Foi possível então isolar, identificar e caracterizar os 

mastócitos da medula óssea, e classificar a linhagem em 3 estágios de maturação 

morfologicamente distintos: mastócitos bem imaturos, mastócitos imaturos e mastócitos 

maduros (Fig. 7 e 9). Através da análise morfométrica foi possível confirmar que ocorre 

um desenvolvimento progressivo durante a maturação das células precursoras, 

evidenciado pelo aumento no tamanho e volume das células. Este processo de 

maturação é paralelo ao desenvolvimento morfológico, caracterizado principalmente 
pelo aumento no número de grânulos citoplasmáticos. O aumento do número de 

grânulos durante a maturação também foi observado em mastócitos que repovoaram a 
cavidade peritoneal (MENDONÇA et al., 1986) e em ratos jovens e recém-nascidos 

(JAMUR et al., 1997b).
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As células encontradas na medula óssea, nos três estágios de maturação, 

apresentaram o receptor de alta afinidade para IgE (FCsRI) demonstrado através da 

imunomarcação pelos mAb BC4 e mAb anti-lgE. LANTZ & HUFF em 1995, detectaram 

um número reduzido do receptor FCsRI em células da medula óssea após 

aproximadamente 3 dias de cultivo e observaram um aumento nos níveis de expressão 

do receptor, de um modo geral, coincidindo com a formação de grânulos 

metacromáticos. Os achados de LANTZ & HUFF também estão de acordo com os 

nossos dados de desenvolvimento progressivo de células observadas na medula 

óssea. Os estudos de THOMPSON e colaboradores, em 1990, demonstraram o 

surgimento de 75% de células positivas para FCeRI contra 25% de células identificáveis 

morfologicamente como mastócitos por coloração com azul de toluidina, em 1 semana 

de cultivo, sugerindo o aparecimento do FCsRI antes do surgimento dos grânulos dos 

mastócitos. No entanto, nossos resultados demonstram que células bem imaturas, 

identificadas por imunomarcação, já expressam o receptor FCsRI concomitantemente 

com o surgimento de um ou dois grânulos ortocromáticos, que podem ser identificados 

somente a nível de microscopia eletrônica.

Utilizando esferas magnéticas conjugadas ao mAb AA4 foi possível isolar 

e quantificar os mastócitos da medula óssea, nos seus diferentes estágios de 

maturação, os quais perfazem uma população de aproximadamente 2,4% do total de 

células residentes da medula óssea. Este número foi confirmado por citometria de fluxo 

que demonstrou também que a população selecionada por imunofluorescência positiva 

para o mAb AA4 apresentou heterogeneidade em tamanho.

Após o isolamento sequencial utilizando o mAb AA4 e o mAb BGD6 

conjugados a esferas magnéticas, obteve-se uma pequena população de células 

indiferenciadas na medula óssea. Estas células indiferenciadas são extremamente 

pequenas e completamente desprovidas de grânulos, e foram positivas para o mAb 
BGD6. Elas apresentam características morfológicas e fenotípicas que as enquadram 

em um estágio que antecede o de mastócito bem imaturo, pois não apresentam ainda, 
o receptor de alta afinidade para IgE, mas possuem os antígenos de superfície CD34 e 

c-kit. O antígeno CD34 está presente nas células fonte (stem cells) e nas células da
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linhagem de mastócitos, diminuindo sua expressão com o avanço da maturação 

( JAMUR et al., 1998). A presença deste antfgeno na célula ainda indiferenciada BGD6 

positiva, sugere que a mesma seja um precursor comprometido com a linhagem de 

mastócitos. O receptor c-kit, tirosina-quinase, tem como ligante o fator de crescimento 

para mastócitos (stem cell factor - SCF). Este receptor está presente em precursores 

de diferentes linhagens celulares da medula óssea, no entanto, está presente em 

mastócitos e ausente em basófilos, permitindo a distinção entre estas células durante o 

processo de maturação. Nossos dados sobre as células indiferenciadas unipotentes 

comprometidas com a linhagem de mastócitos, estão de acordo com as pesquisas 

desenvolvidas, in vitro, por LANTZ & HUFF, 1995, e ROTTEM et al., 1994a, que 

identificaram mastócitos após cultivar células derivadas do sangue periférico humano 

positivas para CD34 e CD117 (c-kit) e negativas para FCeRI. AGIS et al., em 1993, 

demonstraram que o cultivo de células do cordão umbilical depletado de células CD34 

positivas, resultou em uma perda de mastócitos. Ainda, BEGHINI et al., 1998 sugerem 

que o progenitor circulante de mastócitos seja uma célula positiva para CD34 e CD117, 

e negativa para CD14, presente em monócitos e CD17, encontrado em basófilos (AGIS 

et al., 1993). Estas células constituem, portanto, uma única linhagem celular 
comprometida a se diferenciar em mastócitos dentro do sistema hematopoiético. 

Nossos dados concordam com as características fenotípicas das células unipotentes 

indiferenciadas sugeridas pelos autores acima mencionados, porém células que não 

expressam o receptor FCsRI só foram encontradas na medula óssea.

O aparecimento de mastócitos imaturos na cavidade peritoneal, 

observados durante o repovamento, após a depleção da cavidade peritoneal pela água 

destilada (MORENO et al., 1997), sugere que estas células possam migrar da medula 

óssea para o sangue e deste para os sítios periféricos. Em condições normais, 

mastócitos não foram encontrados no sangue periférico. Alguns pesquisadores 
sugerem que a ausência de mastócitos maduros no sangue seja parte de um processo 
de retenção de células na medula óssea autorregulado pela expressão de moléculas de 
superfície envolvidas no eficiente endereçamento celular. O surgimento de tais 
moléculas de endereçamento deve ser paralelo 'a maturação. A expressão sequencial
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de moléculas de adesão na superfície permite que as células extravasem da corrente 

sanguínea e entrem nos tecidos seguindo interações específicas receptor -ligante 
(SMITH & WEISS, 1996).

No entanto, mastócitos foram encontrados quando células do sangue 

humano e do sangue de ratos foram cultivados, o que sugere a existência de 

precursores no sangue (ZUCKER - FRANKLIN et al., 1981, DENBURG et al., 1983). 

Nossos experimentos mostram que durante o processo de repovoamento da cavidade 

peritoneal, após a injeção de água destilada, houve uma redução da linhagem de 
mastócitos na medula óssea. Estes dados sugerem que estas células pudessem estar 

trafegando através da corrente sanguínea para repovoar a cavidade peritoneal 

depletada pela água destilada. Utilizando este modelo foi possível então, pela primeira 

vez, isolar, identificar e caracterizar, as células precursoras de mastócitos na corrente 
sanguínea.

A célula precursora de mastócitos que identificamos no sangue periférico, 

in vivo, possue o receptor tirosina-quinase para SCF, o c-kit. Além do c-kit, as células 

precursoras de mastócitos encontradas no sangue apresentaram a subunidade a do 

receptor de alta afinidade para IgE, detectada pelo mAb BC4. O receptor (FCsRI) 

presente nestas células é capaz de ligar IgE. Também foram detectados os 

gangliosídeos associados ao receptor FCsRI, através do mAb AA4 e proteínas 

específicas de mastócitos, as quais foram imunomarcadas pelo mAb BGD6. As células 

indiferenciadas, ou seja, os precursores de mastócitos comprometidos presentes na 

medula óssea e reconhecidos pelo mAb BGD6 após o isolamento sequencial, não 

foram isolados do sangue periférico. RODEWALD e colaboradores, em 1996, cultivando 

sangue fetal murino, encontraram células que expressam c-kit, não expressam o FCsRI, 

mas apresentam o citoplasma com muitos grânulos metacromáticos. No entanto, estas 

células encontradas no sangue fetal murino não foram caracterizadas fenotipicamente 
por métodos imunoquímicos anteriormente ao cultivo celular. De acordo com os nossos 
resultados, as células precursoras encontradas no sangue já expressam o receptor 

FCsRI, mas não apresentam grânulos metacromáticos detectáveis por microscopia de 

luz. Outros pesquisadores já sugeriam que as células precursoras de mastócitos
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apresentam o receptor FCsRI e poucos grânulos, e poderiam se assemelhar 

morfologicamente a linfócitos (CHEN & ENERBACK, 1994; VALENT et al., 1989).

Os mastócitos imaturos encontrados na corrente sanguínea após a 

depleção por água destilada são estimados em aproximadamente 1 célula para cada 

10 das células circulantes. Os experimentos por parabiose mostraram que o 
repovoamento de mastócitos em tecidos é muito lento e o trânsito pela corrente 

sanguínea muito rápido, sugerindo uma desprezível concentração de células 

precursoras no sangue periférico (KITAMURA et al., 1979a). Portanto, o número destas 

células é extremamente reduzido, o que dificultou a realização de estudos 

ultraestruturais.

Nossos resultados estão de acordo com KITAMURA et al., 1989 e 

KITAMURA et al., 1993, que sugerem que os precursores de mastócitos sejam 

rapidamente removidos da corrente sanguínea e concentrados em áreas com 

microambiente favorável, o que permite a sua sobrevivência e diferenciação.

Quando células da medula óssea, baço e sangue de camundongos beige 

(bg/bg), os quais possuem mastócitos com grânulos gigantes, foram injetados em 

camundongos deficientes em mastócitos (W/W), foi observado que nos sítios de 

injeção, surgiram mastócitos. A partir do número de mastócitos gigantes que surgiram 

nestes sítios, foram estimados os possíveis precursores existentes na medula óssea, 

baço e sangue periférico sendo respectivamente 1, 0,2 e 2 células em cada 106 células 

(SONODA et al., 1982). Apesar dos autores utilizarem um cálculo estimativo, o número 

de precursores de mastócitos estimados após a injeção de sangue foi muito próximo 

dos nossos resultados. O número de precursores estimados a partir da injeção local de 

células da medula óssea, foi cinco vezes maior que de sangue, mostrando que a 

quantidade de células precursoras no sangue periférico é bem menor quando 

comparada com a da medula óssea.
Os precursores de mastócitos comprometidos, ainda indiferenciados, 

encontrados na medula óssea são provavelmente responsáveis pela proliferação da 
população de mastócitos na medula, visto que 2 dias após a injeção intraperitoneal de 
água destilada, o número destas células indiferenciadas aumenta de 0,02 % para



46

0,33%. No entanto, a população total de mastócitos decresceu de 2,4% para 0,63%, no 

mesmo período estudado (Gráfico). Estes dados indicam a existência de um processo 

de migração de mastócitos da medula óssea para repovoar a cavidade peritoneal após 
a sua depleção.

Até o presente estudo, os mastócitos não haviam sido detectados no 

sangue periférico, por seus precursores não apresentarem características clássicas de 

mastócitos. O não reconhecimento destas células resultou na falta de informações 

sobre o mecanismo pelo qual estas são direcionadas para os tecidos durante o seu 

processo normal de renovação (NILSSON et al., 1994).

A caracterização morfológica e fenotípica dos estágios de maturação dos 

mastócitos e a possibilidade de isolamento de populações puras destas células, 

permitirão estudos futuros que venham esclarecer o mecanismo de recrutamento da 

linhagem de mastócitos da medula óssea. Através da caracterização das moléculas de 

adesão existentes na sua superfície será possível investigar o processo de migração e 

interação dos mastócitos com os diferentes tecidos, visto que acúmulos de mastócitos 

são encontrados em diferentes doenças inflamatórias, incluindo asma (LAITINEN et al., 

1993) e alergia (ENERBACK et al., 1986).

A identificação da linhagem de precursores de mastócitos na medula 

óssea e no sangue abre perspectivas para estudos futuros que envolvem diferentes 

processos onde possa existir recrutamento e proliferação de mastócitos, tais como 

mastocitose, asma, alergias e infecões parasitárias.
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Os dados obtidos mostram que:

1. na medula óssea podem ser observados mastócitos em 3 estágios distintos de 

maturação: bem imaturos, imaturos e maduros;

2. a população de mastócitos da medula óssea, em todos os estágios de maturação, 

representa aproximadamente 2,42 % das células;

3. o isolamento sequencial com o mAb AA4 e mAb BGD6 permitiu isolar uma célula 

indiferenciada, um precursor comprometido de mastócito que corresponde a 

0,02% das células residentes da medula óssea;

4. mastócitos bem imaturos (<1 célula a cada 106) foram encontrados na corrente 

sanguínea, após a depleção da cavidade peritoneal pela injeção de água 

destilada;

5. a depleção dos mastócitos da cavidade peritoneal causa a diminuição da 

população total de mastócitos da medula óssea, aumento do número de 

precursores de mastócitos comprometidos na medula óssea e o aparecimento de 

mastócitos bem imaturos no sangue periférico.

6. a medula óssea funciona como um reservatório de mastócitos que poderão suprir 

sítios periféricos durante os processos de recrutamento.
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