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RESUMO

Na esquistossomose, parte dos ovos liberados pelo S. mansoni sdo
embolizados no figado. Inicia-se entdo um processo inflamatorio que evolui em
um granuloma periovular, As células inflamatorias, principalmente
macrofagos, sdo as primeiras a formarem o granuloma. Posteriormente ha o
crescimento de células conjuntivas hepéticas, que passam a ser um dos
principais constituintes do granuloma e também ha grande deposigéo de matriz
extracelular. Os fatores envolvidos neste processo ainda ndo estdo esclarecidos.
Nesta etapa foi descrita a proliferagdo localizada de células mieloides e
monomacrofagicas. As células conjuntivas derivadas do granuloma (GR)
periovular mostraram-se capazes de sustentar in vitro a proliferacdo de células
mieloides FDC-P1 e AD-3. O objetivo deste trabalhe foi identificar qual ou
quais fatores estariam sendo secretados pelas células GR. Em nosso estudo
usamos mastocitos como modelo para identificar estes fatores. Eles s&o
dependentes de interleucina-3, Interleucina-4 e/ou "Stem Cell Factor”. As
células GR sustentaram a viabilidade e proliferagdo de mastdceitos peritoneais
murinos, oS quais mantiveram a sintese de heparina por cinco semanas em
cocultura com células GR. Também sustentaram a proliferagdo de mastocitos
humanos (dependentes de "“Stem Cell Factor™) por nove dias de cocultura
Demonstramos que células GR podem ser induzidas por mastdcitos a expressar
mensagem para "Stem Cell Factor”, além de apresentarem o fator associado a
membrana. Pois estromas de células GR fixadas que tiveram contato prévio
com mastocitos sustentaram a viabilidade de novos mastocitos plaqueados ate
terceiro dia de cultura. Acreditamos que o "Stem Cell Factor” seja o fator
responsavel pela proliferagio dos mastocitos, como tamb¢m participe in vivo

no processo granulomatoso.
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ABSTRACT

In the schistosomal infection, a part of S.mansoni eggs are brought into
the liver where they embolize. Granulomas are initially composed of
inflammatory cells, among which macrophages are predominant. The hepatic
connective tissue cells grow and the associeted extracelular matrix becomes a
important element of granulomas. The factors involved in these event are still
unknown. In the later phase of periovular infection myeloid and mono-
macrophagic cells were able to proliferate. [n vitro, granuloma-derived
connective tissue cells (GR) have been shown to induce proliferation of
myeloide cells FDC-P1 and AD-3. Our interest was to identify which factors
are produced by GR cells. In this work, we have used mast-cells as a model to
describe these factors, because mast cells are dependent of Interleukine-3,
Interleukine-4 and/or Stem Cell Factor. The GR cells have supported the
survival and proliferation of peritoneal murine mast cells, which have
mantained their heparin synthesis for five weeks in coculture with GR cells.
Human mast cells (Stem Cell Factor-dependent) proliferated in six days in
coculture with GR cells. We have shown that mast cells can induce GR cells to
express message for Stem Cell Factor and the stroma-associated form of the
factor. We believe that the Stem Cell Factor could be responsable for the mast

cells proliferation and participate in the granulomatous process i vivo.



1- INTRODUCAQO

1.1. - CELULAS CONJUNTIVAS DERIVADAS DE GRANULOMA
HEPATICO DE CAMUNDONGO ESQUISTOSSOMOTICO

O figado € constituido na sua maioria por hepatocitos (células epiteﬁais)
que se agrupam em placas e anastomosam e¢ntre si formando unidades
morfologicas ( lobulos hepaticos). O espago entre as placas de hepatdcitos
formam os capilares sinusdides (sinusoides hepdticos). A parede dos
sinusoides hepaticos por sua vez sdo formados por trés tipos celulares: células
endoteliais, células fagocitarias (células de Kupffer) ¢ células armazenadoras
de lipidios (células de Ito) (Junqueira & Carneiro, 1985).

A reagdo inflamatéria granulomatosa tem inicio com a embolizacdo de
ovos do verme S. mansoni nos radiculos venosos do sistema porta intra-
hepatico. O S. mansoni fica hospedado nas veias mesentéricas liberando ovos
diariamente, dos quais aproximadamente um tergo sdo carreados pela
circulacdo venosa. Nela os ovos sdo levados até o figado, ¢ pela veia porta até
0s espagos intravasculares, nos radiculos venosos ou préximos dos sinusoides .

O inicto da reacdo granulomatosa ¢ formado por células tntlamatorias
que encapsulam o ovo com o miracidio, como: eosmofilos, linfocitos e
principalmente mondcitos, oriundos do sangue. Nesta etapa ainda ndo ha
presenca de células conjuntivas. Com a constante mobilizagdo das células
inflamatorias o granuloma desenvolve-se, obstruindo vasos sanguineos e
desorganizando o tecido adjacente.

Com o decorrer da reagdo granulomatosa as células da linhagem
monomacrofagicas permanecem predominantes. Contudo, células conjuntivas

comecam a aparecer ao redor dos granuiomas, como também a deposicdo de
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matriz extracelular. Posteriormente as células conjuntivas hepaticas passam a
ser um dos maiores componentes do granuioma periovular, além sintetizarem
grandes quantidades de matriz extracelular. Nesta etapa de desenvolvimento do
granuloma foi detectado a presencga de precursores mieléides, como também a
capacidade do estroma conjuntivo periovular recém formade em sustentar a
prolifera¢do de linhagens mieléides (Borojevic ET AL, 1981 e Geuskens ET AL,
1991).

In vitro as células conjuntivas derivadas do granuloma periovular (GR)
também mostraram-se capazes de sustentar em cultura a proliferagdo de
linhagens mieloides estabelecidas AD-3 (Il-3-dependente) e FDCP-1 (lI-3,
GM-CSF ¢ SCF-dependentes). As células GR expressam GM-CSF, contudo
El-Cheik, em 1992 (resultado ndo publicado), demonstrou que cél.ulas GR ndo
apresentaram RNA.m para I1-3 € nem para {1-4.

A origem das células conjuntivas provém da mobilizacio das células Ito,
as quais sdo ativadas sofrendo uma mudanga na sua morfologia. Elas deixam
de acumular lipidios, apresentam o RER desenvolvido, e passam a sintetizar
colageno tipo I, I, Il e principalmente colageno tipe 1V e laminina. Estas
células foram reconhecidas como sendo miofibroblasto (Biouac-Sage £T 4L,
1985 e Boloukhere 7 .41, 1993).

Os fatores que participam no desenvolvimento do granuloma periovular
e na prolifera¢o das células conjuntivas permanecem desconhecidos. Contudo,
Amiri, em 1992, demonstrou que TNF-a cra capaz de induzir a formagdo de

granuloma e a sintese de colageno.



1.2- MASTOCITOS ( Historico )
(Selye, 1965)

Os mastocitos foram primetramente ilustrados e reconhecidos por Von
Recklinghausen em 1863, em mesentério de sapo ndo corado. Doze anos apos,
um anatomista alemdo Waldeyer observou a presen¢a de células contendo
granulos ao longo do tecido conjuntivo, chamando-as de "plasma cells".
Embora, descrevendo certas caracteristicas destas células, ndo chegou a
identificar o mastocito como uma linhagem celular distinta. No final do século
XIX, Karl Weigert comegou a utilizar uma nova técnica de coloragdo
histolégica, seu sobrinho Paul Ehrlich costumava a admirar as 1aminas por ¢le
preparadas. Paul Ehrlich, na época, era um estudante de medicina e descobriu
que as células chamadas por seu chefe, Waldeyer, de "plasma cells”, quando
coradas com corantes basicos azuis, adquiriam cores avermelhadas ou violetas,
diferenciando-se de outras "plasma cells”, que ndo sofriam metacromasia.
Essas células foram chamadas por ele de "Mastzellen", (Mast, foi oriundo de
"Mastung", palavra alemd que significa "mastiga¢do” ¢ "zellen" relativo a
"célula™), pois ele acreditava que a causa destas células conterem grandes e
numerosos granulos metacromaticos, fosse decorrente de uma super-
alimentagdo.

Erhlich, dando continuidade aos seus estudos, descreveu que estas
células encontravam-s¢ predominantemente ao redor de vasos sanguingos,
nervos, ductos glandulares ¢ em focos inflamatdrios. Seus resultados foram
incorporados a sua tese de doutorado em 1878, e apresentados a Sociedade de
Fisiologia de Berlim, em 17 de janeiro, de 1879, comunicando ao mundo a
existéncia dos mastdcitos. Nascia assim um novo tipo celular, iniciando-se uma

importantc questdo, "Qual era a sua fungio 7"



1.3 - Origem e Distribuig¢io

Os precursores de mastocitos aparecem primeiramente na embriogénese
dentro das membranas embriondrias, em seguida passando a aparecer no figado
fetal. O aparecimento dos precursores em outros tecidos, como a pele, ocorre
posteriormente, acreditando-se porém, que sejam origindrios do figado fetal.
Na fase adulta 0s precursores passam a ser produzidos na medula dssea, de
onde saem para a circulagdo sanguinea e vias linfaticas. A partir dai migram
para os tecidos periféricos, onde sofrem maturagéo ¢ diferenciagéo (Kitamura
ET AL, 1979), ao contrario dos basdfilos e outros granuldcitos, que sofrem
maturagdo dentro da medula ossea. Até hoje ndo foram identificados em
condi¢gdes normais mastécitos maduros na circulagdo sanguinea e na medula
ossea. A diferenciagdo dos mastocitos € controlada pelo micro ambiente, no
qual o precursor se instata, podendo adquirir fenotipos de mastdcitos de tecido
conjuntivo (MCTC) ou de mucosa (MCM), (Nakano £7 4L, 1985). Kobayashi
ET 4L, em 1986, demonstraram in vitro € in vivo, queé um Unico mastocito
peritoneal maduro murino € capaz de gerar duas subpopulacdes, a de MCM e
MCTC. Evidenciando que os subtipos de mastocifos existentes possam ser
descendentes de um mesmo precursor.

Em camundongos White Spoting (W/Wv) que sfo deficitarios em
mastocitos e de outras células hematopoiéticas devide a deficiéncia em seus
precursores. Quando mastocitos peritoneais (MCTC) de animais normais
foram injetados na pele e na parede do estdmago de camundongos W/Wv. Eles
mantiveram na pele o fenétipo de MCTC, enquanto na parede estomacal
adquiriram o fendtipo de MCM (Sonoda £7 47, 1986).

Essa capacidade dos mastécitos de mudarem de fendtipo, foi bem

estudada por Kanakura £7' 41, 1988. A partir de c€lulas de medula ossea de
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animais normais cuitivadas com II-3, os autores obtiveram uma populagio pura
de MCM, a qual foi injetada na cavidade peritoneal de um camundongoe
W/Wv. Apos 15 semanas, os MCM injetados apresentaram um fenotipo de
MCTC. Estes por sua vez foram postos em cultura liquida com IL-3 por 8
semanas, readquirindo o fendtipo de MCM. Em seguida foram novamente
reinjetados na cavidade peritoneal de camundongos W/Wv e retirados ap6s 15
semanas, retomando o fenotipo de MCTC.

A maior parte destes estudos foram realizados em ratos e camundongos.
Conseqiientemente, quando equiparados ao modelo humano, ndo foram
totalmente equivalentes. Células de medula 6ssea humana, corddo umbilical e
células mononucleares do sangue, quando cultivadas com -3 e 114
desenvolveram basofilos, falhando na obtengdo de mastocitos (Kirshenbaum £7
AL, 1989). Entretanto, quando células de corddo umbilical humano foram
colocadas sobre fibroblasto embriondrio murino (3T3), desenvolveram-se em
mastocitos apds 4 semanas, ao inves de basofilo (Furitsu ET A7, 1989). A
Jinhagem 373 também foi capaz de sustentar por 18 dias em cultura mastoCitos
humanos de pulmao (Levi-Schaffer £T 47, 1087).

Em 1990, trés grupos de pesquisadores diferentes identificaram o fator
produzido por fibroblasto 3T3, responsavel pela capacidade de desenvolver,
diferenciar ¢ sustenfar a viabilidade de mastdcitos humanos € de roedores, 0
ngtem Cell Factor" (SCF). Atualmente, acredita-se, que para O
desenvolvimento de mastocitos in vivo & necessario a interagdo entre o receptor
para o SCF (c-kit) presente em células precursoras € mastocitos maduros, com
SCF expresso por fibroblasto ¢ outras células do microambiente (Galli £7 AL,
1993). Camundongos Steel Dieck SL/SLd deficientes de SCF possuem menos

que 1% de mastocitos que um animal normal.



Os mastocitos, tanto em roedores quanto em humanos, estio distribuidos
por todo tecido conjuntivo, ao redor de vasos sanguineos e linfaticos, proximos
ou em contato com termina¢les nervosas, € sob superficies epitelias como as

dos sistemas respiratorio e gastrointestinal € da pele.

1.4 - Heterogeneidade dos mastocitos.

Os mastocitos podem apresentar heterogeneidade: no tamanho, na
ultraestrutura, no conteudo de mediadores pré-formados e induzidos, na
resposta a estimulos por drogas, proteoglicanos € outras caracteristicas.

Dois termos sdo freqientemente usados para S€ referir  a
heterogeneidade, "maturagdo” e "diferenciaciio™ "maturagdo” se refere ao
processo de crescimento do mastocitc desde a fase de precursor, ¢©
»diferenciacdo” as caracteristicas especificas, que sa0 adquiridas.

Portanto um processo de maturagao inclui um processo de diferenciagéo,
embora um processo de diferenciacao pode ou ndo incluir um processo de

maturacao.

1.4.1- Heterogeneidade em mastocitos de rato ¢ murino

O primeiro a descrever heterogencidade em mastocitos foi Maximow,
em 1905, observando uma populagdo de mastocitos na mucosa intestinal de um
rato, a qual ele considerou "atipica", pois apresentou caracteristicas diferentes
na coloracdo (Siraganian, 1988 ¢ Galli, 1990). Hoje se sabe, que a diferenca €

devido ao contendo de glicosaminoglicanos dos granulos. Todavia. somente a
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partir de 1960, Enerback desenvolvendo técnicas de fixagdo e colorardo mais
apropriadas, descreveu a diferenca entre mastocitos encontrados na mucosa
intestinal "atipicos” ou de "mucosa” (MCM), ¢ os observados na pele, "tipicos”
ou de "tecido conjuntivo" (MCTC) (Enerback, 1987). Os termos foram
escolhidos baseado na predomindncia de cada tipo de mastocito nos respectivos
tecidos.

Os MCTC possuem heparina como proteoglicano, enquanto, 0S MCM
possuem sulfato de condroitina nos seus granulos. Utilizando-se de corantes
com afinidade para heparina, como sulfato de berberina e safranina, este Gltimo
usado junto com um corante Com afinidade para glicosaminoglicano sulfatado,
o azul de Alcian, mostrou-se que, com a coloragdo de azul de Alcian-safranina
os MCM coram em azul o citoplasma € ¢ nucleo em vermelho (fig.1) e ndo
coram-se com sulfato de berberina. O MCTC cora o nlcleo e o citoplasma em
vermelho, devido a safranina (fig.2), e em amarelo fluorescente com sulfato de
berberina. Quando os MCTC sdo tratados previamente com heparinase,
perdem a capacidade de se corarem tanto com safranina quanto com sulfato de
berberina.

Os MCTC estdo distribuidos pelos tecidos conjuntivos, pele e cavidade
serosas como a pleural e a peritoneal. Ja oS MCM s¢  encontram
preferencialmente na mucosa intestinal ¢ do pulmdo. Os MCM tem
aproximadamente metade do tamanho dos MCTC, que variam entre 9 a 20
micrometros. O tempo de vida de um MCM ¢ de no maximo 40 dias, enquanto
o de MCTC ¢ superior a 6 meses. O conteudo granular também varia entre 0s
subtipos de mastocitos. Os MCTC possuem de 10 a 30 picogramas de

histamina por célula, enquanto MCM de 1 a2 picogramas.



Figura 1. - Mastocitos peritoneais murinos degranulados sem seus conteudo de

heparina corados com azul de Alcian-safranina.

Figura 2. - Mastdcitos peritoneais murinos integros corados com azul de

Alcian-safranina.
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Os maiores constituintes dos granulos porém, sfo as proteases neutras do
tipo serina, chamadas de "rat mast cell protease” (RMCP-I ¢ RMCP-II). As
RMCP-I (quimase e carboxipeptidase) estdo presentes nos MCTC, e as
RMCP-II nos MCM. A resposta aos estimulos também ¢ \;aﬁada, ambas as
populagdes de mastdcitos sdo sensiveis a estimulos por IgE e por londforo de
Calcio, porém somente os MCTC s@io sensiveis a estimulos por compostos
catidnicos como, composto 48/80 e neuropeptideos. Os derivados lipidicos
sintetizados apds o estimulo, sfo distintos para cada subpopulacio
mastocitaria, os MCM produzem grandes quantidades de leucotrienos LTC4,
enquanto os MCTC produzem essenciaimente prostaglandinas PGD2. As
fungdes igualmente se distinguem, mesmo ainda néo esclarecida sua fungéio em
alguns eventos biologicos. Sabe-se que ratos infectados com Nippostrongylus
brasiliensis sofrem hiperplasia no nimero de MCM, enquanto os MCTC

permanecem 1guais.

1.4.2 - Heterogeneidade de mastocitos humano

Os mastocitos humanos, assim como os mastocitos de roedores,
apresentam diferencas em vérios aspectos como caracteristicas morfologicas,
contetido de histamina, ultraestrutura citoplasmatica dos granulos, propriedades
histoquimicas, respostas a estimulos e principalmente o conteido de proteinas
citoplasmaticas.

O principal pardmetro de classificagdo dos mastocitos humanos, sdo
duas proteases neutras do tipo serina: triptase ¢ quimase, (Iram 77 AL, 1986,

1990).
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Como nos roedores, os mastocitos humanos estdo divididos em duas
subpopulagdes, uma que possui triptase ¢ quimase (MCtq) e outra gue possui
apenas triptase (MCq) ou niveis de quimase ainda ndo detectavels. Essas
subpopulagdes nio podem ser caracterizadas somente pela localizago, pois
todos os sitios anatdmicos povoados por mastocitos apresentam as duas
subpopulagdes, porém em cada sitio anatomico ocorre a predominincia de uma
determinada subpopulagdo. Os MCtq estdo presentes em maior niimero na
pele, nos tecidos conjuntivos € na submucosa intestinal, enquanto os MCt
predominam nas mucosas intestinal ¢ pulmonar.

Além da diferenca do conteudo das proteases neutras, a concentragdo
destas nos granulos igualmente varia. Os MCtq possuem 35 picogramas/célula
de triptase, 4,5 picogramas/células de quimase, um tipo de catepisina G e
carboxipeptidase aproximadamente entre 0,5 a 16 picogramas/célula. Contudo,
os MCt apresentam apenas 11 picogramas/célula de triptase e menos de 10%
de carboxipeptidase, ndo possuindo as demais proteases (Iran1 £7 42, 1991).

A resposta a estimulos possui alguns paralelos com os mastocitos de
roedores. O MCtq ¢ sensivel a estimulos por neurcpeptideos e compostos
basicos, como substancia P ¢ composto 48/80, assemelhando-se aos MCTC
dos roedores. Por outro lado, os MCt sdo insensiveis a estes estimulos,
assemelhando-se ac MCM. Pacientes com imunodeficiéncia congénita ou com
sindrome de imunodeficiéncia adquirida, sofrem redu¢io no numero de MCt
(Irant £7 4L, 1987), enquanto os MCtq se mantém constantes.

Baseado nestas semelhancas, é aceito que os MCtq representam a
populag¢do mastocitania de tecido conjuntivo (MCTC) encontrado em roedores,

enquanto, os MCt representam 0s mastocitos de mucosa (MCM).



1.5. - Fatores que atuam na maturagao, diferenciaciio e proliferacio de

mastocitos.

Na ultima década, obteve-se um grande avan¢o na identifica¢do dé
fatores responsaveis pela regulagdo dos mastocitos em roedores. Existem
atualmente varios fatores de crescimento descritos, responsavels pelo:
desenvolvimento a partir de precursores, manuten¢fio em cultura, inducdo a
diferencia¢do e proliferagdo. Porém, estes fatores ndo tiveram atuagdo em

mastocitos humanos, com excegdo do Stem Cell Factor.

T cell B cell

IL-10 (acls as cofacior only)

T cell

Fibroblasl/slromal cell

Figura 3. - Fatores do microambiente que promovem o ¢rescimento € a

diferenciacdo de mastdcitos (Swieter £7 47, 1992).



1.5.1 - Interleucina-3 (11-3)

II-3 ¢ uma glicoproteina de 28 kDa que promove a sobrevivéncia, a
proliferacdo e a diferenciagdo de células progenitoras hematopoiéticas de varias
linhagens, incluindo eritrécitos, linfécitos, monocitos, granuldcitos,
megacariécitos ¢ mastocitos. E produzido principalmente por linfocitos T
estimulados antigenicamente ou por agentes mitoticos, € também por
mastocitos ativados imunolégicamente ou por outros agentes como, ¢omposto
48/80 e Tonoforo de Calcio (Plaut £7 47, 1989).

In vitro, a I1-3 possui a capacidade de induzir o desenvolvimento, a
maturagdo e a diferenciacio de MCM, a partir de precursores de medula 6ssea,
bago e orgdos linfaticos (Nabel ef al; Nagao ET 4L; Razin £T AL, Tertian ET AL;
1981), originando uma populagdo de MCM com 99% de pureza (Nakahata £7
AL, 1986). In vivo, a T11-3 participa na resposta mastocitaria a infecgdes
parasitarias, acarretando numa hiperplasia de mastocitos da mucosa intestinal
(Lee ET 4L, 1986). Ao contrario dos animais normais, camundongos atimicos
(nude) quando infectados com nematoédio N. brasiliensis, ndo sofrem variagdo
no numero de mastocitos intestinais (Ruitenber £7 47, 1976) Contudo, quando
a 11-3 é administrada por via intraperitoneal em camundongos nude infectados
por parasitas, gera uma mastocitose de mucosa em grau similar ao de animais
normais (Abe ET 4L, 1988). Animais normais tratados com anticorpo anti-Il-3,
antes e durante infec¢do por nematddios, mostram uma redugdo de 40-50% de
mastocitos da mucosa intestinal (Madden £774L, 1991).

Abe £T 4L, em 1993, demonstraram que camundongos normais tratados
com IL-3 durante cinco dias, desenvolvem mastocitose intestinal e adquirem
resisténcia a infe¢do oral por larvas de Strongyloides ratti. Apos 21 horas de

infecgdo, os animais tratados apresentaram no intestino menos de 94% de



13

larvas do que os camundongos controles. Estes resultados demonstram a
participagdo in vivo da II-3, na proliferagdo de mastocitos ¢ na resisténcia
durante as infestacdes parasitarias.

Em mastocitos humanos, a II-3 ndo foi capaz de gerar 0s mesmos
resultados. Varios autores cultivaram células de medula 6ssea humana na
presen¢a de [I-3, sem sucesso na obtengdo de mastécitos. Kirshenbaum e
colaboradores em 1989, obtiveram células com caracteristicas de mastdcitos
humanos em culturas de agar. Eles cultivaram durante trés semanas células de
medula é¢ssea tratadas com IL-3, obtendo de 1-5% de células contendo triptase
e histamina. Grande parte das células constitui-se de basofilo,
aproximadamente de 20-50%. Contudo, este resultado ndo repetiu-se em

cultura liquida e em metilcelulose, onde obteve-se apenas basofilos.

1.5.2 - Interleucina-4 (11-4)

-4 ¢ uma glicoproteina de 20 kDa produzida por células T. Também ¢
produzida por mastocito estimulados por via imune ¢ ndo imunologica (Plaut
ET AL, 1989). Estudos in vitro mostraram qgue a 11-4 atua sinergisticamente com
a II-3, induzindo a proliferagdo tanto de mastocitos derivados de medula dssea
quanto mastdcitos peritoneais (Schmitt £7 4z, 1987, Nakahata 77 41, 1986 ¢
Tsuji £7 AL, 1990). Em relagdo a mastocitos peritoneais in vifro, a I1-3 parece
agir como principal fator de sobrevivéncia, enquanto a [lI-4 atua como cofator
que estimula a proliferagdo. Quando s¢ administra o anticorpo anti-Il-4 em
camundongos infectados por N. brasiliensis, ha uma diminuicdo de 50% de
mastocitos intestinais. Contudo, quando anticorpos anti-IL-3 e anti-II-4 sdo

administrados conjuntamente, ha uma diminuicdo de 85-90% na mastocitose
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(Madden £7 41, 1991). Estes resultados demonstram que a [l-4, € um
importante modulador da proliferacio de mastécitos tanto in vitro quanto in
vivo.

Kanakura ET 42, em 1989, demonstraram que a [1-4, juntamente com a
II-3, induz a proliferagdo de mastocitos peritoneais. Quando cultivados em
metilcelulose, estes mastocitos mantém seu fenotipo de MCTC. Contudo,
quando os MCTC foram transferidos para cultura liquida, passaram a sintetizar
sulfato de condroitina, adquirindo o fenétipo de MCM. Culturas de longa
duragdo de medula ossea, na presenga de ambas as citoquinas, ddo origem
apenas a MCM, ndo existindo ainda evidéncias de que a Il-4, sozmha ou em
conjunto com a II-3, possa induzir progenitores a se diferenciarem em MCTC.
Esses dados indicam que somente a II-3 e a 1l-4 ndo sejam suficientes para
induzir a diferenciagio de piecursores em MCTC.

Em cultura por 4 semanas de medula Ossea humana e de corddo
umbilical, a II-4, ou II-4 concomitante com I1-3, ndo foi capazes de gerar

mastocitos, apenas células com morfologia de basofilos (Saito £7 41, 1988).

1.5.3 - Interleucina-9 (I1-9)

11-9 é uma glicoproteina de 35 kDa, produzida por células "T helper” e
células de baco tratadas com agentes mitoticos. Demonstrou-se que a I1-9 awa
sinergisticamente com a 11-3, aumentando a proliferacdo de mastocitos
primarios derivados da medula éssea. Contudo, a I1-9 isoladamente ndo possui
capacidade proliferativa sobre mastociios primarios, mas apenas prolonga sua

sobrevivéncia, (Hultner £7 47, 1989 ¢ 1990).
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Miyazawa £7 47, em 1992, demonstraram a presenca de receptores para
[1-9 em mastdcitos, porém a via de atuacio da [l-9 permanece desconhecida.
Alguns dados indicam que seja uma via distinta a da I1-3 e do "Stem Cell
Factor”, pois ambos induzem a fosforilagdo de MAP (mitogem-actived protein)
quinase e de Raf-1, enquanto a IL-9 ndo induz, sugerindo que a I1-9 utilize uma
via prépria de sinalizagdo.

Em humanos a [1-9 foi incapaz de induzir a diferenciagéo de mastocitos,
a partir de culturas em suspensdo, de medula 0ssea e corddo umbilical, mesmo
quando concomitante com II-1, 11-2, 11-3, 11-4, 11-5, 11-6 e GM-CSF, (Ishizaka
1T AL, 1991).

1.5.4 - Interleucina-10 (11-10)

A 1-10 é uma proteina de 35-40 kDa. E produzida por subtipos de
células "T helper” (fig.3) ativadas imunologicamente, e por células B,
monocitos e macrofagos (Howard £7 4L, 1992).

A TI-10 mostrou-se ineficiente para o crescimento de linhagens de
mastocitos 11-3-dependentes (MCM). Contudo, quands utilizado concomitante
com I1-3 ou 11-4, potencializa a agfo proliferativa de ambos os fatores. Além
disso, a [I-10 concomitante com a I1-4 sustenta o crescimento de mastocitos,
mesmo na ausénecia da [-3. Quando as trés citoquinas sdo utilizadas
concomitantemente, observa-se o mais potente estimulo de crescimento, tanto
para culturas primarias de mastocitos quanto para linhagens de mastocitos [1-3
dependentes. Estas trés citoquinas sdo sintetizadas pela mesma populacdo de

células T, as quais parecem ser produzidas durante infecgdes por N
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brasiliensis, onde se desenvolve uma mastocitose intestinal, (Thompson-
Snipes ET AL, 1991).

Apesar da [I-10 atuar sinergisticamente com II-3 ¢/ou Il-4 sobre
mastocitos de roedores, nfo se tem evidéncias do mesmo resultado com

mastécitos humanos.

1.5.5 - "Stem Cell Factor" (SCF)

O "Stem Cell Factor" (SCF) foi descrito em 1990, por trés grupos
distintos de pesquisadores. Cada qual denominou-o a sua maneira como: Steel
Factor-SL.T chamado também de Mast Cell Growth Factor-MGF (Willinas £7
AL, 1990; Copeland £T 4L, 1990 e Anderson E7 4L, 1990), Stem Cell Factor-
SCF (Zsebo £T 41, 1990 ¢ Martin £7 AL, 1990), ou kit-ligante-KL. (Huang £T
AL, 1990). Nesta tese optei por referir-me como Stem Cell Factor (SCF).

O SCF ¢ secretado por varios tipos celulares, dentre eles, fibroblasto
(fig.3), células do figado, de Sertoli, derivadas do estroma medular Osseo,
endoteliais e do bago. O SCF ¢ produto do gene do locus Stee/ (SL) do
cromossomo 10, ¢ ¢ o ligante do produto do proto-oncogene c-kit, que € um
receptor tirosina quinase do tipo I} (Copeland £7 4L, 1990 e Zsebo r7T 4L,
1990). O SCF pode estar associado a membrana celular ou estar na forma
soliivel. As formas do SCF sdo determinadas por "splicing" alternativo de
RNA, gue ddo origem a um RNAm formado por 8 exons ou a outro depletado
do exon 6, constituido por 7 exons. O produto de transcrigdo do exon 6, € 0
sitio de a¢do de uma protease ainda ndo identificada, a qual age sobre o sitio,
clivando-o ¢ liberando a por¢do extramembranar do fator (forma soluvcl)

(fig.4), Conseqiientemente RNAm contendo o exon 6 geram tanto o fator
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aderido a membrana quanto a forma solivel. Em contrapartida os depletados
do exon 6, geram apenas a forma ndo soluvel (Huang ET 4L, 1992 ¢
Fleischman, 1993). A expressdo entre as duas formas do SCF, € especifica em
cada tecido, variando quantificamente entre eles. No cérebro ¢ em fibroblastos,
existem 100 vezes mais a forma solivel do que a associada a membrana,
enquanto na medula ossea € no bago as duas formas estdo igualmente

representadas (Huang £7 4L, 1992).

SCF sea exon & SCF coa exon & SCF soiuvel

N2 NH2 NHZ
} 1 ]

Sito de agho

exond —
TH_ protenlitica 1ﬂ_H
oo ?

C0oH

COOH

Figura 4.- O fator depletado do transcrito do exon 6 (esquerda) apresenta a
forma associada a membrana, enquanto o contendo o produto do

exon 6 (direita) ¢ capaz de gerar a duas formas (Fleischman, 1993).
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A forma do SCF associada a membrana celular age como fator de
crescimento local e/ou como "homing" para células que expresessem receptor
para SCF, como progenitores hematopoiéticos, células germinativas
primordiais ¢ melanocitos (Tsai £7 4%, 1991 e Dolci £7 4L, 1991). A forma
solavel do SCF também possui atividade agindo na forma de dimeros, ligados
nfio covalentemente.

Tsai £7 42, em 1991, em trabalho utilizando SCF murino recombinante
(SCFmr), mostraram ser o fator capaz de induzir in vifro, o crescimento € a
diferenciacdo de mastocitos a partir de células de medula Ossea murina,
cultivadas durante 4 semanas. Os mastocitos diferenciados continham
heparina, apresentando fendtipo de MCTC. O SCFmr também foi capaz de
estimular a proliferacdo de mastocitos peritoneais maduros.

Em humanos, usando-se SCF humano recombinante (SCFhr) nas
culturas de células de medula oOssea ¢ células mononucleares de sangue
periférico, obteve-se mastocitos ap(is 4 semanas de cultura. Estes continham
triptase como protease (MCt), que em analogia a roedores representariam os
MCM. Contudo, o conteudo de protease quimase, que caracteriza o MCtq, néo
chegnu a ser analisado (Valent £7 47, 1992). Eles também demonstraram que,
apds 6 a 8 semanas de cultura, 40% das células constituiam-se de mastocitos.
Ainda neste trabalho utilizaram a [L-3, a II-4, a 11-9, o0 M-CSF e o "nerve
growth factor" (NGF) concomitante com o SCFhr, e todos os fatores tiveram
acdo inibitéria na diferenciagdo de MCt.

Camundongos SL/SLd dcficientes do SCF associado 4 membrana e
camundongos (W/Wv) cujas células sdo desprovidas de receptores para SCF,
possuem as mesmas anomalias, como esterilidade, anemia, despigmentagdo
devido a auséncia de melandcitos ¢ ainda menos que 1% de mastocitos, que

um camundongo normal (+/+) (Kitamura £7 47, 1978 e Kitamura 7.7 47, 1979).
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Transplante de medula oOssea de camundongos SL/SLd para
camundongos W/Wv, reverte o quadro de anemia e restaura o nimero de
mastécitos. Entretanto o transplante de medula 6ssea de camundongos +/+ para
SL/SLd foi incapaz de reverter o quadro anémico ¢ de elevar o nimero de
mastdcitos (Kitamura £7 4L, 1978). Kitamura £7 4L, em 1979, demonstraram
que, em fragmentos de pele de camundongos W/Wv enxertados em
camundongos SL/SLd, ocorreu o aparecimento de mastécitos no local do
enxerto. Contudo, nos fragmentos de pele de SL/SLd introduzidos em
camundongos normais, nio houve o aparecimento de mastocitos. Estes dados
evidenciam a importdncia da forma do SCF associado a membrana, no
crescimento € na diferenciago de mastocitos. Pois, os camundongos SL/SLd
secretam a forma solivel do SCF, mas sdo incapazes de sustentar in vivo a
manutengdo do crescimento das linhagens SCF-dependentes.

Tsai ET AL, em 1991, mostraram que injeg¢des subcutdneas de SCF de
rato em camundongos SL/SLd ao longo de trés semanas, originaram nos locais
de aplicagiio mastocitos contendo heparina. Este tratamento resultou na
diminuicio da anemia, ocorrendo um aumento de entrdeitos. Contudo o
aparecimento de mastdcitos ficou restrito ao local de aplica¢do, enquanto uma
administragdo sistémica do SCF promoveu o aparecimento tanto de mastocttos
de mucosa quanto de conjuntivo, fora dos locais de aplicagéo.

Experimentos semelhantes com primatas demostraram que, aplicagtes

subcutianeas de SCFhr em babuinos ( Papio cvnocephalus ), aumentaram a

populagdo mastocitaria em varios sitios anatdmicos, chegando a 100x de
aumento em alguns orgdos. A descontinuidade da administragdo do SCFhr, fez

com que a populagio mastocitaria voltasse a niveis basais (Galli £7 47, 1993).
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Além do SCF ser um fator de crescimento e diferenciaciio de mastocitos
¢ outras linhagens hematopoi€ticas, possui também outras atividades como: a
de adesdo, fator quimiotatico e de liberador de histamina de mastocitos.

Nakajima e colaboradores em 1992, demonstraram que mastocitos
peritoneais de rato, quando induzidos com SCF, secretam 20% do contetdo de
histamina, além de potencializar a degranulagdo de mastocitos estimulados por
IgE (Coleman £74L, 1993).

No trabalho realizado por Meminger em 1992, no modelo de camara de
Boyden para quantificar migra¢do celular, verificou que o SCF possui
atividade quimiotatica tanto para mastocitos de conjuntivo quanto para os de
mucosa.

Experimentos de cocultura de mastécitos com fibroblasto embrionarios
(3T3) demonstraram que os mastocitos plaqueados sobre as culturas de 3T3 de
camundongos +/+, estavam totalmente aderidos apos ir€s horas, enquanto que
os plaqueados sobre as culturas de 3T3 de animais SL/SL apresentavam-se
soltos, além de que, a ades@o dos mastocitos sobre 3T3 de +/+, for inibida na

presenca do anticorpo anti-SCY (Adashi #7471, 1992).

1.6. - Funcio dos mastéocitos

A aclio dos mastocitos como células efetoras das reagdes de hiper-
sensibilidade mediadas por IgE, foram amplamente estudas, e bem descritas.
Contudo os mastocitos participam de varios eventos biologicos, ndo mediados
por IgE, e cujas suas func¢des permanecem desconhecidas. Recentemente
descobriu-se que os mastocitos sdo uma fonte de produgio e liberagdo de uma

gama de citoquinas, indicando um novo mecanismo de sua agao.
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1.6.1. - Fonte de citoquinas

Ativaciio do mastocite

Composto 43/80 , , Via imunolégica
Ionafora ,
Substancia P [gE+ant-lgh
SCF
Ect ..
Mediadores Mediadores Mediadores
pré-formado hipidicos pos-formados
Histamma PGD2 I-1, II-3, -4
Proteoglicano LTC4 I-5, 11-6, 11-8
Proteases neutras PAF GM-CSF, INF-g
TNF-a TNF-a

RESPOSTA
microvasculatura leucécitos fibroblasta
vasopermeabilidade ades3n prokiferagio
constricgdo/dilatagdo produgdo de [gE produgdo de
molécolas de adeséo ativagdo de coldgena
produgio de citoguina eusinofilos

Figura 5. - Fungdo dos mastocitos (Michel £7 4L, 1992)

Plaut £7 4, em 1990, ¢ Galli £7 47, em 1991, demonstraram que
linhagens de mastocitos II-3-dependentes, obtidas a partir de cultivo de células
de figado fetal (CFTL 12, CFTL 15 e CFTL 17), quando estimulados por IgE ¢
por lonoforo de Calcio, passam a expressar RNAm para, allL-3, all-4,all-5¢
a [1-6, além de sintetizar e liberar 11-3, {I-4, 1l-6 ¢ "Tumor Necrosis Factor-o™
(TNF-o.) bioldégicamente ativos uma hora apos o estimulo, chegando ao seu

maximo em 6 horas.
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Burd £7 4L, em 1989, mostraram que linhagens de mastécitos [l1-3-
dependentes e ndo dependentes, ao estimulo por IgE, passam a expressar
RNAm para [i-1 alfa, II-3, 1I-5, 1I-6, GM-CSF, Interferon-gama (IFN-gama) ¢
quatro moléculas da familia das proteinas inflamatérias de macrofago (MIP-1):
TCA3, JE, MIP-1a e MIP-18. Mastécitos derivados de medula éssea, quando
estimulados por 1gE, liberam 11-1, 11-4 ¢ I1-6 com atividade biologica.

Mastocitos pentoneais de camundongos em cocultura com 3T3, passam
a expressar RNAm para I11-3, apds dezoito horas de cocultura, porém os
mastdcitos cultivados com o sobrenadante da 3T3 ndo apresentaram RNAm
para I1-3 ( Razin £7 41, 1991 ).

Gordon £7 AL, em 1990, demonstraram que, tanto mastocitos obtidos in
vitro, quanto isolados da cavidade peritoneal de camundongos contém
constitutivamente TNF-a com atividade bilolégica. O estimulo de mastocito
por IgE e por outros compostos, 0 induz a uma produgdo de altos niveis de
RNAm para TNF-o, como também a uma rapida liberacdo de TNF-a pré-

formado e que mantém-se liberando por até duas horas (Gordon ET 4L, 1991).
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2. OBJETIVO

Este trabalho teve como fim estudar in vitro a capacidade de células
conjuntivas hepaticas em secretar fatores, responsdveis pela sustentagdo de
células de origem hematopoiética. Utilizamos o mastocito como modelo para
tentar identificar o fator ou os fatores secretados pelas células GR, em razéo de
estarem bem descritos os fatores que regulam seu crescimento € diferenciacéo..

Nossa meta foi verificar a capacidade das células GR em sustentar a
sobrevida e a proliferacdo de mast6citos murinos e humanos /n vitro, e de

identificar os fatores envolvidos neste processo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1- OBTENCAO DE CULTURAS CELULAS PRIMARIAS.

3.1.1.- Células de corpera cavernosa humana ( CC );

As células de corpora cavernosa foram obtidas a partir de fragmentos de
tecido de corpora cavernosa, oriundos de duas cirurgias de colocagdo de
proteses em pénis de dois pacientes impotentes de aproximadamente sessenta
anos. As operagdes foram realizadas pelos médicos Dr. Pedro Tvo Ravynine, e
pelo Dr. Luis Carlos Miranda, que nos cederam gentilmente as biopsias.

As coletas das biopsias realizaram-se nas salas de cirurgia. Cada
fragmento de tecidos de cérpora cavernosa pesava aproximadamente 200mg,
sendo dois fragmentos por paciente. Os tecidos eram transferidos em seguida
para tubos estéreis com tampa, que continham o meio de cultura Dulbecco
(Sigma Chemical Co. St. Louis) suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal
Bovino inativado)(Fazenda Pig, lote MA 03), pH 7.4, penicilina,
estreptomicina, kanamicina, tilomicina ¢ mantidos no gelo a uma temperatura
de aproximadamente 4°C. As bidpsias foram manipuladas esterilmente em
cmaras de fluxo laminar (Trox e Veco- Brasil), no laboratorio de Patologia
Celular ¢ Molecular (UFRJ, Tlha do Fundo). Utilizamos dois processos

distintos para obtencédo das células: por dissociagdo e por explantes.

Dissociacao - Os fragmentos foram lavados 3x com solucdo salina sem
Calcio e Magnésio (BSS-CMF - Balanced salt solution - Calciun and
Magnesiun Free), em seguida cortados em pedacos de 1 a 2 mm. lavados

novamente 3x com BSS-CMF e transferidos para um frasco com magneto



25

contendo 10 ml de tripsina 0.05% em BSS-CMF (Gibco Laboratories Life
Technologis Inc. Grand Island, New York).

Na etapa seguinte, o frasco com fragmentos foi levado para um agitador
magnético e homogenizado por 1 hora a 37°C. Apos a dissociagdio enzimatica
a solu¢do contendo as células foi aspirada, lavada 2x com salina contendo
Calcio e Magnésio (BSS-Balanced salt solution) e as células resuspendidas em
meio Dulbecco com 10% de SKFB, pH 7.4 mais pencilina e streptomicina. As
células foram plaqueadas em garrafas plasticas de cultura de células de 25
mm?, com aproximadamente 7 x 104 células vivas por garrafa e mantidas em
estufas de atmosfera umida com 5% de CO,. Os meios foram trocados com
periodicidade de 1 & 2 dias, e as células trocadas de garrafa toda vez que
chegavam a confluéncia. Parte delas foram congeladas € criopreservadas em

nitrogénio liquido.

Explantes - Uma parte dos fragmentos cortados para dissociagéo
enzimatica foi utilizada para este procedimento. Fragmentos de | mm foram
selecionados e transferidos, com uma pipeta Pasteur, para as garrafas de
cultura de células, as quais estavam em posigao invertida. Os fragmentos foram
colocados na parte de baixo das garrafas que se enconfravam para o alto. Nove
fragmentos foram colocados por garrafa, com espago intercalando-os de
aproximadamente de 1.5 cm. Em seguida o meio de cultura residual foi
aspirado ao redor de cada fragmento, ¢ 2 ml de meio Dulbecco com 10% de
SFB mais penicilina e estreptomicina adicionados nas garrafas. Elas foram
mantidas invertidas por 2 horas, para adesdio dos fragmentos e transferidas para
estufas de atmosfera tmida com 5% de CO». Apo6s as garrafas foram

desviradas cuidadosamente evitando o descolamento dos fragmentos.
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A primeira troca de meio foi realizada 7 dias apds a colocagdo dos
explantes e a primeira passagem das c¢lulas para outras garrafas no décimo

oitavo dia de cultura.

3.1.2.- Células derivadas de granuloma hepitico de camundongo
esquistossomotico { Células GR)

(Pelegrino ¢ Brener, 1956)

A células GR foram obtidas a partir da dissociagdo de granulomas
periovulares hepaticos de camundongos esquistossomoticos. De 2 a 3 figados
eram retirados € homogenizados em Omni-Mixer (Sorval, Norwalk, CT,
EUA), para dispersdo do parénguima hepatico. Os granulomas foram
sedimentados sucessivamente em solucfo salina tamponada (BSS), até a
obten¢do de um sobrenadante limpido.

Apbs, os granulomas foram colocados num recipiente com magneto,
contendo colagenase tipo 1A (Sigma) 1 mg/ml de meio Dulbecco, na
propor¢do de 1 grama de granuloma para 10 mi de solugdo. Eles foram
homogenizados por 1 hora a 37°C e em seguida o sobrenadante foi coletado ¢
guardado a 4°C. Esta ctapa foi repetida por mais duas vezes até a dissociagdo
dos granulomas. As células coletadas foram lavadas e resuspendidas em melo
Dulbecco suplementado com 10% de SFB , penicilina ¢ estreptomicina.
Depois, elas foram plaqueadas em garrafas de 25 cm? e cultivadas por | hora.
tempo no qual parte das células aderiram. Apos este periodo as culturas foram
lavadas para retirada de debris € de células ndo aderidas.

Partes das células aderidas eram constituidas de macrofagos, os quais
eram eliminados com a passagem das células GR de uma garrafa para outra.

Os macrofagos ndo sdo suscetiveis 4 acdo de tripsina, permanecendo assim.
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aderidos nas garrafas ¢ se fazendo presentes nas culturas somente até a terceira

€ a quarta passagem.

3.1.3. - Fibroblasto de pele de camundongo ( FPC );
(Benyon ET AL, 1987)

Um camundongo C-3H recém-nato foi asfixiado com éter até a sua
morte. Em seguida foi colocado numa solugéo de Lysoform 1/100 por 15 min,
lavado com dalcool 70% e depois, transferido para um fluxo laminar estéril.
Sua pele foi retirada esterilmente, cortada em pedagos de 1 a 2 mm e seus
fragmentos colocados num frasco estéril, com um magneto, contendo uma
solucio de RPMI 1640 com colagenase tipo 1A (Sigma) 1.5 mg/ml,
hialuronidase tipo 1 (Sigma) 0.5 mg/ml., na propor¢do de 1 grama de tecido
para 10ml. de solugdo. Os fragmentos foram homogenizados por 1 hora a 37°
C, o sobrenadante com as c€lulas ja dissociadas foi aspirado e guardado a 4°C.
No frasco com os fragmentos restantes colocou-se mais solucdo com
colagenase ¢ hialuronidase repetindo-se a ctapa anterior. Ao término da
segunda dissociacdo enzimatica, as duas fra¢des coletadas foram juntas, e
passadas por uma tela de nylon de 100 micrometros. As células filiradas foram
lavadas 2x com BSS, resuspendidas em meio de cultura Dulbecco com 10%
SFB, penicillina e estreptomicina, e depois plaqueadas 1.3 x 109 células vivas
por garrafa de 25 cm? As c€lulas foram mantidas como as demais ja descritas
acima ¢ uma outra parte sendo criopreservada. Os fibroblastos utilizados nos

experimentos ndo passaram pela fase de criopreservacdo.
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3.1.4. - Fibroblasto de pele humana ( FPH )
(Benyon £7 41, 1987)

Os fibroblastos de pele humana foram obtidos a partir da dissociagdo de
pele de prepucio, o qual foi conseguido em cirurgias de postectomia realizadas
em criangas na faixa etaria de 1 a 5 anos. O procedimento de coleta das
biopsias foi o mesmo utilizado para os tecidos de Corpora Cavemosa.
Contudo, na dissociagdo enzimatica foi utilizado o protocolo empregado para
pele de camundongo. As células foram igualmente mantidas em cultura como

as demais obtidas por dissociagdo.

3.1.5. - Mastécitos humanos de pele ( MCH )
(Benyon ET 4L, 1987)

Os mastocitos de pele foram obtidos do produto da dissociagfo
enzimatica de prepuicio, dos mesmos utilizados para obtengido dos fibroblastos.
A solucdo de células totais dissociadas for colocada sobre um gradiente
descontinuo de Percoll (Pharmacia, Uppsala, Sweden), o qual foi preparado
com uma solugdo isotonica de Percoll (SIP = 9 partes de Percoll /1 parte de
solugdo salina 10x) e diluido em diferentes volumes de meio RPMI 1640 com
1% SFB. Resultando em concentrages de SIP de 80%. 70%, 60%, 50% e
40%, que sdo correspondentes as densidades de 1100, 1090, 1076, 1063 e
1051 g/ml respectivamente.

Apos, 2 ml. de cada solucdo de SIP foi transferido para um mesmo tubo
de Percoll, colocando da solugdo mais concentrada de SIP no fundo do tubo

para menos concentrada, formando-se um gradiente descontinuo com cinco
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fracdes. Sobre cada gradiente era colocado 1 ml. de solugdo de células
dissociadas resuspendidas em RPMI 1640 contendo de 1 a 10 x 106 células, e
centrifugando imediatamente por 20 min, a 22°C e a 500 x g (Centrifuga
refrigerada - Spin VI - Incibras).

Ao término da centrifugacdo a face de 40% de SIP do gradiente foi
descartada ¢ guardadas as interfaces de 40/50%, 50/60% e 60/70%, de onde
foram obtidos os fibroblastos. Os MCH foram obtidos na interface e face de
70/80% e 80% respectivamente, com um grau de pureza de 93%, e utilizados
nos experimentos imediatamente apos a purificacdo. Este protocolo foi repetido

a cada experimento com MCH.

3.1.6- Mastocitos de camundongo (MCC).
(Kobayashi £7 41, 1986 e Benyon £7 4L, 1987)

Mastocitos peritoneais de camundongo foram extraidos das cavidades
peritoneais de camundongos C-57BV/10, utilizando-se de 20 a 60 animais por
experimento. Os MCC foram extraidos por lavagem peritoneal, cada cavidade
recebeu um volume de 3 a 5 ml de BSS, pH.7.4 ajustado com bicarbonato de
Sodio, heparina 5 U/ml e pré-aquecida a 37°C. Ap6s cada lavagem, o lavado
com as células era colocado num tubo de centrifuga de 50 ml, onde outros
lavados eram colocados e guardados a 4°C.

Ao final das lavagens, os tubos eram centrifugados, as células
resuspendidas num volume determimnado de RPMI 1640 e quantificadas. A
purificagdo dos MCC foram feitas por gradiente descontinuo de Percoll,

empregando-se 0 mesmo protocolo usado para os mastocitos humanos.
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3.2 - Obten¢ao de linhagem estabelecida

3.2.1- 3T3.

A 3T3 ¢ uma linhagem de célula estabelecida originaria da American
Type Culture Colection (ATCC), descrita como fibroblasto embrionario de
camundongo suico albino. Esta linhagem ¢ mantida pelo Banco de Células do
Rio de Janeiro ( UFRJ- Ilha do Funddo ), de onde obtive as células 3T3 para
realizagdo dos experimentos. Elas foram cultivadas com o mesmo

procedimento usado para outras linhagens celulares ja descritas.

3.3. - Cocultura de mastocitos com estromas celulares
(Levi-Schaffer £7 41, 1985 € Levi-Schaffer £7 4L, 1987)

Utilizou-se as 5 linhagens descritas para formagdo dos estromas, sendo
elas, CC, FH, FC, GR ¢ 3T3. As células foram plaqueadas separadamente, em
placas de 24 pog¢os numa densidade de 1.1 x 104 cél./poco, e cada qual foi
coberto previamente com um filme de colageno. As células foram cultivadas
por 5 dias em meio de cultura RPMI 1640 com 10% SEFB, penicilina ¢
estreptomicina num volume de 0.5 ml/pogo.

No quinto dia de cultura 1.1 x 104 mastdcitos/pogo ( humanos ou
murinos) eram plaqueados, de acordo com experimento que estive-se em
andamento. As coculturas foram cultivadas sob as mesmas condi¢gdes ecm que
viam sendo mantidas os estromas, ¢ as primeiras trocas de meio feitas no

segundo dia de cocultura. A cada dois dias os meios eram trocados.



3.3.1. - Cocultura de mastocitos com estroma de GR fixada

(Roberts £7 AL, 1987)

As GR foram plaqueadas em placas de 24 pogos, 1.1 x 104 cél./pogo, ¢
cultivadas por 5 dias. No quinto dia de cultura as células foram fixadas com
glutaraldeido a 2% em BSS, pH 7.4 tamponada com bicarbonato de sodio, por
5 min. As células foram lavadas 3x com BSS ¢ em seguida os mastocitos
foram plaqueados sobre as culturas fixadas, na mesma densidade € volume de
meio usadas para as coculturas com estromas vivos. A manutengdo das
culturas também procedeu-se de forma igual. Como controle, coculturas com

estromas vivos foram cultivadas paralelamente.

3.4 - Preparacio de filme de colageno
(Elstale ¢ Bard, 1972)

Os filmes de colageno nas placas e garrafas de cultura, foram preparados
a partir de uma solugdo de colageno 0.3% de tendfio de rabo de rato Wiétar.
Os rabos eram cortados e seus tenddes retirados, colocados em acido acético
1%, onde colageno se solubilizava. Depois a solugdo de colageno era titulada ¢

ajustada a concentragdo para uma solugdo de 0.3%.
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3.5 - Quantificacao de masticitos
3.5.1 - Contagem de mastocitos purificados

O grau de pureza e a quantificagdo dos mastocitos eram feitos por dois
tipos de contagem: uma especifica para mastécitos € uma total. Depois era feito
a relacdo entre as duas contagens para determinar a porcentagem de mastocitos
no total de células.

A solugdo de células oriundas das interfaces e faces de 70/80% ¢ 80%
do gradiente de Percoll eram resuspendidas num volume de meio determinado,
do qual retirava-se duas aliquotas de 20 ul. Uma delas era colocada
difetamente nuyma cdmara de Newbauer e contada num microscopio Optico
invertido de fase contraste de filtro amarelo (Leitz Labovert). A outra aliquota
era acrescentado 20 pl de azul de toluidina 0.1% (Sigma) em etanol 30%, ¢
deixado corar por 2 min, para entfo ser colocada numa camara de New Bauer,
e contado as éélulas coradas em lilas. Nesta contagem a fase contraste e o filtro
amarelo eram retirados.

Os resultados das contagens com o corante eram divididos por 4,
multiplicado por 2 ( fator de dilui¢do ) e multiplicado pelo volume de meio em

que haviam sido resuspendidas as células.

3.5.2 - Contagem de masticitos em cocultura

As coculturas foram fixadas acrescentando 0.5ml de formol 8% em BSS
pH 7.4, em cada poco da placa de 24 pocos, onde ja continham 0.5ml. de meio

de cultura, resultando numa concentra¢do final de formol 4%, e deixadas por
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10 min. a temperatura ambiente. Apos a fixacdo as placas eram invertidas para
retirada do formol e postas a secar.

As coculturas foram coradas com azul de Toluidina 0.1% em etanol
30%, durante 2 a 4 min, onde cada pogo recebeu um volume de corante
suficiente para cobrir o fundo. Em seguida os pogos eram lavados 2x com
etanol 30%, 2x com etanol 90% e uma vez com etanol p.a. 100%.

No momento da contagem acrescentou-se nos pogos corados um volume
de dalcool, suficiente para cobrir os fundos. As placas foram levadas ao
microscopio invertido sem contraste de fase ¢ sem filtro, e contadas as células
coradas em lilds. O microscopio estava equipado com um par de oculares de
12.5x de aumento, sendo com uma ocular graticulada ¢ a outra normal. A
objetiva era de 10x, dando um aumento total de 125x. Contou-se 10 campos
diferentes por poco, ¢ apenas as c€lulas que estavam dentro da area do
graticulo, que era de 1.42 mm?.

A quantificag@o do nuamero total de mastocitos por pogo se procedeu,
dividindo-se o nimero totais de mastocitos contados por 10 (n. de campos
contados), multiplicando-se por 188 (area do pogo 188 mm quadrados) e

dividindo-se por 1.42 (area do graticulo 1.42 mm?).

3.5.3 - Contagem dec mastdcitos em citocentrifugado

O citocentrifugado foi feito inicialmente para se confirmar o grau de
pureza dos mastocitos obtidos das fragdes de Percoll ¢ comparar com as
contagens feitas durante as extragdes. De cada face e interface do gradiente de

Percoll eram retirados aliquotas 100 ul, contendo aproximadamente 5000



34

células (50000 cél./ml), e colocadas nas cagapas da citocentrifuga, onde foram
centrifugadas por 5 min a 800 rpm.

As laminas foram fixadas com fixador de Camnoy's por 15 mim e
coradas com MayGrunwald Giemsa. Contou-se 500 células por lamina,
diferenciando-se apenas em mastocitos ¢ células nucleadas. As contagens
foram feitas em microscopio optico num aumento de 1000x em imerséo,

dando-se os resultados das contagens em porcentagem.

3.6 - COLORACAO

3.6.1 - Azul de Alcian e safranina
(Worthington ¢ Bailey, 1962)

As coculturas de mastocitos e as ldminas de citocentrifugado ja fixadas
foram reidratadas com uma seqiiéncia de banhos, com diferentes concentragdes
de etanol 100%, 90%, 80%, 70%, 30% ¢ passando para agua. Apods a
reidratacdo, as ldminas e as culturas foram ceradas com azul de Alcian 3% em
acido sulfurico 2N por 1 hora, e lavadas por 5 mim. em agua corrente. Em
seguida foram coradas com safranina 0.1% em solugéio aquosa por 4 a 6 mim,
¢ lavadas 2x com etanol 100% para desidratar. As laminas foram montadas
com Ftelan e laminula e as coculturas deixadas secar em temperatura ambiente.

As coculturas foram observadas em microscopio optico invertido sem a
utilizagdo de filtros, acrescentando-se alcool nas garrafas coradas para
melhorar a resolucdo, durante a observacdo. Os mastociios coraram em
vermelho, com excegdo de alguns com o nucleo corado cm vermelho e o

citoplasma em azul.
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3.6.2 - MayGrunwald e Giemsa
(Bird e Forrester, 1980)

As ldminas de citocentrifugado foram fixadas com Carnoy's durante 15
min. Depois foram coradas por 20 min em MayGrunwald, lavadas com agua,
e coradas com Giemsa por 45 min. As ldminas foram lavadas com é&cido

acético, postas a secar numa estufa a 56°C, e montadas.

3.7 - Técnicas para o PCR

3.7.1 - Colocacao das células em tampdao de lise

Células GR em cultivo foram postas em tampdo de lise apds 8 dias de
cultura, sendo que para as células GR de cocultura com mastdcitos este periodo
dividiu-se em 4 dias em cultura e mais 4 dias em- cocultura. As culturas foram
tripsinizadas, as células GR quantificadas e transferidas para tubos de
Eppendorf virgens. Cada um recebeu 1 x 106 células GR, num total de dois
tubos de Eppendorf. As células foram lavadas 3 x em RPMI 1640 a 4°C, ¢
resuspendidas em 0.5ml/tubo de Ependortf de tampédo de lise contendo, DEPC
(Dietilpirocarbonato) um intbidor de RNase, ¢ em seguida guardadas em
freezer.

As células GR de cocultura apos a tripsinizacdo foram replaqueadas, e
cultivadas por 1 hora. Neste periodo houve a adesio das células GR nas

garrafas, porém sem adesdo dos mastocitos. As culturas foram lavadas 3x com
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CMF, retirando-se 05 mastocitos contaminantes, e em seguida tripsinizadas.
1.3 x 106 células GR foram transferidas para um tubo de Ependor{f e repetindo

o protocolo utilizado para as células GR de cultura simples.

3.7.2 - Extraciio de RNA
(Chomczynski e Sacchi, 1987)

Em tubos de uitracentrifuga 13x51 mm autoclavados e siliconisados
foram colocados 1.5 ml de 5.7M de CsCl, sobre o qual adicionou-se
cuidadosamente 0.5 ml da solu¢do de lisado de células. Os tubos foram
centrifugados a 35000 rpm, num rotor SW-55 Beckman a 18°C por 18 horas.
Apo6s a centrifugacdo o sobrenadante foi aspirado com uma pipeta Pasteur,
retirando o DNA celular, ¢ permanecendo o RNA no fundo do tubo. Os tubos
foram cuidadosamente invertidos para retirada de liquido residual e postos a
secar por 5 2 10 min. O RNA centrifugado foi entdo resuspendido em 360 pl
de solugdo TES (10 mM de Tris-Cl, pH 7.4; 5 mM EDTA ¢ 1% de dodequil
sulfato de sodio) ¢ transferido para um tubo limpo, no qual o RNA foi
precipitado, adicionando-se 40 pl. de 3M de Acetato de Sddio e 1 wl de etanol
por 30 min no gelo. O RNA preciptado fo1 tessuspendido em 360 ul de agua, e

novamente precipitado em acetato de sodio e etanol, e guardando a -20°C.
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3.7.3- Sintese do ¢cDNA
(Ehlers ¢ Smith, 1991)

Nos tubos com 0s RNA preciptados, seus sobrenadantes foram retirados
¢ adicionados 7 pl de agua e 4 ul de 6ligo-dT (500 ug/ml), incubando por 10
min a 65°C. Em seguida a 4°C adicionou-se 4 pl de tampdo de transcriptase
reversa 5x, 1 ul de DTT 10x (0.1 mM), 1 pl de dNTPs (10 mM cada), 1 ul de
RNAsin {35000 U/ml) e 1 ul de enzima de transcriptase reversa. Apos os tubos
foram incubados a 37°C por 1 hora, e depois a 95°C por 5 min. Ao termino

adicionou-se aos tubos 80 pl de dgua, estocando-os a -20°C.

3.7.4 - "Polimerase Chain Reaction" (PCR)
(Ehlers e Smith, 1991)

Em tubos de Eppendorf de 0.5 ml foram colocados 2.5 ul de mistura de
primers ( 573", 2 pM de cada ), 2.5 pl de tampdo de PCR 10x, 0.5 ul de
dNTP's (10 mM), 14.4 ul de agua, 5 ul da solugdo de cDNA e 0.1 ul de Taq
polimerase (5 U/ul), sobre a mustura foi adicionado 6leo mineral, para evitar
evaporacao.

Os tubos de Eppendorf foram colocados num aparelho de PCR (Quatro
Tc -40), programado para 30 ciclos com trés etapas de temperatura sendo: 1
min a 94°C, 2 min a 60°C e 3 mun a 72°C, ¢ no altimo ciclo uma etapa de 7

min a 72°C. Os tubos foram estocados a -20°C.
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3.7.5 - Seqiiéncia dos primers

B - Actina (Alonso £71 AL, 1986)
(Sense) 5' GTG GGC CGC TCT AGGCAC CAA 3'e
(anti-sense) 5' CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC 3.

Stem Cell Factor (Flanagan £7 Az, 1991)
(sense) 5' CCG GAT CCT GGA GCT CCA GAACAGCTAA 3 e
(anti-sense) 5' GGC TGC AGT CCA CAATTA CACCTC TTG AA 3.

3.7.6 - Analise em gel de agarose

De cada tubo foram retirados 8l do produto da amplificagdo por PCR ¢
colocados em tubos novos, onde foram adicionados 2 ul de azul de bromofenol
e homogenizados. Os volumes de 10 pl de cada tubo foram colocados em
pogos de um gel de 1.5% de agarose com brometo de etidio. As amostras
foram postas para correr por 1 hora e 30 min a 100 Wolts numa cubeta de 30
cm, preenchida com TEB 1x o suficiente para cobrir o gel. Apos a corrida o
gel foi levado para um transiluminador com fonte de U.V., e as bandas
fluorescentes de ¢cDNAs visualizadas. Paralelamente a corrida das amostras,
aplicou-se um marcador de pares de base.

Os gels foram fotografados imediatamente apos serem retirados da

cubeta, com uma maquina polaroide com filme preto € branco.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. - Cocultura de MCC com estromas celulares

Os MCC foram plaqueados sobre monocamadas de GR ¢ FPC
confluentes. As células eram oriundas das faces e interfaces de 80% e 80/70%
respectivamente, do gradiente de Percoll. Aproximadamente 93% das células
obtidas apresentaram metacromasia quando coradas com azul de toluidina.
Cada pogo da placa de 24 pogos recebeu 1x104 mastocitos em 0.5 ml de meio
de cultura. As coculturas tiveram seus meios trocados a cada dois dias e foram
fixadas no terceiro, sexto € nono dia de cultura.

No terceiro dia de cocultura de mastécitos com GR (MCC/GR),
aproximadamente 70% a 80% dos mastocitos plaqueados mantiveram-se
vidveis, um resultado superior ao de 30% de mastocitos viaveis encontrados
nas coculturas de MCC/FPC. Para quantificar a taxa de proliferacio dos MCC
ao longo da cocultura, padronizou-se o nimero de MCC contado por cocultura
no terceiro dia como sendo 100% de mastocitos (valor iicial), € a partir dele
comparou-se com as contagens realizadas no sexto € nono dia. A variacdo dos
MCC ao longo da cocultura foi expressa em porcentagem.

O estroma formado por células GR, no sexto dia de cocultura, estimulou
um aumento no niumero de MCC de 4717.6% em relagdo ao terceiro dia
(P<0.01, Mann-Whitney U teste - Daniel, 1991) ¢ no nono dia de cocultura de
59+16.1% (P<0.01, fig.6). Por outro fado, o estroma formado por FPC foi
incapaz de sustentar proliferagdo de MCC entre o terceiro e sexto dia de
cocultura, havendo inclusive uma diminuicdo de (13+9%). Contudo, entre 0

sexto ¢ 0 nono dia houve um aumento de (23+19%) de MCC (fig.6).
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Os MCC em cultura com GR apresentaram-se com uma forma esférica,
bem granulados e com a capacidade metacromatica preservada, quando
corados com Azul de Toluidina (fig.7). A adesdo dos MCC a monocamada foi
parcial, com alguns mostrando-se semi-aderidos e havendo formagdo de
pequenas colonias (fig.8), poucos MCC apresentaram-se espraiados (fig.9).

Estes resultados demonstraram que as células GR além de induzirem a
proliferacdo de mastocitos peritoneais de camundongos, sdo capazes de faze-lo
independentemente da adi¢do de fatores exogenos na cultura, divergindo dos
resultados encontrados por Levi-Schaffer £7 4L em seus estudos, em 1985,
onde foi demonstrado que o estroma formado por fibroblastos embrionérioé
3T3 era capaz de sustentar por onze semanas Os mastocitos peritoneais de
ratos, porém sem induzir a proliferaco.

O nosso resultado sugeriu-nos que as células GR pudessem estar
sintetizando: a II-3, a 11-4, o SCF ou mesmo um fator ainda ndo descrito.
Contudo, El-Cheikh, em 1992 (resultado ndo publicado), demonstrou que
ctlulas GR néo apresentam RNAm para 1I-3 ¢ nem para a Il-4. Este resultado
nos direcionou para a hipotese do SCF estar sendo expresso pelas células GR, e
de ser o fator responsével pela proliferagio dos mastdcitos.

Tsai £7 4L, em 1991, demonstraram que o SCF sozinho € capaz de
induzir a proliferagdo de mastocitos peritoneais, além de manté-los com
fenotipo de MCTC e de induzir a diferenciagdo de MCM em MCTC apos 4
semanas de cultura. Também Levi-Schaffer et al, em 1986, mostraram que
mastdcitos [1-3-dependentes com fenotipo de MCM em cocultura por tr€s
semanas com células 3T3, as quais secretam SCF, passam a sintetizar heparina
e adquirem fenotipo de MCTC. Recentemente mostrou-se que a linhagem
celular RBL-2H3, considerada atualmente como mastocito do tipo "mucosa”,

quando colocada em cocultura com 37T3, passa a ser suscetivel a estimulos por
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composto 48/80, caracteristica especifica de mastécitos conjuntivos em
roedores (Swieter £7 42, 1993).

Baseados em nossos resultados € nos presentes na literatura, resolvemos
verificar a capacidade das células GR de manter a sintese de heparina nos

mastocitos € o seu fendtipo de MCTC.,

4.2. - MCC em cocultura com células GR sintetizam heparina

Os MCC mantiveram a sintese de heparina apds cinco semanas em
cocultura com as células GR . Com a coloragdo de azul de Alcian-safranina os
MCC coraram o nucleo e principalmente o citoplasma de vermelho (fig.9),
evidenciando a presenc¢a da heparina. Este resultado demonstrou que as c€lulas
GR sdo capazes de manter o fenotipo dos MCC em MCTC, sugerindo mais
uma vez a presenga do SCF nas culturas ou, talvez, de algum outro fator ndo
descrito com atividade analoga.

O tempo de 5 semanas de cocultura foi escolhido por nds, com base nos
estudos de Levi-Schaffer £7 47 de 1986, que demonstraram que um mastécito
em cocultura é capaz de mudar de fendtipo em trés semanas. Também Tsai £7
AL, com seus experimentos em 1991, mostraram a mudang¢a de fenotipo de
mastocitos em 4 semanas de cultura. Como margem de seguranca estendemos
nossas culturas por 5 semanas. Estes resultados foram um forte indicio de
que, efetivamente, as células GR estivessem expressando o SCF, pois elas, sem
expressar 11-3 ¢ Il-4, foram capazes de induzir a proliferagdo de MCC ¢ de
manter o seu fenotipo.  Assitm, resolvemos realizar outro experimento onde
pudéssemos testar com mais precisdo a atividade biologica do SCF. Fizemos.

entdo, uma cocultura de mastécitos humanos de pele com célutas GR, pois o
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SCF ¢ o umico fator atualmente descrito capaz de sustentar in vitro a

maturagdo, sobrevida e proliferagdo de mastocitos humanos.

4.3. - Cocultura de MCH com estromas celulares

As GR se mostraram capazes de sustentar a proliferagio de MCH em
seis dias de cocultura, e a viabilidade de MCH por 9 dias. Porém, o mesmo néo
foi observado em cocultura de MCH com células primérias de origem humana,
como fibroblasto de pele humana (FPH) e células de corpora cavernosa (CC),
as quais mantiveram apenas a viabilidade dos MCH. Os MCH cultivados em
cultura liquida na auséncia dos estromas morreram em 48 horas.

Dos MCH plaqueados aproximadamente de 20% a 27% mantiveram-se
vigveis no terceiro dia de cocultura com GR. No sexto dia de cocultura, em
relagdo ao terceiro dia de cocultura, no sexto dia houve um aumento no nimero
de MCH de 33.7+7.6% (p<0.05, Mann-Whitney U teste) (fig.10). Neste
periodo foram encontrados varios MCH em divisdes (fig.11- MCH espraiado €
outro em telofase e fig.12- MCH em telofase, corados com azul de toluidina).
Entretanto entre o sexto € o nono dia houve uma diminui¢do de 20.9+£8.6%
(p<0.05) (fig.10). |

Os estromas formados por FPH foram usados como controles por
secretarem constitutivamente o SCF, sendo assim capazes de sustentar a
sobrevida de MCH in vitro, mas sem induzir a sua proliferacdo. A viabilidade
de MCH no terceiro dia de cocultura com FPH for similar ao obtido em
MCP/GR. Em relagédo ao terceiro dia de cocultura, as coculturas de MCP/FP e
MCP/CC tiveram no sexto dia uma diminuicdo no numero de MCIT de 1i+

10% e 14.5£10% respectivamente (p<0.008, Mann-Whitney U teste) (fig. 10).
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Apos o sexto dia, o numero de MCH nestas culturas manteve-se constante ate
o nono dia {fig. 10) permanecendo assim até o décimo primeiro e décimo oitavo
dia de cocultura (resultado nfo apresentado).

Os MCH em todas as cocultura se apresentaram aderidos e espraiados
em menos de 24 horas de plaqueamento. Ao contrario do que foi observado
com MCC em cocultura que apresentaram uma forma esférica, os MCH
encontravam-se¢ espraiados e alongados com diferentes formas, a ndo ser
quando em divisdo (fig.11 e 12). Os MCH em cocultura com GR mantiveram
sua capacidade metacromatica, quando corados com azul de toluidina (fig.11 ¢
12).

Os resultados mostraram que estromas formados por células GR também
sdo capazes de sustentar a sobrevivéncia e a proliferagdo de mastoCitos
humanos, evidenciando a presenga do SCF nas culturas. Levi-Schaffer £7 4L,
em 1987, demonstraram que as células 3T3 sdo capazes de sustentar por 18
dias mastocitos humanos de pulmdo, embora sem prolifera-los. Além de
mastocitos humanos oriundos de medula 6ssea serem mantidos em cultura na
presenca de SCF humano recombinante (Valent £7 4z, 1992). Também os
fibroblasto de pele humano que expressam ¢ SCF mantiveram a viabilidade
dos mastdcitos, igualmente como as 3T3.

Nossos resultados demonstraram que as células GR  estavam
expressando um fator com atividade bioldgica semelhante ao SCF. Contudo
permanecia a possibilidade de que pudesse ser um novo fator. Assim

resolvemos verificar se as células GR apresentavam mensagem para o SCF.
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4.4. - Formacdo de mensagem para Stem Cell Factor em GR de

cocultura com MCC

O objetivo deste experimento, foi verificar a expressdio de RNAm para
Stem Cell Factor (SCF), por células GR.

Analisaram-se 2 lotes de celulas GR: células GR na sexta passagem
(GR#6) ¢ acima da décima passagem (GR>#10). As células GR>#10 foram
analisadas em condi¢des normais de cultura, € postas €m cocultura com MCC
por 4 dias ¢ depois isoladas. Pois as células GR>#10, oriundas de cultura, ndo
apresentaram mensagem para SCF, enquanto que as células GR#6
apresentaram (fig.13). A partir dai resolvemos verificar se as células GR>#10
em cocultura com mastocitos (GR/MCC) passariam a expressar mensagem
para SCF.

Para analisar as células GR, seus RNAmM foram isotados e feitos uma
sintese de cDNA. Na ampliagdo do ¢DNA pela técnica do PCR foram
utilizados primers para por¢ao transmembranar do SCF e B-actina, este ultimo
como controle de uma mensagem CXpressa constitutivamente. Para
certificarmo-nos da nfo contaminagao de DNA gendmico nas extragoes de
RNA, realizamos 0 procedimento de sintese e amplificagdo de CONA por PCR
nas solugoes de extrato de RNA das células GR#6 e das GR>#10 de MCC/GR,
mas na auséncia da transcriptase reversa. Denominamos-as de: GR' e
GRYMCC respectivamente (fig.13 e 14).

Os produtos das amplificagdes do PCR foram analisados em gel de
agarose ¢ demonstraram que as células GR#6 apresentaram mensagem para
SCF enquanto as c€lulas GR>#10 nfo apresentaram (fig.13). Porém, a
GR>#10 de cocultura com MCC (GR/MCC) por 4 dias foi positiva em

expressar mensagem para SCF (fig.13). Como controle positivo de mensagem
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para SCY utilizamos o fibroblasto de pele de camundongo (FP)e acélula 3T3 ¢
ambas tiveram seus cDNA amplificados com "primer” para SCF (fig.13).

As soluctes das GR' ¢ das GR'/MCC ndo apresentaram produto de
amplificagdo, excluindo a possibilidade de uma contaminagio de DNA
genbémico e conseqiientemente numa amplificagiio a partir dele. Para nos
certificarmos da integridade dos cDNA, fizemos amplificagdo por PCR para B-
actina das preparacdes das células GR#6, GR>#10 de MCC/GR, SF e 373,
obtendo-se amplificagdo em todas as preparagdes, Com eXCce¢ao dos extratos de
RNA de GR#6 ¢ GR>#10 de MCC/GR, as quais ndo sofreram amplificagdo
(fig.14).

Estes resultados nos conduziram a trés conclusdes, das quais uma
esperada, que as c€lulas GR sdo capazes de expressar RNAm para SCF. No
entanto, o fato das GRs nao expressarcin constitutivamente o SCF, além de
serem suscetiveis a indugio por MCC a expressaren mensagen para o SCF,
nos surpreendeu.

Baseados neste resultado, resolvemos tentar demonstrar se 0 mastocitos
seriam capazes de induzir as células GR>#10 (que ndo apresentaram
mensagem para SCF) a expressar 0 SCF, dentro de um modelo biologico.
Fizemos entiio cocultura de mastocitos com monocamadas de células GR>#10
fixadas, das quais uma seria fixada apGs a cocultura com mastocitos € a outra
simplesmente fixada sem contato prévio com MCC. Pois sendo uma das
formas SCF associada a membrana celular, com a fixacdo estariamos fixando o

fator juntamente com a monocamada.
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4.5 - Cocultura de MCC com estroma de GR fixada

Neste experimento observou-se a capacidade de estromas de células
GR>#10 (fixadas) e estromas de GR>#10 (fixadas} de cocultura com MCC, de
manter a viabilidade de MCC em nove dias de cultura. _

Coculturas de MCC/GR de quatro dias foram lavadas para retirada dos
MCC e fixadas em seguida. Paralelamente culturas de células GR de oito dias
foram fixadas, correspondendo ao quarto dia de cocultura de MCC/GR. Como
controle utilizamos cocultura de MCC com GR vivas (MCC/GR).

O numero de MCC plagqueados foi estabelecido como 100% de MCC ao
contrario dos outros experimentos onde 100% eram referentes ao terceiro dia
de cocultura. A partir dele comparou-se o numero de MCC contados ao longo
cultura (fig.15). No terceiro dia de cocultura realizou-se a primeira contagem
de MCC, obtendo-se uma viabilidade de 83.5% nos controles, 50% nas
coculturas de células GR(fixadas) de MCC/GR e de 4% nas de células
GR(fixadas). Ao sexto dia os controles tiveram um aumento 15.5%,
equivalendo a 99% de viabilidade, entretanto, as coculturas de c€lulas
GR(fixadas) de MCC/GR sofreram uma perda de 36%, equivalendo a 12% de
viabilidade e nas coculturas de células GR (fixadas), apenas 0.7% dos MCC se
mantiveram viaveis. No nono dia de cocultura, porém, somente 0s controles
apresentavam MCC viaveis, aproximadamente 97% de viabilidade (fig.15).

Estes resultados confirmaram a capacidade dos mastocitos de induzirem
as célula GR a expressarem o SCF, como também a presenga da forma do
~ fator associado a membrana, pois foi suscetivel a fixagdo pelo glutaraldeido.
Os estromas de células GR fixada no quarto dia de cocultura com MCC foram
capazes de manter 50% dos mastocitos vivos contra 4% dos mastocitos sobre

estromas de cé¢lulas GR que néo tiveram contato prévio. O periodo de 4 dias de
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cocultura foi escolhido, porque foi neste tempo em que obtivemos os resultados
da expressdo do RNAm para SCF, além de que, foi entre o terceiro € o sexto
dia que ocorreu a maior proliferagdo de mastocitos.

Adachi E7 AL, em 1992, demonstraram a participagdo, tanto da forma do
SCF associado a membrana, quanto o seu receptor na adesfo dos mastocitos
a0s estromas celulares. Ele mostrou que a adesdo dos mastocitos em cultura
ocorre em 3 horas, porém, quando plaqueados sobre fibroblastos embrionarios
de camundongos SL/SLd, somente 10% dos mastocitos aderiram em relagéo
aos plaqueados sobre fibroblastos de animais normais. Mesmo com a adigdo de
meio condicionado com Il-3 e Il-4, apenas 40% dos mastdcitos aderiram,
demonstrando que, independentemente dos mastocitos estarem viaveis ou ndo,
a forma do SCF associada a membrana participa de forma efetiva nas suas
adesdes. Estes dados contribuem para evidenciar que o fator expresso na
membrana das células GR seja o SCF, pois as células GR fixadas de cocultura
foram capazes de mediar a ades@o de 50% dos mastocitos plaqueados.
Indicando que o fator tenha permanecido na cultura mesmo apos a fixagdo e a
morte das células GR, acrescentando o fato da troca de meios das culturas

favorecer a retirada das células nfio aderidas.
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Crescimento de MCC peritoneais
murinos em cocultura com estromas
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Figura 6 - Cocultura de MCC com células GR. Ntmero de mastocitos

murinos metacromaticos representados em porcentagem.




49

Figura 7. Foto de MCC em cocultura com células GR. Mastdcitos peritoneais

murinos corados com azul de toluidina no sexto dia de cocultura.

e

Figura 8. Foto de uma cocultura de MCC/GR de tr€s semanas. Os
mastocitos apresentam uma forma esférica, podendo estar isolados

ou em pequenas "clusters".



Figura 9. Cocultura de MCC/GR de cinco semanas coradas com azul de
Alcian-Safranina. Quatro mastocitos corados em vermelhos ¢ um

isolado com o citoplasma corado em azul.

50
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Crescimento de Mastocitos humanos de
pele cocultura com estromas celulares
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Figura 10. Mastdcitos humanos de pele metacromaticos em cocultura com
estromas de células primarias GR e humanas. Numero de MCH

eXpresso em porcentagem.
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Figura 11. Foto de dois MCH no sexto dia de cocultura com células GR. Um

espraiado e outro em divisdo na fase de Telofase.

Figura 12. Foto de um MCH em anafase, corados com azul de toluidina, no

sexto dia de cocultura com células GR.



Gel de agarose de PCRs de
linhagens celulares para SCF
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Figura 13. Gel de agarose com produtos de amplificagdo por PCR para Stem

Cell Factor.




54

Cel de agarose de PCRs de
linhagens celulares para beta-actina

actina 540 bp
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I» Sem transcriptase reversa
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Figura 14. Gel de agarose com produtos de amplificagcdo por PCR para

[-actina.
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Figura 15. Mastocitos em cultura com estromas de células GR fixadas.
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5. DISCUSSAQ GERAL

Nossos resultados demostraram que as GRs podem ser induzidas a
expressar mensagem para o SCF e, possivelmente, de secretar o fator
biologicamente ativo. Contudo, expde uma questdio importante: por qué
fibroblasto de camundongo induziram apenas um pequeno aumento de
mastocitos ndo comparavel ao obtido com células GR, assim como 0s
fibroblasto humanos s6 sustentaram a sobrevivéncia, € ambos expressam o
SCF?

As GRs poderiam estar expressando quantitativamente mais SCF.
Poderiam ocorrer splicing alterativos que depletassem o exon 6, favorecendo
assim o aparecimento da forma do fator associado a membrana. Ou um terceiro
ou mais fatores estarem envolvidos, possivelmente até de origem autdcrina dos
mastocitos. Razin £7 4L, em 1991, demonstraram que mastocitos peritoneais de
camundongos quando-plaqueados sobre células 3T3 passam a expressar apos

18 horas RNAm para a [1-3.

Heinrich E7T 4L, em 1993, levantaram essas mesmas questdes entre
células de estroma de medula dssea, células endoteliais e fibroblastos humanos,
as quais secretam constitutivamente o SCF, embora, s6 as c€lulas de estroma
medula Ossea sejam capazes de sustentar sobrevivéncia de precursores
hematopoiéticos. Contudo, quando se estimulam células endoteliais e
fibroblasto com [l-lct , estes passam a expressar fatores de crescimento
hematopoiéticos e moléculas de adesdo, como a II-1, 1I-6, 11-8, GM-CSF, G-
CSF, E-selectin, VCAM-1 e ICAN-1, adquirindo a capacidade de sustentar o
crescimento e a diferenciacdo de células progenitoras hematopoiéticas. Assim,
o autor, baseado nestes dados, tentou verificar se o estimulo por II-1 nos

fibroblasto e nas células endoteliais, aumentariam a sintese de SCF e uma
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maior transcrigdo do SCF depletado do fragmento respectivo ao exon 6. Ele
mostrou que ndo houve variagdo na expressdo qualitativa e nem quantitativa de
SCF.

Equiparando os resultados obtidos por Heinrich com os nossos, podemos
sugerir que os mastdcitos possam estar liberando fatores que estimulem a
expressdo da mensagem para SCF nas células GR, tais como: TNF-a ou II-1.
No entanto, TNF-ct é sintetizado constitutivamente por mastocitos peritoneais
de camundongo, o que nio ocorre com [I-1, o qual foi detectado em linhagens
de mastocitos I1-3-dependentes induzidos imunologicamente ou por Iondforo
de Calcio (Gordon e Galli, 1990).

Varios mndicios sugerem o TNF-a como o possivel efetor da indugéo,
além de que, muitas das fungdes relacionadas aos mastocitos sdo mimetizadas
por TNF-o tais como: expressdo de moléculas de adesdo para leucdcitos,
angiogéneses, proliferacio de fibroblasto, sintese de colageno e formacdo de
granulomas (Gordon ¢ Galli, 1990). Klein £7 47, em 1989, demonstraram que
fragmentos de pele de prepicio humano quando ativados por agentes
degranulantes de mastocitos sofrem aumento da expressdo de ELAM-1, a qual
¢ inibida na presenca de anticorpo anti-TNF-c¢.. Ele também demonstrou a
presenca de TNF-o em mastocitos da pele. Dayton ET AL, em 1989, mostraram
que fibroblastos 3T3 em cocultura com mastocitos, perdem a inibi¢do por
contato ¢ proliferam, chegando a um numero 5 vezes mator de células. Em
paralelo também ocorre um aumento na sintese de colageno ¢ de
proteoglicanos.

A participacio do TNF-a na indugdo da GR poderia explicar o fato da
GR de baixa passagem expressar mensagem para o SCF, por que quando se
dissociam granulomas para obtengdo de células GR, a maior parte das células

obtidas € constituida por macrofagos. Estes, por sua vez, sdo capazes de
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secretar TNF-o ¢ ficam presentes nas culturas de GR até terceira € quarta
passagem, podendo ser uma fonte de estimulo.

O estimulo inicial sobre as células GR nas coculturas poderia ser dado
pelos mastocitos, que morrem nos primeiros trés dias de cultura, liberando
assim o TNF-a pré-formado (fig. 16). A partir dai o proprio SCF expressado,
agiria estimulando os mastocitos a liberarem o TNF-a (fig.17). Nakajima
demonstrou, em 1992, que mastocitos estimulados por SCF liberam 20% do
seu conteudo de histamina. Acrescentando a este dado, o fato de que
mastocitos peritoneais sensibilizados, quando estimulados por anti-IgE, liberam
o seu contettdo de TNF-o em paralelo ao de histamina.

Muitos estudos faltam ser realizados para confirmar: se 0 RNAm para
SCF presente na GR dé origem a uma molécula biologicamente ativa, se TNEF-
o é capaz de induzir a célula GR a expressar de RNAm para SCF e se SCF é o
unico fator responsavel pela proliferacdo, ou se hd participacio de outros

fatores e qual a origem.

MASTOCITO PLAQUEADO

Histamina
Heparina
Proteases neuiras
TNF-alfa

CELULAS GR

Figura 16. - Esquema de plaqueamento de mastocitos sobre células GR
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MASTOCITO EM COCULTURA

CELTLAS GR

Figura 17. - Esquema de mastocitos em cocultura com células GR.
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6. CONCLUSAQ

Os estromas formados por células derivadas de granuloma hepatico de
camundongo esquistossomotico sdo capazes de sustentar a sobrevivéncia e
proliferacdo de mastocitos peritoneais de camundongo, bem como a
manutengdo de seu fendtipo de conjuntivo, sendo igualmente eficiente na
proliferacdo de mastocitos de pele humana.

As células GR podem ser moduladas a expressar ou néio mensagem para
SCF, pois a descontinuidade do estimulo sobre as GR inibe a expressdo do
SCF.

Os mastocitos peritoneais de camundongo sfo capazes de induzir as
células GR a expressar RNAm para SCF.

O fator expressado pelas células GR, induzidas por mastéeitos, € capaz
de mediar a adesdo dos mastdcitos, bem como a sua viabilidade até o terceiro

dia de cultura.
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