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RESUMO

A injecdo intraperitoneal de agua destilada resulta na lise e
desaparecimento dos mastocitos do mesentério. No presente estudo,
investigamos o processo de proliferagcdo dos mastocitos imaturos, durante o
repovoamento do mesentério, 2 dias apds a injecdo de agua destilada. Com
objetivo de bloquear as células em mitose, a vimblastina foi injetada na cavidade
peritoneal, 24 horas apdés a agua destilada. A porcentagem de células em
mitose foi determinada em fragmentos de mesentério corados com Giemsa. Nos
fragmentos colhidos de animais que foram injetados com ambos, agua destilada
e vimblastina, 18,45% das células estavam em mitose. Quando os animais foram
injetados apenas com agua destilada, somente 0,46% das células estavam em
mitose e nos fragmentos de animais injetados somente com vimblastina, foi
observado que 2,64% das células estavam em mitose. Nao foram observadas
figuras mitéticas nos animais controles. O anticorpo monoclonal (mAb) BGD6 foi
utilizado em associagao com o corante nuclear Sytox Green, com a finalidade de
confirmar se as células em mitose eram precursoras de mastécitos. Com esta
técnica foi possivel verificar que as células em mitose também foram
imunomarcadas com o mAb BGD6. Com a varredura obtida pela microscopia
confocal foi possivel observar a marcagdo pontuada do mAb BGD6 distribuida
na superficie celular dos mastécitos e os cromossomos localizados no interior
da célula. Um outro efeito da vimblastina, foi a redugdo do numero de
mastocitos do mesentério. Nos animais controle, 4,27% das células dos
fragmentos de mesentério foram identificadas como mastocitos, apds a
coloragdo com Giemsa. No entanto, houve um decréscimo na porcentagem de
mastdcitos maduros para 2.03%, apds o tratamento com vimblastina. Estes
resultados demonstram que os precursores de mastécitos proliferam no
mesentério por divisdo mitética.



SUMMARY

In rats, intraperitoneal injection of distilled water results in the lysis and
disappearance of mast cells from the mesentery. In the present study, the
process of proliferation of immature mast cells during repopulation of the
mesentery 2 days after injection of distilled water was investigated. Vinblastine
was injected into the peritoneal cavity 24 hours after distilled water in order to
block the cells in mitosis. The per cent of cells in mitosis was determined using
Giemsa stained mesentery fragments. In fragments collected from animals
injected with both distilled water and vinblastine, 18.45% of the cells were in
mitosis. In contrast, only 0.46% of the cells were in mitosis when the animals
were injected with distilled water alone and 2.64% of the cells were in mitosis in
mesentery fragments from animals injected only with vinblastine. No mitotic
figures were observed in control animals. In order to confirm that the mitotic cells
were mast cell precursors the mast cell specific antibody, mAb BGD6 was used
in combination with the nuclear stain Sytox Green. With this technique it was
possible to verify that the cells immunostained with mAb BGD6 were indeed
mitotic. With scanning confocal microscopy, the characteristic punctate staining
of mAb BGD6 was observed on the surface of the mast cells with the
chromosomes in the interior of the cell. Another effect of the vinblastine was a
reduction in the number of mature mast cells in the mesentery. In control
animals 4.27% of cells in the mesentery fragments were mast cells as identified
by Giemsa staining. Following treatment with vinblastine, the per cent of mature
mast cells fell to 2.03%. These results demonstrate that the mast cell precursors
in the mesentery proliferate by mitotic division.
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Os mastécitos séo classificados como células efetoras do sistema imune
devido as suas propriedades funcionais especificas, associadas a resposta alérgica
do tipo lenta e imediata. Pesquisas mostram ainda, que estas células estdo
envolvidas em inumeras respostas inflamatérias, imunologicas, neoplasicas,
metabdlicas e reparativas. Estas respostas estéo relacionadas com o alto conteudo
de potentes mediadores quimicos armazenados nos seus granulos (GALLI, 1984;
GALLI, 1993). Os mastécitos se caracterizam pela presenca de receptores de
superficie com alta afinidade para a por¢do Fc da imunoglobulina E (IgE)
(ISHIZAKA & ISHIZAKA, 1984). Quando os antigenos se ligam a moléculas de IgE,
que estdo ligadas a superficie dos mastdcitos, ocorre a ligagdo cruzada dos
receptores. Este evento desencadeia uma séries de alteragbes, resultando na
desgranulacdo dos mastdcitos e consequentemente na liberagdo dos mediadores
quimicos, tais como a histamina e outros fatores de ativagdo presentes nos
granulos destas células, os quais sdo responsaveis pelos processos alérgicos e
inflamatérios (SIRAGANIAN, 1988).

A participacdo de mastocitos em diferentes processos bioldgicos faz com
gue os estudos dos fendmenos em que estas células estdo envolvidas, sejam de

relevante importancia.
Os mastdcitos sdo derivados de uma célula progenitora hematopoiética
originada na medula 6ssea (KITAMURA et al., 1981; YUEN et al, 1988; GALLI,

1990). A partir da medula éssea, os precursores de mastocitos migram para o



tecido conjuntivo, proliferam e se diferenciam em mastocitos maduros (KITAMURA
et al., 1979; HATANAKA et. al.,1979).

O estudo do repovoamento de mastécitos do mesentério e do lavado
peritoneal de ratos, ap6s a lise destas células pela injegdo intraperitoneal de agua
destilada, demonstra que mastécitos imaturos sdo encontrados proximos aos vasos
sanguineos do mesentério 8 a 12 dias apés a injegdo (FAWCETT, 1955). No
entanto, MENDONCA et al. (1986) utilizando o mesmo. modelo experimental,
encontraram mastocitos imaturos no mesentério, 5 dias apdés a injegéo
intraperitoneal de agua destilada. Os mastécitos imaturos observados, ja continham
grénulos metacromaticos, o que permitia a sua identifica¢do. No entanto, os estudos
que envolvem mastécitos bem imaturos, ainda desprovidos de granulos, foram
dificultados pela auséncia de marcadores especificos para mastocitos (VALENT et
al, 1991, CHEN & ENERBACK, 1994; SCHWARTZ, 1994, RODEWALD et al,
1996). Ainda, a falta de marcadores dificultou 0 estudo relacionado com a
proliferacdo de mastdcitos nos tecidos. MENDONCA et al. (1986) ndo conseguiram
demonstrar se a repopulagdo do mesentério ocorria por divisdo mitotica.

Recentemente foram produzidos anticorpos monoclonais que reconhecem
antigenos especificos da superficie de mastécitos. Estudos utilizando estes
anticorpos monoclonais. mostram que € possivel identificar e isolar células
precursoras de mastécitos (JAMUR et al. , 1997).

O presente trabalho teve como objetivo investigar e caracterizar “in vivo” o

processo de proliferagdo de mastocitos durante o repovoamento do mesentério de



ratos, apos a lise pela agua destilada. Um bloqueador mitético foi injetado nos
animais, durante o. periodo de repovoamento, permitindo que o processo de
proliferacdo pudesse ser analisado e quantificado. A identificagdo das células em
mitose, como pertencentes a linhagem de mastdcitos, foi realizada pelo uso de um
anticorpo monoclonal BGD6 que reconhece proteinas especificas da superficie de
mastdcitos.

A identificagdo dos mastécitos durante o processo de proliferacédo e
diferenciagédo e o entendimento destes mecanismos, abre perspectivas para
estudos futuros de processos patolégicos nos quais estas células estejam

envolvidas.
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De acordo com os relatos de PRETLOW et al. (1970), os mastocitos séo
células que foram identificadas e descritas pela primeira vez por VON
RECKLINGHAUSEN (1863), como células granulares do tecido conjuntivo.
Segundo estes autores, somente mais tarde, EHRLICH (1877) descreveu a
metacromasia presente nos granulos de mastécitos dos tecidos conjuntivos
humanos. Os mastaocitos s&o células que apresentam tempo de vida longo,
possuem uma vasta distribuicdo anatémica e sdo encontradas em todos os tecidos
vascularizados. Estas células podem ser observadas abaixo da superficie epitelial,
adjacentes aos vasos sanguineos e linfaticos, proximas aos nervos periféricos e
células musculares lisas, no aparelho gastrointestinal, no respiratério, no genital e
no urinario (GALLI, et. al., 1993). Em alguns animais como ratos e camundongos, 0s
mastocitos sdo encontrados livres na cavidade pleural e peritoneal (METCALFE. et
al, 1981; GALLI et al, 1984). Desta forma, os mastdcitos estdo
estrategicamente posicionados para interagir rapidamente com areas expostas a
antigenos. Os mastécitos produzem e estocam em seus granulos
citoplasmaticos mediadores biologicamente ativos. Entre os mediadores pré-
formados sdo encontradas as aminas biogénicas, como a histamina (RILEY
1953), a serotonina, presente em ratos (BENDITT et al, 1955) e em
camundongos (PADAWER, 1966; RITZEN, 1966) e a dopamina, encontrada em
bovinos (FALCK, 1964, COUPLAND & HEATH, 1966). Ainda est&o presentes

nos granulos, fatores quimiotaticos, enzimas, proteases neutras e



proteoglicanas como a heparina, que confere a metacromasia aos granulos
(SIRAGANIAN, 1988).

Os mastdcitos sdo células multifuncionais do sistema imune e tém papel
crucial nos processos de alergia, reparacdo dos tecidos e defesa de
hospedeiros (ERB et al., 1996; SMITH & WEIS, 1996). Estas células possuem
na sua superficie receptores de alta afinidade para IgE (ISHIZAKA & ISHIZAKA,
1984). Estes receptores sdo compostos por trés subunidades: uma cadeia. «,
que corresponde ao sitio de ligagao para IgE (BASCIANO et al., 1986), uma
cadeia B, com duas porgées citoplasmaticas, sendo a maior parte
intramembranosa e duas cadeias y, cada uma com uma porgao
intramembranosa e uma cauda citoplasmatica (METZGER, 1992).

A interagdo entre antigenos multivalentes e a IgE, ligada a superficie
celular, inicia uma série de eventos bioldgicos que culminam com a liberagéo da
histamina e a produgéo de citocinas (GORDON et al., 1990). Apos a liberagéo
de mediadores pré-formados, como a histamina, s&o gerados os fatores ativos
neo-formados, associados a membrana, tais como: o fator de ativagdo
plaquetéria (SCHWARTZ & AUSTEN, 1984), os produtos da oxidagdo da acido
araquidénico (STEVENS & AUSTEN, 1989). Os mastécitos também podem ser
ativados através de produtos gerados durante a ativagédo do complementa ou
por peptideos encontrados nos venenos de animais (METCALFE et al., 1997).
Agentes fisicos, tais como: lesdo, traumatismo, calor e idade, também podem

promover a liberagcdo destes mediadores (GALLI et al.,1986).



Devido a sua participagdo em diferentes processos, varios aspectos da
biologia dos mastdcitos tém sido estudados, tais como:. origem, diferenciagéo,
maturagao e proliferagéo.

Uma série de estudos. foram realizados ‘in vivo” por KITAMURA et al. (1977;
1981) e “in vitro” por SCHRADER, et al. (1981) e NAKAHATA, et al. (1982) para
demonstrar a relagdo dos mastécitos com a “stem cell’ hematopoiética. Os
experimentos foram realizados em camundongos geneticamente deficientes em
mastocitos, através de transplante de células da medula éssea de camundongos
normais. Os camundongos deficientes, apds receberem transplante de células de
medula dssea de camundongos normais, passaram a. desenvolver populagdes de
mastocitos em varios tecidos, inclusive no mesentério. Baseados nestas
observagbes 0s autores sugeriram que os mastécitos se originam a partir de uma
progénie de “stem cell” hematopoiética multipotente. SONODA et al, (1982)
também demonstraram que células. mononucleares do sangue periférico de
camundongos normais +/+, quando injetadas diretamente na pele de camundongos
W/W', geneticamente deficientes. em mastdcitos, desenvolvem colbnias destas
células nos sitios de injecéo.

Os precursores de mastdcitos ndo foram identificados morfologicamente,
nem na medula 6ssea e nem nos tecidos, por falta de marcadores especificos
(ODARJUK et al., 1989). Na entanto, existem sugestbes que estes progenitores
comprometidos a originar mastécitos, possam ser encontrados no sangue circulante

(VALENT et al, 1991). Alguns pesquisadores sugerem que seja uma célula



sanguinea mononucleada a mais provavel candidata a precursora de mastocito
(VALENT et al, 1989). GALLI et al, (1984) sugerem que células progenitoras
possam migrar da medula O0ssea para varios tecidos e desenvolver diferentes
fendtipos sob a influéncia do. ambiente. Alternativamente, as células progenitoras
podem se diferenciar em varias células precursoras com fenétipos distintos e migrar
para tecidos alvo especificos. VALENT et al.,, (1991) sugerem que progenitores de
mastdcitos comprometidos sdo supostamente originados, no local, por células
progenitoras mais. imaturas. ou por progenitores hematopoiéticos ndo
comprometidos, derivados da medula éssea. Outras investigagdes sugerem que as
células progenitoras. parecem ser desprovidas de granulos e apresentam um
espectro unico de propriedades funcionais e fenotipicas (JARBOE et al., 1989).

Os mastécitos de roedores podem ser classificados, no minimo, em duas
populagdes fenotipicamente distintas. Quando estas células sdo encontradas
principalmente na lamina prépria e no epitélio de mucosas sdo denominadas
mastocitos de mucosa (MMC). Os mastocitos encontrados no fluido peritoneal,
pele, mesentério, musculatura prépria do estdbmago, sdo classificados como
mastécitos do tecido conjuntivo (CTMC) (ENERBACK et al.,, 1981). Numerosos
relatos documentam a capacidade de certas populagdes de mastécitos sofrerem
alteracdes fenotipicas a partir de MMC para CTMC e vice-versa (KOBAYASHI et
al.,1986). Tal heterogeneidade é regulada por muitos fatores incluindo. certas
citocinas. Estas citocinas atuam como sinais intercelulares que estimulam a

proliferagdo, diferenciacdo e maturagcdo dos mastécitaos. Atuam ainda, na. sua



sobrevivéncia e modulam suas fungbes efetoras, como a liberagdo de
mediadores (GALLI et al,1990). Produtos sollveis de linfécitos e de células
semelhantes participam do crescimento da populagdo de mastocitos, como a
Interleucina 3 (IL-3). ROTTEM et al..(1993) cultivaram células da medula dssea
de camundongo na presenga de IL-3 e apds 4 a 5 semanas, observaram que
85% de todas as células do cultivo. eram mastdcitos. A interleucina-4 (IL-4) em
conjunto com a IL-3, auxilia, “in vitro”, a proliferacdo de mastécitos peritoneais
(TSUJI et al., 1990). No.entanto, quando apenas a IL—4 foi utilizada na auséncia
de IL-3, houve uma reducgao no estimulo de proliferagcdo (ROTTEM et al., 1994).
A interleucina-9 (IL-9), usada em conjunto.com a IL-3, aumenta a praliferagao de
mastdcitos de camundongo cultivados a partir de mastécitos derivados da
medula éssea (HULTNER et al,1990). A IL-10, usada em combinag¢da com IL-3
ou IL-4 aumenta a proliferacdo de mastécitos (THOMPSON et al., 1991). Juntos
estes dados sugerem que a IL-3 é indispensavel para o crescimenta de mastécitos
murinos in vitro. No entanto, o processo de maturagéo dos mastdcitos requer fatores
adicionais, 0s quais s&o obtidos. por intermédio. das células estromais,
responsaveis pela diferenciagdo dos progenitores de mastécitos e pela
manutencdo da viabilidade destas células in vifro. FURITSU et al. (1989)
cultivaram células do corddo umbilical de humanos e demonstraram que a
diferenciagéo in vitro de mastécitos, a partir de seus progenitores, € induzida
por células estromais distintas como os fibroblastos 3T3. Experimentos

realizados com camundongos. demanstraram os. mesmos. resultados. (GALLL et



al,1990). O fator envolvido na interagdo das células estromais com os
mastdcitos, além de identificado, foi clonado e recebeu varias denominagdes:
“stem cell factor” (ZSEBO et al., 1990, MARTIN et al., 1990), “steel factor” (SLF)
(WITTE, 1990, WILLIAMS et al., 1992) e “mast cell grawth factor” (MGF)
(COPELAND et al., 1990, ANDERSON et al., 1990).

A maioria dos estudos sobre a origem, maturagéo e proliferacédo dos
mastdcitos foram realizadas “in vitro” (SCHRADER, et al.,1981 e NAKAHATA, et
al,1982). No entanto, FAWCETT (1955) estudou o repovoamento do mesentério
de rato por mastdcitos, apds a lise dos mesmos por inje¢ao intraperitoneal de
agua destilada e observou que, mastécitos jovens contendo poucos granulos
metacromaticos, apareceram no mesentério préximo aos vasos sanguineos 8 a
12 dias apds injegdo, sendo que na sexta semana o mesentério ja se
apresentava totalmente repovoado. MENDONCA et al., (1986) utilizando o
mesmo modelo experimental conseguiram observar mastdcitos jovens ja no 5°
dia apdés a injecao intraperitoneal de 4gua destilada, localizados préximo aos
vasos sanguineos. Estes autores ndo encontraram figuras mitéticas durante o
repovoamento do mesentério por mastéocitos. No entanto, alguns investigadores
procuraram detectar a presenga de mitoses em mastdcitos e associar ao. seu
processo de proliferacdo nos tecidos. PAFF et al., (1947), encontraram mitoses em
mastdcitos maduros de cdes com neoplasia. MAXIMOW (1906) observou. que
mastocitos podem ser encontrados em mitose nos tecidos de vertebrados em raras

ocasides. BENSLEY (1952), mostrou mastécitos em mitose somente apds. a injegéo.
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subcuténea de histamina. HUNT & HUNT (1957) demonstraram figuras mitéticas
em mastdcito, corados com azul de toluidina, de mesentério de ratos injetados
com o composto 48/80, um agente liberador de histamina. ALLEN (1961) relatou
a ocorréncia de mitose em mastécitos diferenciados, em apenas uma de dez
distencdes de mesentério de um unico rato, o qual ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento. Mais tarde, ALLEN (1962) utilizando autoradiografia e o0 método. de
Feulgen- verde de metila observou, em mesentério de rato normal, 0,49% de
mastoécitos em mitose.

A falta de marcadores especificos para mastécitos e seus precursores
dificultam o estudo de proliferagdo destas células. RIMMER et al,. (1984)
descreveram sete anticorpos monoclonais, com especificidade para
componentes dos granulos de mastocitos maduros. No entanto, estes anticorpos
reconhecem a mesma molécula nas células parenquimais. do. figado, células
epiteliais dos tubulos renais e eritrocitos maduros de humanos. ODARJUK et al,,
(1989) produziram o anticorpo monoclonal IWFF2, o qual reconheceu um
antigeno na membrana de mastécitos de ratos, porém este mesmo anticorpo
também reconheceu o antigeno em outras células do tecido. KINZER et al.,
(1995) demonstraram que o anticorpo monoclonal (K-1), era especifico para
proteina de membrana (p-161) de 161kD, expressa em mastdcitos. de
camundongos, contudo esta proteina também é reconhecida em macrofagos.

Na tentativa de obter melhores conhecimentos. sobre a funcionalidade do

receptor da IgE (FceRI), foram produzidos anticorpos monoclonais especificos
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para as subunidades: o (BASCIANO et al., 1986), B (BERENSTEIN et al,
1990) e y (JAMUR & OLIVER, 1996) do receptor. GUO et al., (1989) produziram
o anticorpo monoclonal AA4, uma subclasse de IgG que reconhece 0 a-
galactosil derivado dos. gangliosideos Gpip, especificc da membrana de
mastocitos. Estes anticorpos foram produzidos a partir de células da leucemia
basofilica de rato (RBL-2H3) que apresentam homologia aocs mastécitos da
mucosa (SELDIN et al., 1985; WOLDEMUSSIE & BEAVEN, 1986). OLIVER et
al., (1992) demonstraram que 0 mAb AA4, além de reconhecer mastocitos. em
todos os tecidos, reconheceu também uma populagdo de células pouco
diferenciadas na medula Gssea de ratos, que poderiam ser precursoras. dos
mastécitos. FARACO et al., (1997) foram os primeiros a identificar mastécitos
peritoneais bem imaturos utilizando o mAb AA4, durante o repovoamento da
cavidade peritoneal de rato, apés injecdo intraperitoneal de agua destilada.
HAMAWY et al., (1992) produziram um outro anticorpc monoclonal denaominado
BGD6 que se liga com proteinas especificas (50-60 kDa) da superficie de
mastécitos. Estas proteinas foram encontradas em mastécitos. da medula éssea de
rato, em todos os estagios de maturagdo, incluindo células extremamente
indiferenciadas (JAMUR et al., 1996).

No presente trabalho utilizamos o mAb BGD6, como marcador de mastdcitos,
para investigar se o processo de proliferagdo destas células, durante o

repovoamento do mesentério, ocorre por divis&o.celular.



lll - MATERIAL E METODOS



lll - MATERIAL E METODOS

01. OBTENGAO DO TECIDO

Foram utilizados cerca de 105 ratos albinos Wistar, adultos machos,
pesando 250g, fornecidos pelo biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana. O primeiro grupo de animais recebeu uma inje¢éo
intraperitoneal, Unica, de 20 ml de agua destilada, aquecida a 37°C (FAWCETT
1955; MENDONCA et al.,, 1986). O segundo grupo recebeu inje¢io intraperitoneal
de solugéo salina 0,9%, e vinte e quatro horas apos foi injetado com 4 mg/Kg do
peso corporal (KELLY et al., 1978) de Velban - Sulfato de Vimblastina (Eli Lilly do
Brasil Ltda, S&o Paulo) diluida em 1 ml de solugéo fisiologica. O terceiro grupo de
ratos recebeu uma inje¢ao intraperitoneal de agua destilada e vinte e quatro horas
apés, foi também injetado intraperitonealmente com 4 mg/Kg do peso corporal com
Sulfato de Vimblastina. O grupo de animais controle foi injetado com solugdo salina
a 0,9%, ou ndo foi injetado. Os animais foram sacrificados 2 dias ap6s o tratamento

inicial.

02. MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO
2.1 FIXACAO E COLORAGCAQ COM GIEMSA

Foram retirados os fragmentos do mesentério dos animais experimentais e
controle, os quais foram fixados em formol a 10% em PBS (salina tamponada com

fosfato), lavados em agua destilada, distendidos em laminas histologicas e secos



14

em placa aguecedora a 45°C. Na sequéncia, foi feita a remogdo das faixas de
tecido adiposo e as laminas foram hidratadas e coradas com Giemsa, lavadas em
agua destilada, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e montadas em

Permount. O material foi fotografado em microscopio Zeiss Axiophot.

2.2 QUANTIFICACAO

Foram contados um total de 100.403 nucleos distribuidos aleatoriamente nas
‘lanelas” do mesentério, regides delimitadas pela faixa de tecido adiposo,
perfazendo um total de 1792 campos quantificados, em 51 laminas. O mesmo
numero médio de nucleos foi contado em cada grupo experimental estudado. Os
valores apresentados referem - se a média entre varios experimentos num mesmo
grupo. As contagens foram realizadas em microscépio Zeiss Axiophot com objetiva

de imersao de 63x.

03. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

3.1 FIXACAO DO MESENTERIO POR MICROONDAS

Para este procedimento foi utilizado um forno de microondas convencional
(Montgomery Ward mod. 8035) com rendimento maximo de 550 watts de poténcia e
2450 mHz. Os fragmentos de mesentério foram colocados em um molde de
silicone contendo 0,5 ml de formaldeido a 2% (Ladd Research Industries;Burlington,
VT) em PBS e irradiados por 12 a 13 segundos. O tempo de fixagdo pode ser

determinado ap6s calibragem do forno de microondas (JAMUR et al., 1995). Apos
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fixados, os fragmentos foram lavados duas vezes em PBS e permeabilizados em
metanol a - 20°C, por 5 minutos. A seguir, os fragmentos foram lavados duas vezes

em PBS, lavados em PBS + glicina a 0,1 M e novamente em PBS.

3.2 COLORACAO NUCLEAR

Apds a fixagdo por microondas, alguns fragmentos foram corados por 10
minutos com Sytox Green (Molecular Probes, Eugene, Oregon) numa concentragéo
de 25 nM, em PBS. A seguir, os fragmentos foram lavados em PBS, distendidos em
l&minas silenizadas (EM Science, Fort Washington) e, apds a remocédo das faixas

de tecido adiposo, os mesmos foram montados em Fluormont (EM Science).

04. IMUNOMARCACAO

Apds fixados como no item 3.1, os fragmentos do mesentério foram
incubados em suspensdo com 0 mAb BGD6 (10 ug/ml) por 1 hora, a temperatura
ambiente. Este anticorpo reconhece proteinas especificas da superficie celular dos
mastocitos. O anticorpo foi diluido em PBS contendo 1% de BSA. No controle foi
omitido o anticorpo primario no meio de incubagdo. Apds a incubagdo, 0s
fragmentos foram lavados com PBS + 1% de BSA e lavados por 30 minutos em
PBS. A seguir, incubados por 30 minutos com o anticorpo secundario, fragmento F
(ab’), de IgG de jumento anti camundongo conjugado com Texas Red (Jackson
Immuno Research, Avondale, PA) numa diluicdo de 1:50 (25 ug/ml) em PBS. Logo

apods, os fragmentos foram lavados por 10 minutos em PBS e montados em
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Fluormont. O material foi fotografado em microscépio (Nikon) e analisado em

microscopio confocal (Leica).



IV - RESULTADOS



IV - RESULTADOS

01. MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO:

A injecdo intraperitoneal de agua destilada causa lise e
desaparecimento dos mastécitos do mesentério. Com a coloragdo de Giemsa ndo
foi possivel identificar mastécitos nos fragmentos de mesentério obtidos dois dias
apos a injecao intraperitoneal de agua destilada (Fig. 1B, 2C), porém foi possivel
identificar figuras mitéticas nas células do tecido conjuntivo (Fig. 3C). No mesentério
de animais controle foi possivel observar a presenca de muitos mastocitos
irregularmente distribuidos com citoplasma repleto de gréanulos, (Fig. 1A, 2A e 3A).
Nos animais injetados intraperitonealmente com sulfato de vimblastina foram
observados alguns nucleos em divisdo celular. Também foram observados
mastécitos maduros, semelhantes aos presentes no grupo controle, sendo que
alguns apresentaram sinais de desgranulagdo. (Fig. 2B e 3B). Nos fragmentos de
mesentério colhidos, dois dias apds a injegéo intraperitoneal de agua destilada,
acompanhada de injegdo intraperitoneal de sulfato de vimblastina, foram

observadas inumeras figuras mitéticas ( Fig. 2D e 3D).

02. QUANTIFICACAO:
Com os resultados obtidos através da quantificagdo foi possivel identificar

diferengas significativas na quantidade de células observadas em divis&o celular
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nos animais tratados. Nos fragmentos de mesentério de animais controle n&o foram
observadas figuras de mitose nos varios campos analisados (Figs. 4 e 5). No
mesentério de animais injetados intraperitonealmente com agua destilada,
observou-se que 0,46 % dos nucleos estavam em divis&o celular (Figs. 4 e 5). Nos
animais injetados intraperitonealmente com sulfato de vimblastina, foi possivel notar
um aumento no numero de nucleos em divisao celular, que atingiu 2,64% (Figs. 4 e
5). Nos fragmentos de mesentério colhidos dois dias apds a inje¢ao intraperitoneal
de agua destilada, acompanhada da injecdo intraperitoneal de sulfato de
vimblastina foi observado que 18,45% das células estavam em mitose (Figs. 4 e
5) e Tabela I. Também foi verificado que a inje¢do intraperitoneal de sulfato de
vimblastina promoveu uma redugdo no numero de mastocitos do mesentério
destes animais quando comparados com os dos animais controle. Os animais
controle apresentaram 4,27% de mastdcitos, enquanto que, apenas 2.03% de
mastécitos foram encontrados nos animais injetados intraperitonealmente com

sulfato de vimblastina (Tabela Ii).

03. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA:

3.1 COLORACAO COM SYTOX GREEN

Com esta coloragdo os nucleos das células do mesentério e figuras
mitéticas puderam ser observadas nos fragmentos de mesentério de animais
tratados. Tanto 0s nUcleos COMO OS CromMOSSOMOS Mitoticos apresentaram

fluorescéncia positiva (Fig. 6 e 8).
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3.2 IMUNOFLUORESCENCIA

Com o objetivo de identificar se as células que estavam em mitose eram
mastocitos, os fragmentos do mesentério dos animais injetados intraperitonealmente
com agua destilada, acompanhada da injegdo intraperitoneal de sulfato de
vimblastina, foram imunomarcados com o mAb BGD6. As células positivas para o
anticorpo monoclonal BGD6 apresentaram fluorescéncia positiva na membrana
celular (Fig. 9) Quando os fragmentos imunomarcados foram corados com Sytox
Green, foi possivel observar nas figuras mitéticas os cromossomos fluorescentes
(Figs.7,10,12,13). Com a dupla marcacgao foi possivel identificar que a maioria das
figuras mitéticas pertencia aos mastocitos, pois estas também estavam
imunomarcados pelo mAb BGD6 (Fig. 7). Na auséncia do anticorpo primario n&o foi
possivel identificar as células, pela falta de marcagéo (Fig 11).

A resolugdo da microscopia confocal, permitiu visualizar cromossomos
individualizados no interior das células e, principalmente, identificar a marcagéo
pontuada na membrana celular, tipica do mAb BGD6, especifico para mastdcito
(Fig.12). A imagem possibilitou ainda, avaliar o tamanho destas células, as quais
apresentam dimensdes proximas as do nucleo das células mesoteliais (Fig 12). A
figura 13 mostra uma visao lateral da mesma célula, que foi girada a 90°. Nesta
imagem é possivel observar a co-localizagdo da proteina especifica para
mastocitos, distribuida somente na superficie celular, enquanto os cromossomos
sdo observados no interior da célula. Esta informagdo confirma ainda, que

marcagao do mAb BGD6 é restrita 8 membrana plasmatica.



V - FIGURAS



FIG. 01 - Mesentério corado com Giemsa.

A - Animal controle. Aspecto de uma “janela” do mesentério. Observar a
grande quantidade de mastdcitos (setas).
Aumento: 115 x.

B - Fragmento observado dois dias apds injecdo intraperitoneal de agua
destilada. Notar auséncia de mastdécitos.
Aumento: 115 x.
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FIG. 02 - Mesentério corado com giemsa

A - Animal controle. Observar mastécitos maduros com citoplasma repleto
de granulos (setas).
Aumento: 225 x.

B - Animais sacrificados dois dias apds a injegao intraperitoneal de sulfato
de vimblastina. Observar mastécitos maduros (seta).
Aumento: 225 x.

C - Dois dias ap6s a inje¢do intraperitoneal de agua destilada. Notar a
auséncia de mastécitos maduros.
Aumento: 225 x.

D - Apds a injecdo intraperitoneal de agua destilada e de injegdo
intraperitoneal de sulfato de vimblastina. Notar as figuras mitéticas
(cabega de setas) e auséncia de mastocitos maduros.

Aumento: 225 x.
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FIG. 03. Mesentério corado com Giemsa

A - Animal controle. Observar mastdcitos maduros intactos (seta).
Aumento: 450x.

B - Dois dias apds a inje¢do intraperitoneal de sulfato de vimblastina.
Notar os mastdcitos maduros intactos (setas) e alguns com sinais de
desgranulagao (cabega de seta). Notar poucas figuras mitéticas.

Aumento: 450x.

C - Dois dias ap6s a inje¢ao de agua destilada. Notar a auséncia de
mastocitos maduros. Observar nucleos em mitose (seta).
Aumento: 450x.

D - Dois dias ap6s a injegéo intraperitoneal de agua destilada e de injecéo
intraperitoneal de sulfato de vimblastina. Notar inumeros nucleos em
mitose (setas).

Aumento: 450x.






FIG. 04 - Quantificagdo de nucleos mitéticos e ndo mitéticos do mesentério de
animais controle e tratados. Ocorre um aumento sensivel no numero de
figuras mitdticas dos animais que foram injetados com salina e com
vimblastina. Este aumento no numero de mitoses é ainda maior nos
animais injetados com agua destilada.
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Fig. 05 - Comparagédo do numero de mitoses, durante o repovoamento de
mesentério de ratos apds a lise pela injegdo intraperitoneal de agua
destilada, em relagdo aos animais controle. Nos animais injetados com
salina, a injecdo de vimblastina causa um discreto aumento no numero
de mitoses. No entanto, um aumento significante de figuras mitdticas
ocorre em animais que receberam previamente, a injegdo de agua

destilada.
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FIG. 06, 07 - Mesentério observado dois dias apds injecdo de agua destilada e 24
horas apds injecao de sulfato de vimblastina.

6 - Apos a coloragdo com Sytox Green observar os nucleos mitéticos
(cabecga de seta).
Aumento: 350 x.

7 - A imunomarcagdo com mAb BGD6 (vermelho) permite demonstrar
que os nucleos mitéticos corados com Sytox Green (verde), pertencem
aos mastocitos (cabega de setas).

Aumento: 350 x.






FIG. 08-10 - Mesentério observado dois dias apds a injegdo intraperitoneal de agua
destilada, seguida de injecéo intraperitoneal de sulfato de vimblastina.

8 - Observar a figura mitética fluorescente, apds coloragdo com Sytox
Green (cabega de seta).
Aumento: 700 x.

9 - Mastocito imunomarcado com mAb BGD6. Notar imunofluorescéncia
positiva para o BGD6, na superficie celular (cabega de seta).
Aumento: 700 x.

10 - Detalhe de um mastdcito em divisdo celular. Notar intensa
fluorescéncia do nucleo mitético, revelada pelo Sytox Green, e a
superficie celular positiva ao BGD6 (cabega de seta).

Aumento: 700 x.






Fig. 11 - Mesentério incubado na auséncia de anticorpo primario. Notar auséncia
mastocitos marcados.
Aumento: 325 x






FIG. 12, 13 - Mesentério observado dois dias apos a inje¢do intraperitoneal de agua
destilada, seguida de inje¢cdo intraperitoneal de sulfato de vimblastina. Imagens
observadas ao microscopio confocal.

12 - Observar um mastdcito imunomarcado na superficie com BGD6
(seta). Notar a distribuicdo dos cromossomos no interior da célula
(cabega de seta).
Aumento: 1500 x

Inset: Mostra a distribuicdo pontuada caracteristica da marcagéo do
BGD6, na membrana do mastécito (seta). Notar os cromossomos
individualizados (cabega de setas).

Aumento:2250 x

13 - Notar a distribuicdo da proteina na superficie celular (seta),
enquanto os cromossomos corados com Sytox Green estéo
localizados intracelularmente (cabega de seta). Vista lateral da célula
observada na Figura 12.

Aumento: 1500 x
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VI — DISCUSSAO



VI - DISCUSSAO

Com a utilizagdo do anticorpo monoclonal BGD6, que reconhece proteinas
especificas da superficie de mastdcitos, foi possivel demonstrar que os mastdcitos
imaturos que estdo repovoando o mesentério, apds a inje¢do intraperitoneal de
agua destilada, proliferam por divisdo mitética. JAMUR et al. (1996) utilizando
anticorpo monoclonal BGD6, especifico para proteinas da superficie de mastocitos,
isolaram uma populag¢éo pura de mastocitos da medula éssea em todos os estagios
de maturaggo. Utilizando este mesmo anticorpo conseguimos, pela primeira vez,
identificar os mastocitos imaturos, desprovidos de granulos metacromaticos, durante
o repovoamento do mesentério de rato, 2 dias apds a injecdo intraperitoneal de
agua destilada. Além de identificar as células precursoras de mastécitos foi possivel
investigar o seu mecanismo de proliferagao.

Os estudos realizados por FAWCETT (1955) e MENDONCA et al.(1986)
demonstraram que o repovoamento do mesentério de ratos, apos a lise dos
mastdcitos pela injegao intraperitoneal de agua destilada, ocorre por mastocitos
jovens ou imaturos que surge<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>