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RESUMO

Em linfonodos da cauda do pancreas de gambas adultos estudaram-se os
aspectos ultra-estruturais dos mastécitos ¢ o comportamento desses frente ao
tratamento crénico com o composto 48/80, usando-se métodos histolégicos,
morfométricos e ultra-estruturais. A microscopia eletronica de transmissdo os
mastocitos da capsula e do tecido linfoide foram semelhantes apresentando granulos
citoplasmaticos, em sua maioria, exibindo contetido homogéneo e elétron-denso, as
vezes, com dentea¢des assemelhando-se aos mastdcitos da derme ja descritos, exceto
pela auséncia da membrana basal. Os mastocitos localizados nos seios linfaticos foram
nitidamente maiores, com granulos citoplasmaticos também maiores, com didmetro
médio de 1,71 + 0,22 pum apresentando contetido de aspecto variado e, em sua maioria,
exibindo elétron-densidade moderada e aspecto grumoso. Nos linfonodos da cauda do
pancreas de animais controles ao tratamento cronico com o composto 48/80 os
mastocitos mantiveram as caracteristicas histologicas e ultra-estruturais descritas
anteriormente. Nos gambas tratados, os mastocitos da capsula ¢ do tecido linfoide
mostraram nitido aumento da regido do complexo de Golgi. Nos seios linfaticos
ocorreu evidente diminuigdo: na quantidade dos mastocitos, na quantidade de granulos
citoplasmaticos por mastécito ¢ no tamanho destes grinulos que apresentavam
didmetros, aparentemente, aproximados aqueles mostrados pelos mastocitos da capsula
e do tecido linféide. Estes granulos, em sua maioria, eram esféricos, alguns
apresentavam denteagdes e, as vezes, saliéncia de um granulo encaixada em denteagdo
de outro. O conteudo dos granulos citoplasmaticos foi variado: muito elétron-denso e
homogéneo (a maioria), com elétron-densidade moderada; com aspecto grumoso ¢, as
vezes, com estrutura cristaloide em seu interior. Além disso, nos animais tratados os
mastocitos encontrados nos seios linfaticos apresentaram inimeras projegdes
citoplasmaticas, granulos citoplasmaticos vazios, parcialmente vazios e, com

freqiiéncia, fundidos formando canais intracitoplasmaticos indicativos de processo de

desgranulagdo. Freqiientemente, os mastocitos encontrados nos seios linfaticos



mostraram complexo de Golgi bastante desenvolvido com inimeras microvesiculas em
suas proximidades; estruturas vesiculares contendo no seu interior microvesiculas;
estruturas vesiculares com conteudo elétron-denso, isolado de sua membrana por um
espago elétron-licido, onde observou-se fusdo de microvesiculas com este conteudo,
assim como na superficie externa da membrana dessa mesma estrutura ¢ algumas
vesiculas pequenas contendo granulos elétron-densos. Maior quantidade de
mitocdndrias e de estruturas filamentosas também foi evidente. Nossos estudos
confirmaram a localizagdo preferencial dos mastocitos nos seios linfaticos medulares
nesse linfonodo e, que estes diferem dos mastocitos encontrados na cépsula e no tecido
linfoide. Os mastécitos do tecido linfoide, da capsula e dos seios linfaticos do
linfonodo mostraram-se sensiveis ao tratamento crénico com composto 48/80, no
entanto, nos mastocitos dos seios linfaticos ocorreram alteragdes morfologicas mais

acentuadas.

Palavras-chaves; mastocito; composto 48/80; D. albiventris.



bladder structures with electron-dense contents isolated from it’s membrane by a
electron-lucid space, where microbladder fusion to these contents was observed, as
done so on the external surface of the membrane of this same structure and on some
small bladders containing electron-dense granules. A larger quantity of mitocondrias
and filamentous materials was also evident. Our studies confirmed a prefered
localization by the mast cells in the medular lymphatic sinuses in this lymph node
(from the tail of the pancreas of adult opossum). We also confirmed that these
particular mast cells are different from the mast cells found in the capsule and linfoid
tissue. The mast cells of the linfoid tissue, capsule and lymphatic sinuses of the
chronical treatment with a 48/80 compound, however in the mast cells of the lymphatic

sinuses more severe morfological alterations occured.

Key-words: mast cells; 48/80 compound; D. albiventris
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1- INTRODUCAO

1.1- Mastocitos

Os mastécitos sdo células do tecido conjuntivo amplamente distribuidas pelo
corpo das espécies de vertebrados ja estudadas. Sdo particularmente abundantes em
4reas que entram em contato direto com substancias exdgenas, em associagdo com
vasos sangiiineos e linfaticos, dentro e proximos de nervos periféricos, e em certas
espécies dentro das cavidades pleural e peritoneal. Portanto, os mastocitos podem
interagir com células e elementos de varios tecidos, orgdos e cavidades do corpo. Os
mastécitos também participam das respostas de reagdes de hipersensibilidade imediata
na pele (SOTER, 1983). Atualmente, sabe-se que os mastocitos constituem populagdo
heterogénea de células com propriedades morfologicas, bioquimicas ¢ funcionais

variando entre espécies e dentro de uma mesma espécie, inclusive no gamba Didelphis

albiventris.

Morfologicamente s3o subdivididos em duas subpopulagdes: os mastécitos do

tecido conjuntivo € os mastocitos de mucosa. A primeira encontra-se geralmente em
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volta dos vasos e ¢ constituida de células grandes com um citoplasma cheio de
granulos. A segunda subpopulagdo se restringe as mucosas, por exemplo do trato
digestério e respiratério, e contém granulos mais esparsos e maiores (MACEDO,
1989).

A heterogeneidade ¢ um dos topicos mais estudados e discutidos em relagdo aos
mastocitos (revisdes em GALLI, 1987, GLEICH, et al., 1986; ENERBACK, 1986;
CHIARINI-GARCIA & MACHADO, 1992; CHIARINI-GARCIA, 1995; SANTOS &
MACHADO, 1994; SANTOS, 1996). Estes estudos se intensificaram a partir de 1966
quando ENERBACK, estudando a mucosa intestinal de ratos detectou a presenga de
um tipo celular caracteristico, denominado mastocito de mucosa. A heterogeneidade
destes em relacdo aos mastécitos de tecido conjuntivo, baseia-se nos efeitos da fixa¢do
(ENERBACK, 1966a), nas propriedades de coloragio (ENERBACK, 1966b), na
resposta frente ao composto 48/80 (ENERBACK, 1966¢) ¢ na sua capacidade de
armazenar aminas (ENERBACK, 1966d). Observa-se que, em mamiferos eutérios, os
mastocitos apresentam grande heterogeneidade fenotipica ¢ funcional possivelmente
devido a: existéncia de linhagens distintas de mastocitos, processos celulares de
maturagio e diferenciagio; estado funcional da célula e influéncia de fatores do
microambiente (revisdo em GALLI, 1986).

A partir da década de 80, os estudos sobre mastdcitos direcionaram-se,
principalmente, para a determinagdo de fatores do microambiente capazes de
influenciar o fenétipo e a fungdo dessa célula (GALLI, 1990, 1993; SWIETER et al.,
1992), bem como para fatores que determinassem sua diferenciagdo (KITAMURA &
FUJITA, 1989). Sabe-se, que os mastocitos tém origem na medula 6ssea (KITAMURA
et al., 1987a) ¢ que células precursoras de mastocitos, nio identificaveis
morfologicamente, migram pela corrente sangiiinea, invadem os tecidos conjuntivos,
proliferam ¢ diferenciam-se em mastécitos. O microambiente, onde se alojam
precursores ou sdo inoculados mastocitos ja diferenciados, ¢ decisivo para a expressao
ou manutengio de um dado fenétipo (revisdes em MILLER, 1980 e KITAMURA et
al., 1987a,b). Nos linfonodos abduminais do gamba Didclphis albiventris, ha

populagdes de mastocitos morfologicamente diferentes (SANTOS, 1996). A

bioquimica dos diversos microambientes ¢ ainda desconhecida. No entanto, ja se
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uma ativacio imunolégica dos mastdcitos, através da ligagdo do alérgeno a
imunoglobulina E ligada a sua superficie (revisio em LEWIS & AUSTEN, 1981). Esta
interacdo Ag-IgE age sobre o sistema adenil-ciclase-AMPc provocando uma série de
eventos no mastocito, que culminam com a extrusdo dos granulos citoplasmaticos
(AUSTEN, 1984). Assim, mediadores sdo liberados ¢ exercem suas fungGes. Estes
mediadores podem ser divididos em duas classes: aqueles que sdo pré-formados e
estocados nos granulos dos mastdcitos; ¢ aqueles que sdo sintetizados apos a ativagdo
dos mastocitos (PEARCE, 1986). Os mediadores pré-formados ¢ estocados
compreendem aminas (histamina e serotonina), proteases (carboxipeptidases e
proteases neutras), outras enzimas (arisulfatase, peroxidase, beta-hexosaminidase),
fatores quimiotaticos (para eosindfilos e neutrofilos), e as proteoglicanas: heparina e
sulfato de condroitina (revisdo em LEE et al., 1986; PEARCE, 1986). A presenca ¢
concentracdo de cada um destes mediadores, varia conforme a espécie e em tecidos
diferentes na mesma espécie (PEARCE, 1986); assim como entre as espécies. O
exemplo classico refere-se a serotonina que, em roedores (AUSTEN, 1984) e no
gamba Didelphis albiventris (MACHADO, 1980), ¢ um dos constituintes dos granulos.
Ainda, a heparina presente nos granulos dos mastocitos da mucosa do ileo do gamba
D. albiventris (SANTOS & MACHADO, 1994).

Varios trabalhos mostram que mastécitos de diferentes espécies ou de diferentes
tecidos de uma mesma espécie podem apresentar diferencas na reatividade ao
composto 48/80. HOGBERG & UVNAS (1957) adiantaram a hipétese de que o
composto 48/80 age pela ativagdo de uma enzima litica que se fixa 8 membrana do
mastdcito, induzindo a liberacdo dos granulos. Outra enzima que pode estar envolvida
no processo de desgranulagdo ¢ uma protease quimiotripsina-simile presente nos
granulos dos mastocitos (BENDITT & ARASE, 1959; LAGUNOFF & BENDITT,
1963).
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1.2- Linfonodos

Os linfonodos ou ganglios linfaticos sdo estruturas geralmente ovoides,
encapsuladas, que se interpdem no trajeto dos vasos linfaticos. Constituem-se
basicamente de aglomerado de linfocitos que estao arranjados de forma ordenada sobre
o estroma de células e fibras reticulares. S&o considerados orgdos linfoéides secundarios
ou periféricos por participarem dos processos imunoldgicos, tanto na resposta imune
quanto celular. Considerando sua posigdo estratégica, no trajeto do sistema linfatico,
atribui-se aos linfonodos duas fungdes na defesa do organismo: fagocitose através de
macrofagos e resposta imune, devido a atuagdo de linfocitos B e T (revisio em
FOSSUM & FORD, 1985). Estas atividades dificultam que antigenos presentes na
linfa alcancem o sistema circulatério sem resposta defensiva.

Sabe-se hoje, que os linfonodos sdo capazes de exercer de modo eficaz suas
fungdes devido a cooperagdo de outras células presentes dentro do 6rgo. Essas células
sio denominadas de acessorias ou ndo linféides e dentre outras citam-se as células
interdigitantes, c€lulas em véu, células dendriticas foliculares, macrofagos,

granulocitos e mastécitos (FOSSUM & VAALAND, 1983; FOSSUM & FORD, 1985).

1.3- Gamba Didelphis albiventris

O gamba é um mamifero nao eutério ¢ o desenvolvimento intra-uterino de seus
filhotes ¢ em média de 13 dias, dirigindo-se apds esta fase ao marsipio onde
completardo seu desenvolvimento embrionario. Os filhotes dirigem-se a bolsa
marsupial com movimentos proprios até alcangarem suas tetas para fixarem-se €
alimentarem-se. Devido esta caracteristica o gamba ¢ considerado 6timo modelo
experimental para estudos em Varios ramos das ciéncias bioldgica e biomédica. Para

estudos embrionarios é desnecessaria a realizagdo de cirurgias. Particularmente, quanto
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ao sistema imunoldgico sdo peculiares ja que o timo, o bago € 0s linfonodos sO se
desenvolvem quando o embrido esta na bolsa marsupial (revisio em DEANE &
COOPER, 1988).

A espécie Didelphis albiventris habita a América do Sul abrangendo os
ecossistemas de Chaco, Cerrado e Caatinga. E encontrada com freqiiéncia no
Triangulo Mineiro, Minas Gerais, em fazendas e em areas urbanas de Uberlandia.

Sobre mastocitos em marsupiais a literatura é escassa, no entanto no gamba .
albiventris sabe-se que estas células sdo heterogéneas quanto aos aspectos histologicos
e histoquimicos dependendo do orgéo ou tecidos estudados (CRIARINI-GARCIA &
MACHADO, 1992; SOARES et al., 1988; SANTOS, 1988; SANTOS & MACHADO,
1987: SANTOS & MACHADO, 1989; SANTOS & MACHADO, 1990; SANTOS &
MACHADO, 1994). Além da presenga de serotonina ha, nos mastocitos de varios
orgios do gamba D. albiventris, histamina (FERRARI & MACHADO, 1980) e
heparina (CHIARINI-GARCIA & MACHADO, 1992; SANTOS & MACHADO,
1994). Estudos ontogenéticos sobre linfonodos axilares, submandibulares, mesentérico
e de mastécitos nestes orgdos foram realizados no gamba D. albiventris a microscopia
de luz (CHIARINI-GARCIA, 1995; SANTOS, 1996). Recentemente foi identificado
heterogeneidade na morfologia e distribuigdo dos mastécitos em diferentes linfonodos
abdominais de D. albiventris (SANTOS, 1996, FERREIRA & SANTOS, 1997). O
comportamento dos mastocitos em linfonodos axilares, submandibulares, da mucosa
do ileo e da derme da orelha do gamba D. albiventris foi também estudado sob a agdo
do composto 48/80 (CHIARINI-GARCIA et al., 1997; SANTOS et al., 1997a,b).

Devida as caracteristicas histologicas, a distribuigdo e a localizagdo dos
mastécitos serem heterogéneas entre linfonodos de diferentes regides no gamba D.
albiventris (CHIARINI-GARCIA & MACHADO, 1992; SANTOS, 1996). CHIARINI-
GARCIA & MACHADO (1992) sugerem que este modelo biologico
(gamba/mastécito/tecido linféide) possa contribuir para o estudo das relagoes entre
mastécitos € o tecido linfoide, bem como para elucidar a fungdo dos mastdcitos de
coioe medularec tdpico controverso mesmo em eutérios. Assim, torna-se atraente
realizar estudos pormenorizados desse modelo experimental com o objetivo de

investigar os mastocitos do linfonodo da cauda do péncreas quanto as suas
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caracteristicas ultra-estruturais, possiveis interagdes com outras células ¢ as

caracteristicas funcionais desses mastocitos.
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2- OBJETIVOS

Descrever as caracteristicas ultra-estruturais dos mastocitos do linfonodo da

cauda do pancreas.

Estudar o comportamento dos mastocitos do linfonodo da cauda do pancreas

frente a0 tratamento com o composto 48/80.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- ANIMAIS

Foram utilizados treze gambas da espécie D. albiventris Lund, 1841
(Didelphidea) capturados nas proximidades do campus da Pampulha em Belo
Horizonte, Minas Gerais, ¢ mantidos na sala de manutengdo de animais em experiéncia
no Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Minas Gerais, por tempo
variavel. Os gambas adultos receberam ragdo preparada de acordo com JURGELSKI,
(1974). ragdo Cat Show (Purina), figado bovino cru € agua na propor¢do de 1 : 0,3 :
2,5. O figado foi batido no liquidificador com parte da agua e em seguida acrescentado
a ragdo previamente umidecida com o restante da agua. Essa mistura, de aspecto
pastoso, foi conservada no freezer e oferecida, diariamente, aos animais na proporgéo
de aproximadamente 80 a 100 g por animal. Além da ragdo, foi também oferecido
frutas, agua a vontade e, periodicamente, ovos e 0ssos de aves.

Para o estudo do comportamento dos mastocitos frente ao tratamento com o

composto 48/80 foram utilizados animais irmdos capturados, ainda na bolsa marsupial.
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Posteriormente, foram retirados das mies e mantidos em gaiolas isoladas até atingirem
130 dias de vida pos-natal. Os filhotes, quando isolados das mées, também receberam
a alimentagdo referida anteriormente. Foram colhidos os linfonodos da cauda do

pancreas e processados de acordo com a metodologia descrita, a seguir:

3.2- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os animais foram anestesiados com Nembutal a 3 % (30 mg/Kg de peso
corporal). Os linfonodos da cauda do pancreas de 3 gambas foram fixados por imersdo
em solugdo de Karnovsky modificada (glutaraldeido a 2,5 % e paraformaldeido a 2 %)
em tampio cacodilato 0,1 M em pH 7,2 (KARNOVSKY, 1965), durante 17 horas a 4°
C. Foram pés-fixados em tetroxido de 6smio reduzido (tetroxido de osmio a 1 % em
tampao cacodilato 0,1 M com ferrocianeto de potassio a 1,5 %) por 1 hora e 30
minutos a 4° C. Em seguida, foram lavados no tampio, desidratados em alcool etilico
em concentragdes crescentes, seguiram-se duas passagens em oOxido propileno e foram
mantidos sob agita¢do constante em mistura de 0xido de propileno e resina a base de
Epon na proporgdo de 2:1 (v/v), durante uma noite. No dia seguinte, foram colocados
na resina pura, onde permaneceram por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente,
foram incluidos devidamente orientados, e mantidos em estufa a 40° C por 1 hora.
ApOs este processo, permaneceram em estufa a 60° C por 24 horas, no minimo, para
polimerizagdo da resina € conseqiiente endurecimento.

Os blocos com o material incluido foram aparados e preparados para
microtomia na maquina de talhar (Reichert-Jung). Cortes semi-finos de 0,5 a 1 pm
foram corados com azul de toluidina a 0,5 % em solugdo de borato de sodio 0,5 % a
800C durante 30 a 60 segundos ¢ diferenciados em alcool etilico a 50 % para

selecionar-se a melhor area para ultramicrotomia.
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Para os estudos ultra-estruturais, os cortes ultra-finos foram submetidos a dupla
coloragdo com acetato de uranila a 3 % (WATSON, 1958) e citrato de chumbo a 1 %
(REYNOLDS, 1963), e examinados a0 microscopio eletronico de transmissdo EM-109
(ZEISS) da Universidade Federal de Uberlandia.

As medidas dos didmetros dos granulos dos mastocitos foram obtidas em
eletromicrografias. Mediu-se 220 granulos de 22 mastocitos de seios linfaticos. Para
obtengdo dos didmetros médios dos granulos expressos em micrometros, SOomou-se o
didmetro maior com o menor de cada granulo e dividiu-se por dois. Dos valores

obtidos calculou-se a média e o desvio padréo.

3.3- TRATAMENTO COM O COMPOSTO 48/80

Neste estudo os animais foram submetidos ao tratamento crénico com o
composto 48/80. Utilizaram-se dez gambas jovens irmdos, de duas proles com peso
médio de 176,5 gramas e com SRL (Snout Rump Length- distancia entre a extremidade
do focinho e o ponto de inser¢do da cauda, segundo CUTTS et al, 1978) médio de
205,5 mm. Desses animais, seis (1 macho e 5 fémeas) receberam duas doses diarias do
composto 48/80 (Sigma) dissolvido em salina 0,9 % durante cinco dias. A droga foi
injetada intraperitonealmente (pela manha e a tarde) na concentra¢do de 0,1 mg do
composto/100 gramas de peso corporal, no primeiro dia. A cada dia foi acrescido 0,1
mg do composto 48/80 na mesma propor¢do em relagdo ao peso corporal, de modo que
no 5° dia os animais receberam 0,5 mg/100 g de peso corporal. Os quatro animais
restantes (1 macho e 3 fémeas) foram utilizados como controles recebendo apenas os
volumes correspondentes de salina. O volume/dose variou de 0,06 ml a 0,42 ml para os
animais tratados e controles. Durante essa etapa, os animais ndo foram anestesiados.

Apo6s 30 minutos da dltima dose os animais foram anestesiados com nembutal a 3 %.
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O comportamento dos mastdcitos do linfonodo da cauda do pancreas foi
analisado a microscopia eletronica de transmissdo seguindo a metodologia descrita no

iten 3.2 e a microscopia de luz como descrito a seguir:

3.3.1- Microscopia de Luz

Os linfonodos foram fixados em solugdo de Carnoy (etanol absoluto:
cloroformio: acido acético- 6 : 3 : 1) a 4°C por 24 horas. Apos desidratagdo em etanol
absoluto (3x), seguiu-se os procedimentos de rotina para inclusdo em resina plastica a
base de glicol metacrilato (Tecknovit 7.100 - KULZER). Cortes de 0,5 a 3 pm de
espessura foram obtidos através de navalha de vidro. Os cortes foram distendidos em
agua destilada, colocados em laminas histologicas e mantidos em temperatura
ambiente para a secagem. Em seguida, estes foram corados por 1 minuto com solugdo

aquosa de azul de toluidina O (Merck) a 0,5 % e borato de sodio 1 %.



27

4- RESULTADOS

4.1- Ultra-estrutura dos mastécitos do linfonodo da cauda do pincreas.

Os mastécitos localizados, preferencialmente, nos seios linfaticos medulares
apresentaram inimeros granulos citoplasmaticos esféricos ou ovais. Alguns desses
granulos faziam saliéncia na membrana plasmatica ou alojavam-se em concavidades na
superficie da membrana nuclear (Fig. 1). Esses granulos foram heterogéneos quanto ao
tamanho e quanto a elétron-densidade de seu conteudo. Apresentaram didmetro médio
de 1,71 + 0,22 ym. Em sua maioria, exibiram conteido pouco elétron-denso com
aspecto finamente granuloso (Fig. 1). Algumas mitocondrias e complexo de Golgi
também foram observados (Fig. 2). Nos seios linfaticos medulares foram também
observados mastocitos exibindo caracteristicas claramente distintas dos mastocitos
tipicos dessa regido. Esses apresentaram-se, nitidamente menores, com menor
quantidade de granulos citoplasmaticos que eram, em sua maioria, esféricos € com
conteudo mais homogéneo e elétron-denso e, ainda alguns granulos em forma de cesta

ou wrregulares (Figs. 3 e 4).
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Os mastocitos presentes no tecido linfoide posssuiam granulos citoplasmaticos,
freqiientemente, esféricos e alguns com denteagdes. O contetdo desses granulos era
elétron-denso e homogéneo (Fig. 5).

Na capsula do linfonodo, observaram-se mastocitos com o citoplasma
preenchido por granulos, em sua maioria, esféricos com conteudo elétron-denso e

homogéneo. Alguns granulos exibindo denteagdes também foram notados (Fig. 6).

4.2- Comportamento dos mastécitos do linfonodo da cauda do pancreas frente ao

composto 48/80

4.2.1- Microscopia de luz

Nos linfonodos da cauda do pancreas dos animais controles ao tratamento com
o composto 48/80, os mastdcitos foram encontrados com maior freqii€éncia nos scios
linfaticos medulares. Estes apresentaram o citoplasma repleto de grdnulos

citoplasmaticos, em sua maioria, esféricos e com conteado homogéneo (Fig. 7 e

encarte).

Nos animais submetidos ao tratamento crénico com o composto 48/80 notou-se
nitida diminuigdo na quantidade de mastécitos, nos seios linfaticos, e na quantidade de

seus granulos citoplasmaticos (Fig. 8 encarte).
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4.2.2- Microscopia Eletronica de Transmissio

Os mastécitos encontrados nos seios linfaticos do linfonodo da cauda do
pancreas de animais controles mantiveram as caracteristicas ja descritas para 0s
mastocitos de animais ndo submetidos ao tratamento cronico com o composto 48/80
(Fig. 9).

Os mastocitos localizados nos seios linfaticos, apos tratamento com o composto
48/80 apresentaram projegdes citoplasmaticas e quantidade varidvel de granulos
citoplasmaticos (Fig. 10). Estes granulos, em sua maioria, foram esféricos, alguns com
denteagdes e, as vezes, saliéncia de um granulo encaixada em denteacdo de outro. 0
conteudo dos granulos citoplasmaticos foi variado: muito elétron-denso e homogéneo
(a maioria); com elétron-densidade moderada; com aspecto grumoso €, as vezes, com
estrutura cristaléide em seu interior (Fig. 10 e encarte). Identificaram-se, ainda,
mastocitos com granulos citoplasmaticos vazios ou parcialmente vazios, ao lado de
outros exibindo conteiido de elétron-densidade variada (Figs. 11 e 12) e granulos
fundidos, formando canais de desgranulagdo (Fig. 12). Identificaram-se mastocitos
rompidos e granulos citoplasmaticos no meio extracelular (Fig. 13). Além disso,
mastocitos de seios linfaticos, freqiientemente, exibiram: complexo de Golgi bastante
desenvolvido com intimeras microvesiculas, em suas proximidades e maior quantidade
de mitocondrias (Figs. 14 e 15); estruturas vesiculares contendo no seu interior apenas
microvesiculas (Fig. 15); € outras contendo além de microvesiculas, conteudo eletron-
denso, isolado de sua membrana por um espago elétron-licido, onde observou-se fusdo
de microvesiculas com este conteudo, assim como com a superficie externa da
membrana dessa mesma estrutura vesicular (Fig. 16) e algumas vesiculas pequenas
contendo granulos elétron-densos (Fig. 17).

No tecido linfoide identificaram-se mastdcitos com formas variadas: esféricos,
alongados ou irregulares. O conteudo de seus granulos citoplasmaticos variou entre
elétron-densos e homogéneos;, com elétron-densidade moderada; com aspecto
grumoso. Também exibiram granulos vazios ou parcialmente vazios e regido de

complexo de Golgi bastante desenvolvida (Fig. 18). Os mastocitos encontrados na
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capsula exibiram quantidade varidvel de granulos citoplasmaticos. Estes, em sua
maioria, apresentaram conteudo elétron-denso ¢ homogéneo, com ou sem denteagdo e

complexo de Golgi desenvolvido (Fig.19).
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5- DISCUSSAO

Recentemente SANTOS (1996) estudando mastocitos dos linfonodos
abdominais do gamba Didelphis albiveniris detectou que a localizagdo e as
caracteristicas histoldgicas dos mastdcitos variavam de acordo com a proced€ncia da
linfa drenada por estes linfonodos. Deste modo, SANTOS (1996) agrupou os
linfonodos de acordo com a localizagdo preferencial e as caracteristicas de seus
mastdcitos. Entre estes linfonodos, identificou que os mastécitos do linfonodo da
cauda do pancreas localizavam-se preferencialmente nos seios linfaticos e exibiam
caracteristicas histologicas diferentes daquelas apresentadas pelos mastocitos da
derme, do ileo e de outros linfonodos abdominais desse animal, como por exemplo do
linfonodo mesentérico, porém semelhantes as descritas para os mastocitos de seios
linfaticos de linfonodos da cabega, cervicais ¢ dos membros do gamba D. albiventris
(CHIARINI-GARCIA & MACHADO, 1992) e dos linfonodos cervicais do marsupial
Sminthopsis crassicaudata (HAYNES, 1991). No presente trabalho foram estudados
os mastocitos do linfonodo da cauda do pancreas do gamba Didelphis albiventris ¢
foram confirmadas as diferencas morfologicas e histométricas, em relacdo aos
mastocitos encontrados no linfonodo mesentérico (SANTOS, 1996). A microscopia

eletrOnica de transmissdao, 0s mastocitos de seios linfaticos do linfonodo da cauda do
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pancreas apresentaram granulos cujo didmetro médio € de 1,71 £ 0,22 um. Esses
granulos foram semelhantes aos granulos dos mastdcitos dos seios linfaticos dos
linfonodos da cabega, cervicais ¢ dos membros que localizavam-se preferencialmente
nos seios linfaticos e apresentaram didmetro médio de 1,53 £ 0,34 um (CHIARINI-
GARCIA, 1995), porém sdo significativamente maiores do que os granulos
citoplasmaticos dos mastocitos identificados na mucosa do ileo, no linfonodo
mesentérico ¢ na derme cujos didmetros médios séo de 1,08 + 0,28 pm, 0,53 + 0,09
um e 0,51 £ 0,12 um, respectivamente (SANTOS & MACHADO, 1994, SANTOS,
1996). E interessante ressaltar que no linfonodo mesentérico do gamba Didelphis
albiventris os mastocitos localizam-se preferencialmente nos corddes medulares
(SANTOS, 1996).

Sao intrigantes essas diferengas quanto a localizagdo e aspectos morfologicos
dos mastocitos de linfonodos do gamba Didelphis albiventris de diferentes regides
identificados por nos e por outros autores (CHIARINI-GARCIA & MACHADO, 1992;
CHIARINI-GARCIA, 1995; SANTOS, 1996). Assim, ¢ valido supor que a qualidade
da linfa drenada por esses linfonodos possa ter algum papel na localizagdo e no
fenotipo dos mastdcitos. Convém salientar, no entanto, que em ratos o linfonodo
mesentérico apresenta numerosos mastocitos localizados em seios medulares
(MAJEED, 1994). Em outros linfonodos de ratos (SAINTE-MARIE & PENG, 1990) ¢
de camundongos (LOZZI et al., 1996), os mastocitos também predominam em sei0s
linfaticos mas mantém o fenétipo de mastocitos de tecido conjuntivo.

Sabe-se que alguns dos produtos sintetizados pelos mastocitos sdo estocados em
seus granulos citoplasmaticos (como: heparina, aminas biogénicas, proteases e
carboxipeptidase), enquanto outros sdo produzidos “de novo”, os leucotrienos e as
prostaglandinas (revisdo em PEARCE, 1986; STEVEN & AUSTEN, 1989). Apos
estimulagdo imunologica e ndo imunologica, os mastécitos liberam uma variedade de
substdncias para a matriz extracelular. O processo de liberagdo do conteudo dos

granulos dos mastocitos pode ocorrer através de dois mecanismos basicos: a)

desgranulagdo gradual (peacemeal), quando ha liberagdo de produtos estocados sem
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extrusio dos granulos citoplasmaticos (ENERBACK & LOWHANGEM, 1979;
DIMITRIADOU et al., 1990; KOPS et al., 1990; DVORAK et al., 1992); b)
desgranulagdo anafilatica, quando ocorre fusdo dos granulos entre si e destes com a
membrana plasmatica, ocorrendo solubilizagdo e eliminagdo dos produtos estocados
(ROHLICH et al., 1971; ASKENASE ¢t al., 1980, FRIEDMAN & KALINER, 1988).

Em trabalhos experimentais varias substincias t€ém sido usadas para estudo dos
processos de desgranulagdo dos mastdcitos. Entre elas: os iondforos de célcio
(KAZIMIERCZAK et al, 1978), polimixina B (LAGUNOFF, 1972), carbacol
(DIMITRIADOU et al., 1990) e o composto 48/80 (ENERBACK, 1966c;
ENERBACK & LUNDIN, 1974; ENERBACK & LOWHAGEN, 1979; CHIARINI-
GARCIA, 1995; SANTOS, 1996). Segundo PEARCE (1982), o efeito dessas drogas é
muito varidvel entre as espécies e mesmo em mastdcitos de tecidos diferentes de uma
mesma espécie. Entre essas drogas a mais estudada € o composto 48/80, que tem sido
usada com freqiiéncia para caracterizar diferentes populacdes de mastocitos
(ENERBACK, 1966¢; SANTOS, 1996). O composto 48/80 é um produto da
condensagao do p-metaxifenetilmetilamina com o formaldeido.

RILEY & WEST (1955) demostraram ser o composto 48/80 capaz de induzir o
rompimento ¢ desaparecimento dos mastdcitos do tecido conjuntivo subcutineo e do
peritonio de rato, com concomitante deple¢do dos niveis teciduais de histamina,
respondendo de maneira dose dependente (BLOOM & HAEGERMARK, 1965;
ROHLICH et al,, 1971). Ap6s desgranulagdo dos mastdcitos peritoneais de rato,
observa-se que alguns morrem, mas a maioria regranula. Entre 8 a 20 horas sdo
encontrados na quantidade normal, apesar de apresentarem menor niimero de granulos
citoplasmaticos (FAWCETT, 1955). De fato, o efeito do composto 48/80 na liberagao
de histamina ¢ secretor ¢ ndo litico (LAGUNOFF & MARTIN, 1983). RILEY &
WEST (1955) também demostraram a ocorréncia de gradual recuperagdo, tanto do
numero de mastocitos, como do conteudo de histamina.

E interessante frisar que a resposta dos mastécitos ao composto 48/80 varia com
a espécie animal e em diferentes tecidos dentro da mesma espécie. Mastdcitos de
cobaios ndo sdo sensiveis ao composto 48/80, mesmo quando este composto é usado
em doses letais (MOTA & VUGMAN, 1956a,b). Ja os masticitos de camundongo sdo
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pouco sensiveis a esta substancia (RILEY & WEST, 1955), enquanto os mastocitos de
rato respondem de modo diferente dependendo do tecido (ENERBACK, 1966¢). Sabe-
se também, que a sensibilidade do mastdcito a0 composto 48/80 depende do estagio de
maturagdo dessa célula (BEAVEN et al., 1983). Mastocitos de cdo e gato também sdo
sensiveis a0 composto 48/80 (revisdo em MOTA & VUGMAN, 1956a).

Pouco se sabe sobre o comportamento dos mastocitos do gamba, ou de qualquer
outro marsupial, frente ao composto 48/80. SANTOS (1996) observou que no gamba
D. albiventris, os mastocitos da derme e da submucosa do ileo apresentaram sinais de
desgranulagdo a microscopia de luz e a microscopia eletronica de transmissdo, tanto
pelo tratamento agudo como pelo tratamento croénico com o composto 48/80. No
entanto, os mastocitos da mucosa do ileo somente apresentaram evidéncias de
desgranulagdo no tratamento agudo. Em contraposigdo a diminui¢do do namero de
mastocitos da derme, pelo tratamento crénico, ocorreu aumento significativo no
numero dos mastécitos da mucosa do ileo. CHIARINI-GARCIA (1995) evidenciou em
seus estudos no gamba D. albiventris, que o composto 48/80 também provocou intensa
desgranulagdo em mastdcitos de seios linfaticos de linfonodos cervicais e axilares,
desse animal, comprovada a microscopia eletronica de transmissdo. Os granulos
citoplasmaticos liberados foram fagocitados pelos macréfagos dos seios linfaticos.
Aqueles mastocitos de seios linfaticos que ndo se romperam apresentavam fusdo das
membranas dos granulos formando canais intracitoplasmaticos que conectavam-se com
o meio extracelular. Nesse caso, observou-se perda do conteudo granular mas,
aparentemente sem morte da célula. Ja em mastocitos do tecido conjuntivo, as
alteragdes néo foram tdo evidentes. A microscopia de luz esses mastocitos, expostos ao
composto 48/80, mostraram-se com granulos mais individualizados € em menor
numero. Ao microscopio eletrénico de transmissdo ndo detectou alteragdes claras nos
granulos citoplasmaticos, mas sua quantidade era menor. O complexo de Golgi estava
muito evidente e os filamentos citoplasmaticos foram mais freqiientes.

Nossos resultados indicam claramente que os mastdcitos do linfonodo da cauda
do pancreas de gamba respondem ao tratamento cronico com o composto 48/80. A
nitida diminui¢do da quantidade dos mastécitos dos seios linfiticos e as alteracoes,

tanto no aspecto do conteido dos granulos como na quantidade desses granulos, e a
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freqilente fusdo de granulos formando canais intracitoplasmaticos sdo sinais
indicativos de processos de desgranulagdo nesses mastocitos. De fato, essas alteracdes
também foram observadas em mastdcitos que desenvolviam processos de
desgranulagdo em eutérios (ROHLICH et al., 1971; LAGUNOFF, 1972) ¢ no gamba
D. albiventris (CHIARINI-GARCIA, 1995). Além disso evidenciamos nos mastécitos
de seios linfaticos do linfonodo da cauda do pancreas outras alteragdes que
consideramos resultantes da ativagdo do processo de regranulagdo, como: presenga de
complexo de Golgi muito desenvolvido com inumeras microvesiculas em suas
proximidades; estruturas vesiculares contendo no seu interior microvesiculas;
estruturas vesiculares com conteado elétron-denso, isolado de sua membrana por um
espago elétron-lucido, onde observou-se fusio de microvesiculas com este conteudo,
assim como com a superficie externa dessas estruturas vesiculares; algumas vesiculas
pequenas contendo granulos elétron-densos e nitido aumento na quantidade de
mitocondrias e estruturas filamentosas. Algumas dessas alteragdes, que consideramos
como evidéncias de processos de regranulagdo dos mastocitos, também foram descritas
por COMBS (1966) e TAKEOKA et al. (1980) ao estudarem as fases de formagdo dos
granulos citoplasmaticos de mastdcitos de rato. Ainda, a predominancia de mastécitos
atipicos nos seios linfiticos é indicativa do processo de regeneragdo ou de
regranulagdo dos mastocitos que eliminaram o contetido de seus granulos frente ao
tratamento com composto 48/80. Isto é reforgado pelas observagdes de CHIARINI-
GARCIA (1995) que, a0 estudar a ontogenia dos mastocitos de seios linfaticos do
gamba, percebeu que os primeiros mastécitos que surgiam exibiam as mesmas
caracteristicas apresentadas pelos mastdcitos atipicos descritos por nds.

No presente trabalho os mastocitos da capsula e do tecido linfoide mostraram
pequenas alteragSes ao tratamento cronico com composto 48/80. No entanto, essa
diferenga ndo indica, necessariamente, serem estes mastocitos menos sensiveis ao
composto 48/80. O tempo decorrido das injegdes a colheita do material do orgdo, pode
ter sido ideal para os mastdcitos de seios linfaticos, mas madequado para os mastdcitos
de capsula e do tecido linfoide. Para melhor entendimento da agdo do composto 48/80

sob as diferentes populagdes de mastocitos nesse linfonodo, serdo necessarias colheitas
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apos cada dose do experimento cronico para estabelecer a cinética do processo de

desgranulagdo e de regranulagdo desses mastocitos.
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6- CONCLUSOES

Os estudos dos mastocitos do linfonodo da cauda do pancreas do gamba D.

albiventris quanto a ultra-estrutura e o comportamento dessas células frente ao

tratamento com o composto 48/80 permitem as seguintes conclusoes:

__ Os estudos ultra-estruturais realizados no linfonodo da cauda do péancreas
confirmam a localizagdo preferencial dos mastdcitos nos seios linfaticos medulares e,

que estes diferem dos mastocitos encontrados na capsula e no tecido linfoide;

___Nas dosagens e tempos usados no tratamento croénico com o composto 48/80
os mastocitos dos seios linfaticos, do tecido linféide e da capsula do linfonodo em
estudo mostram alteragdes morfologicas que traduzem serem sensiveis a esse

tratamento,

__ Nesse tratamento, os mastocitos dos seios linfaticos mostram alteragdes

morfologicas mais acentuadas frentte ao tratamento com o composto 48/80.
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