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pertencem a super familia Mur01dea amplamente,,_ ncontrados nas Américas Central e do
Sul. Eles ocorrem_em diferentes tlpos de bioma& como em floresta troplcal savanas,

“caatingas”, pastagens e em res1denclas hum&x (MELO 1981) E um roedor comumente

1mp0rtan01a por sere "
etiologico da doeng:a d} c
& JOHNSON, 1969)

o

laboratoriais foram estud&das'gmr d1versos autores (PETTER set al, 1967 JUSTINES &
JOHNSON; 1970; MELLO 1981)

gestacional de aprommadamente 22 dias (I\IIELLQw 1981 ~E,stes am_mals tem-se mostrado
bastante susceptiveis a doengas mfe;:caosas tais ‘como a, e“squlstossomose leishmaniose ¢
toxoplasmose (FAVORETO et aI 1994) 0 que tem proporc1onado um excelente modelo
biolégico para o estudo destas doem;as. Baseados.nestes achados, atualmente existe uma
forte tendéncia para a ampla utilizagdo desta espécie em laboratério.

Os mastécitos sdo células, geralmente, esféricas com granulos citoplasmaticos
basofilos preenchendo quase todo o citoplasma. S&o encontrados praticamente em todos os

tecidos vascularizados e sdo particularmente abundantes abaixo das superficies epiteliais,



em areas que entram em contato direto com substdncias exdgenas, em associagdo com
vasos sanguineos e linfaticos, dentro ¢ préximo de nervos periféricos e em certas espécies,
dentro das cavidades pleural e peritoneal (PEARCE, 1986; GALLI, 1987, SANTOS &
MACHADO, 1994; SANTOS, 1996; CHIARINI-GARCIA et al, in press). Portanto, os
mastdcitos podem interagir com células e elementos de varios tecidos, 6rgdos ¢ cavidades
do corpo (GREENBERG & BURNSTOCK, 1983; GALLI, 1987; CHIARINI-GARCIA et
al, in press). | o

Os mastécitos constituem populagdo heterogénea de células com propriedades

morfoldgicas, bloqulrmcas funcionais variando-dentro de uma mesma espécie e entre
espécies (CHIU & LAGUNOFF 1972 BIENENSTOCK et al.,, 1987, SANTOS &
MACHADO ; 94 SANTOS 1996; CHIARTNI GARCIA et al, in press). Sabe-se,

também, que '0s mastocitos tém orlgem na n;edula ossea (KITAMURA et al. 1987) e que

do movimento celular. Os ﬁlamentos de actma;*‘;por npl pro em o:deslocamento

individual de células eucanotas Eles partteipafn atxvamente“na ‘contragdo muscular em
animais. Os microtibulos s3o geradores da forga em cilios'e ﬂagelos longas pro;e(;oes da
superficie celular, em forma de chlcote servem . como: instrumento de propulsdo
(ALBERTS et al., 1997). Tais estruturas que compoem 0 mtoesqueleto sdo resistentes a
extragdo com detergentes ndo-iénicos (Triton X-100). Os microtibulos sdo estruturas

longas e tubulares com didmetro aproximado de 25 nm compostos de monomeros de

tubulina.



A motilidade celular é muito complexa e acredita-se que uma célula eucariota forma
mais de cem genes expressando proteinas motoras (VALLER & SHEETZ, 1996). Essas
proteinas pertencem a trés grandes super-familias génicas. A super-familia das miosinas
que usam os filamentos de actina como trilho e as super-familias da cinesinas e dineinas
que usam como trilhos os microtibulos. No dominio motor dessas proteinas encontra-se 0
sitio catalitico de-hidrolise do ATP ¢ de interagdo com o citoesqueleto. Os motores
moleculares usam a energia liberada .da hidrdlise do ATP para promover fenomeno de

motilidade, como citocinese, cariocinese, transporte de vesiculas, mowi mento ciliar e

flagelar, contragdo muscular;etc

compartllham "”e uma mesma adela leve de 10 KDa, sugermdo a hlpotese de que tais

associadas a este. As evidéncias da: parti

:seus mediadere

na anafilaxia. Estas athdades\dependem da preseng:a de receptores da membrana

plasmatlca que proplclam a adesao e interacio dos mastdcitos com outras células e

ativados ocorre elevada expressao dr;: moleculas de adesao que promove a migracdo e

localizagdo destas celulas em sitios de mﬁamac;ao
atividades decorrentes da. gcragao de smai"‘s que controlam a prohfera(;ao secrecdo €
reorganizagéo do mtoesqueleto (HA&%WY etal, 1994).

Assim, tornou-se atraente 4cf}emonstrar o citoesqueleto dos mastocitos em animais
ndo submentidos a estimulag:ﬁb parz; posteriomiente analisar o citoesqueleto de mastocitos
em animais sob estimulagdo para obter informagdes sobre 0 que pode ocorrer em
determinadas condicdes fisiologica ¢ patologias como, por exemplo, alergias, asma,

bronquite, esquistossOMoOse, toxoplasmose, etc. O entendimento das alteragdes do



citoesqueleto dessas células pode resultar em aplicagdes praticas inibindo a desgranulagdo
dos mastocitos e prevenindo alteragdes fisiopatologicas provocadas pela liberagdo dos

mediadores biologicamente ativos armazenados e/ou sintetizados “de novo” pelos

mastocitos.
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1- Purificar mastocitos extraidos da cavidade perit
truturalmente o citoesqueleto de mastdoitos peritoneais do

2- Demonstrar ultra-es
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111 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizados Calomys callosus machos adultos, com idade minima de quatro
meses, alimentados com ragao para ratos, sementes de g}:‘assol mitho e agua. Estes foram

mantidos na sala de animais em experlmenta do setor de Hlstologla no bloco 2B do

Campus Umuarama da Umversadade Federal de {}be{IA

dla, em» %a;olas dei 40cm de

Os mastocitos foram is&iii&ﬂs urlﬁcadﬂs segundo mod1ﬁca9ao de metodos
utilizados por ENERBACK & SVENSSON 980), WITKI‘NA & VERKHOVSKY,

(1995). Foi injetado na cav1dade mtraperltoneal de caéa anin

: no  ; 1 de cinco animais
por experimento, 5 ml de salina tamp{mada com ‘fosfato (PBS NaCl 1,3M, Na,HPO,
80mM, KH,PO4 20mM, KCl 30mM), pH 7 2 com hquemme a0, 1%. Apos leve massagem,
colheu-se, com o auxilio de uma seringa de Sml, o maximo de exsudato possivel. A
suspensio celular, mantida no gelo, foi entdo centrifugada a 45 XGpor 15 minutos a 4°C. 0
sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram acrescentados 8 ml de PBS, pH7,2 sem

liquemine. Novamente a solu¢do, uma vez homogeinizada suavemente, foi submetida a
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uma nova centrifugacdo de 45 XG, por 10 minutos a 4°C, com a finalidade de lavar e dar
sequéncia ao processo de purificagdo dos mastécitos. O sedimento formado foi
ressuspendido em 9ml de Percoll (SIGMA) gradiente para separac¢do celular, e as paredes
dos tubos de ensaio foram lavadas com 0,5ml de PBS, pH 7.4. Apos 10 minutos de

repouso, a mistura foi centrifugada a 40 XG por 15 minutos a 4 °C. Finalmente as camadas

média e superior da-suspensﬁo foram descartadas e a camada inferior, mais ou menos 2ml,

foram analisados e documentados utilizando o fotomlcroscoplo (Reichert-Jung) — Polyvar

do Centro de Ml

oscopia Eletromca da Umver31dade Federal de Uberlandia.

3.2- Ultra-estrutura do citoesgiﬁeleto

por 30 minutos. Em seguida,
PBS), pH 7,2 e as células

ponto critico, utilizando o aparelho de secagem CPD-30 da BAL-TEC.

Os resultados foram analisados ¢ documentados em Microscopio Eletronico de
Transmissdo (Zeiss EM-109) do Centro de Microscopia Eletronica do departamento de

Morfologia da Universidade Federal de Uberlandia.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Purificagio de mastécitos -

mastocitos, dep051taram se no fundo do tubo de ensaio, caractenzando assim uma imagem

mais pura que as anteriores, porém ainda com uma consideravel variedade de células além
dos mastécitos (Fig. 02). Observou-se que o isolamento dos mastocitos por densidade de
gradiente foi dependente de varios fatores externos como, por exemplo, temperatura, rotor
da centrifuga usada e periodo do dia, sendo o mais apropriado o periodo da manhi, onde as

células ndo se apresentavam em processo de desgranulagdo. Deve-se evitar centrifugagdes
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de altas rotacdes que provocam o rompimento dos mastécitos liberando seus granulos

citoplasmaticos para o meio extracelular.

Os dados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com 0 descrito em

camundongo ¢ rato (POLA‘T 19860; LNAGAKI et éi 1994) Apos as células serem lavadas

grau maior de pureza ou seja, ‘maior concerﬁraqaode mastacnos na solugédo (F1g 03).

centnﬁigagao ut111zando-se 0 percoll os mastocitos, por

que na maioria das vezes, outros tlpos celulares se ﬁze\am pi‘vsentes (Flgs 04,05, ¢ 06) A

utilizagdo do percoll, gradiente usado na etapa- final. de punﬁcagao facﬂ1tou ¢ permitiu

melhor isolamento dos mastocmas como Ja mencmnado por ENERBACK & SVENSSON

umida e a 37°C porém fol.dlmmmda a,pos 0 uso de percoll O uso de l1quem1ne no tampao

do citoesqueleto dos mastocitos purificados estavam mal preservados e fragmentados (Figs.

07 e 08) devido possivelmente da presenga de proteases, como descrito por SVITKINA &
VERKHOVSKY (1995). Ap6s a adigéo de um coquetel contendo inibidores de proteases
(Imidazol 50mM, KCl 50mM, MgCl, 0,5mM, EDTA 0,1mM, EGTA 1,0mM) na solu¢do
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de extra¢do Triton X-100 a 1 %, o citoesqueleto foi claramente identificado, exibindo a
presenca de rica rede de estruturas filamentosas (Figs. 09, 10, e 11).

Quando as membranas sdo parcialmente permeabilizadas, o citoesqueleto se espalha
através dos espagos especificos de rompimentos (Fig 12)."A concentragdo de Triton X-100

¢ crucial para a permeablhzagao das memb anas ~celulares, ficando estabelecida a

'”ablhzad@s (Flgs 13,714, 15,¢ 16). A delimitagdo

citoplasmatica; f01 claramente ev1den01ada nas céluias que, durant@ 0 processo de extragéo,

parcialmente e totalmentc pe

foram parcialmente permcéblhzaﬂas (Fig. 17)

Os resultados obtidos na purlﬁcagao dos mastocitos faram satlsfatonos e suficientes

p0551b111tand0 a 1dent1ﬁcagao 2\;..:espe01ﬁca ;;das estruturas ﬁlamentosas através de

imunomarcag3o.




Calomys callosus.

3- Ultra-estruturalmente, os m itos da cavidade peritoneal ‘do Calomys callosus

exibiram uma rica rede de estruturas filamentosas em toda a extensdo do citoplasma.

15




"
G
b
T

i

A

]

16






e ¢ oo .. LI P ° . ° Py TS ..o
& .. r




20



22







26







30




32




34




A W i
s do.lavado. peritoneal de Calomys callosus, aderidas em
om azul de toluidina-borato de sédioa1% -

e

Fotomicrografias das célu
laminas de vidro ¢ coradas

FIGURA l-Notam-se mast
purificagdo. 90X

FIGURA 2- Mostra mastécitos (setas)
processo de purificagdo (cegtriﬁlgﬁg;é

o Rl
g P

tros tlp%s celularegg apés.a primeira etapa do
por ngi;‘}‘ﬁinutos a4°C). 90X,
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F otomicrografias das células dﬁ;éxsudato da cav

aderidos em 14

segunda etapa do processo e purifica

90X.

inas de vidro e corad

com azul de toluidina-horato de sédio a 1%.

FIGURA-4- Mastdcitos apresentando rompiménto da membrana plasmatica ¢ om exposi¢io
de granulos citoplasmaticos (seta) e mastoéeitos integros (cabecas de setas), obtidos apos a
ltima etapa do processo de purificagio (centrifugacdo ¢ 140 XG, por 15 minutos a 4°C).

560X.
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idages\peritonéalk de Calomys callosus
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Fotomicrografias dos mésf6éitosdo exsudato da cavidade peritoneal de Calomys

callosus obtidos apés a ultima: a de puﬁe cagdo (ressuspensos em percoll e

centrifugados a 40 XG, por 15 min os a 4°C, escartadas
da suspensio), aderidos em lamin: vidro e coradas com ‘azul de toluidina-borato

de sédio a 1%. &

FIGURA 6- Mostra o mastocito com :seus granulos citoplasmgﬁﬁ(bs preenchendo,
praticamente todo o citoplasma. 870X
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de proteases.

FIGURA 7- Mastécito apresentando
(N). 14700X

FIGURA 8-Detalhe de uma regifio de um ”
fragmentadas (setas). 48000X
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Eletromicrografias do ci Wj,,,g«uefgio de mastécitos isolados da cavidade peritoneal do
Calomys callosus. aderidos sobre telas de cobre revestidas por formvar em ciAmara

imida a 37° C, por 30 minutos, tratadas com Triton X-100 contendo inibidores de
proteases. - L

FIGURA 11- Maior aumento do citoesqueleto de mastécito exibindo ﬁlaﬁgé
com pontos concéntricos de espathamento (setas). 36000X. ’

ntos integros

FIGURA 12- Mastécito parcialmerite permeabilizado com

exposi¢do do citoesqueleto
(seta). Nucleo (N). 32000X.
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Calomys callosus aderides sobre telas de cobre revestidas por formvar em cAmara
umida a 37° C, por 30 minutos, tratadas com Triton X-100 c¢ontendo inibidores de
proteases. o ‘ .

FIGURA 10- Observa-se *regido periférica de mastocito  exibindo delimitagio
citoplasmatica (seta) mostrandg rica rede de estruturas filamentosas integras. 30000X.
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g&eto de mastocntos isolados da cavidade peritoneal do
Calomys calloius ~aderidos sobre telas de cobre revestidas

por formvar em ciAmara
iumida a 37° C, por 30 mmutos, tratadas com Tnﬁm X-100 contendo inibidores de
proteases. 7 ¥

Eletromicrografias do citoe;

FIGURA 13- Mastécito integro, sem egposigéo do cifﬂesqueleto. 13000X

FIGURA 14- Mastbcito parcialmente penneaﬁiﬁzado exibindo - limite “celular (setas),
granulos citoplasmaticos (cabegas de setas) e nucleo (N). 22000X
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rE’Solados da cavidade peritoneal do
stidas por formvar em cimara
n X-100 contendo inibidores de

Eletromicrografias do citoesqueleto de mastéci
Calomys callosus aderidos sobre telas de cobre
imida a 37° C, por 30 minutos, tratadas com T
proteases.

e

FIGURA 18- Mastocito parcialmente permeabiﬁzado co
algumas regides do mesmo. . 24000X.

17000X. g W




Eletromicrografias} do citoesqueleto.de mafst C1f
eridos sobre telas de ¢

Calomys callosus
amida a 37° C, po
proteases.
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