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DESORGANIZACXO MACROMOLECULAR DOS FEIXES DE COLAGENO SOB A
INFLUENCIA DA HISTAMINA

= Estudo Experimental -

1 - INTRODUGAO

A compreensao da historia natural e da finalidade
biologica da inflamacao vem requerendo pesquisas cada vez mais
aprofundadas sobre o territorio, sede do processo. Indubitavel
mente o tecido conjuntive e o alvo mais importante dessas pes-
quisas, Nele ocorrem importantes modificacgoes durante o proces
so inflamatorio, sejam nas suas fibras, sejam nas suas célu-
las.

Com Lewis, segundo Willougby (1964) ¢ mesmo Flo-
rey (1958), comecam as pesquisas para esclarecer o papel dahis
tamina no processo inflamatorio. Na publicacac de Florey (1958)
pode-se ler os resultados das experiencias de Lewis sobre a
aplicacao da histamina em ante-braco e o consequente apareci-
mento da triplice resposta, Rocha e Silva (1957), ao fazer uma
revisao sobre a histamina, refere-se a sua sintese obtida em
1907, e as aquisigoes mais importantes ate 1957, citando tam-
bém Lewis. Neste trabalho, cumpre salientar, a acao vasodilata
dora da histamina e o aumento de permeabilidade capilar sao ex
plicados por uma agdo direta sobre o endotélio capilar; o au
tor nao discute o mecanismo desta acho sobre o endotélio capi-

lar.
No estudo da relacao de causalidade entre histami
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na e os fenomenos conjuntive-vasculares do processo inflamatd-
rio empregaram-se anti-histaminicos e mesmo outras substancias
como a atropina e antiespasmodicos, Florey (1958), Willougby
e Spector (1964),; Spector e Willoughy (1963), Beraldo e Rocha e
e Silva (1949). Destes trabalhos pode-se concluir que a hista-
mina é responsavel somente pelo inicio das modificagoes vascu-
lares, sendo ponto pacifico que as injurias libertam histamina
no interior dos tecidos,

Os fenomenos alérgico-hiperérgicos, como liberado
res de histamina foram muito estudados, certamente por sua im-
portancia clinica, Consequentemente, foi grande o numero de pes
quisas sobre a acado da reacdo antigeno-anticorpo como ativado-
ra da anafilotoxina, e desta como liberadora de histamina.

Contudo, as relagoes entre a histamina e a estru-
turacao do tecido conjuntivo nao foram analisadas pelos aLto-
res, especialmente as transformagoes dos feixes de colageno e
da substancia fundamental que os compBe, como parte importante
das paredes vasculares.

Tanto € assim que, em mais recente publicacao so-
bre o processo inflamatorio, Rocha e Silva (1964) discute as
ideias de Menkin, aborda o mecanismo da libertagav da histami-
na, qualificando~o de complexo € nao completamente esclarecido;
relaciona, também, a participacao da bradicinina com o aumento
da permeabilidade vascular, contudo nac se refere a uma possi
vel modificacao estrutural dos constituintes conjuntivos, nas
areas sedes da atividade dessas substancias.

Sobre a participacao dos mucopolissacarideos da
substancia fundamental, Rocha e Silva (1954) considera-os pos-
siveis ativadores da anafilotoxina, principalmente pela dessul

fatagao, quando sao sulfatados.

Provavelmente esta € a mesma ideia citada por Heil
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meyer e Kdhler (1964) quando relata o comentario de Rocha e Sil
va sobre a possibilidade da existencia de sulfatases nos teci:
dos; elas estariam relacionadas com o aumento da permeabilidade
atraves da ativacao da anafilotoxina pelos mucopolissacarideos
dessulfatados, Cabe aqui uma questao - como seriam ativadas as
sulfatases?

Parece pois que, se € complexo o mecanismo da libe
ragao da histamina, obscuras sao ainda as modificacoes estrutu-
rais que se operam no tecido conjuntive sob seu efeito,

Agora, sabe-se da presenca de histamina nos teci-
dos de granulacac e Burkhalter (1965) reve algumas pesquisas nes
te terreno.Contudo, Meyer, citado por Heilmeyer e Kihler (1964)
nega que a histamina influa sobre a proliferacao de granulomas,
enquanto alguns autores relacionam a histamina com o crescimen-
to e mesmo multiplicagao celular, Mackay et alii (1961), Kahl-
son et alii (1962), Leblanc et alii (1962) e Burkhalter (1965),

Como agiria a histamina nestes fenomenos? Qual se-
ria a sua atividade fisiologica junto 'as celulas do tecido con
juntivo? Poderiamos considera-la uma substancia hormonoide?

No que tange a influencia da histamina sobre o te-
cido conjuntivo cumpre lembrar a hipotese de Riley (1962); pen-
sa éste autor que a histamina seria preparadera das celulas do
tecido conjuntivo para receberem a heparina e metabolizé—la,fu&
damentando-se no fato de que tanto injecoes de liberadores de
histamina como as de mistura de heparina e histamina tornam as
celulas mesenquimais intumescidas, granuladas, basofilas e ame-
boides. A formacao de elementos da substancia fundamental pode
ser facilitada por este mecanismo, segundo Riley (1962).

Antecedendo-se a Riley (1962), Higginbothan (1959)
mostra fatos relacionados com a hipatese acima exposta; com o
uso de S39 foi possivel mostrar que os fibroblastos metabolizam
heparina, fagocitando granulos dos mastocitos. Bste mesmo autor
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apresenta um esquema metabalico, que provévelmente'deve ter ins
pirado Riley (1962),

Mas qual o papel global desempenhado pela histami
na desde a fase exudativa vascular, na qual predominam os feno-
menos destrutives, até a de proliferacado (granulacao) na qual
predominam os de sintese? 7

Teria a histamina a fung¢ao de uma substancia "men-
sageira"?

£ preciso salientar entao, a ideia de que a hista-
mina poderia ter; no inicio do processo inflamatorio, a acido de
uma mensagem que poria em funcionamento processos de remocao dos
feixes de colageno; talvez, em funqao da sua concentracao, fun-
cionem processos de substituicao dos mesmos feixes.

Processos de destruicao de colageno existem em fe~
nomenos inflamatorios e sao relatados na bibliografia, v.g., por
exemplo, Houck e Jacob (1961) afirmam: " A inflamagao produz .,
duas modificacoes quimicas mais importantes, uma local e outra
distante da regiao da injuria. Localmente ha uma diminuicao do
colageno dermico insoluvel, aumento de hexosamina e de proteina
nao colagénica; distante do local da injuria ha uma imediata que
da de colageno soluvel.e insoluvel, Associa-se com estas modifi
cacoes dérmicas um aumento de colageno solivel em citrato". O
autor conclui que "The specificity of this loss in dermal cola;
gen with local inflammation suggested the action of a dermal co
lagenase',

Com relacio as transformacoes do colageno, longe da
regiao da injuria, os autores concluem que e devida a dois pro
cessos: - 1) degradacio enzimica do colageno insoluvel e, 2)
tentativa de sintese de novo colageno para substituir o que . es-
ta sendo removido pela atividade enzimica.

Sethi e Houck (1961) analisando a resposta dermica
a injuria concluem: " decreases in insoluble dermal collagen in
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injured skin distant from the site of local inflammation are a
result of the specific response of this protein to injury ra-
ther than to some unic property of the inflammatory process
itself", Porem, Houck e Jacob (1961) concluem " Therefore inso
luble collagen is specifically decreased in response to local
inflammation", Esta diminuicAo de colageno e explicada pela
acao de uma colagenase,

Houck (1962) empregando e relacionando tecnicas de
pesquisa semelhantes a seus metodos anteriores, conclui que a
perda de colageno e quantitativamente duplicada pela aplicacao
de esforcos fracos na regiao nao injuriada,

Houck et alii (1962), na mesma linha de pesquisas,
estudaram a acao de alcalis e de ulceracoes necroticas, mos~
trando os mesmos fenomenos jé descritos,

Vidal (1963), analisande o metanismo biologico da
formacao de bolsas periodontais, responsabiliza uma colagenase
tecidual pela destruicao do colageno de sustentagao do perio-
donto. Fullmer (1966) fundamentando-se nos trabalhos de Gross
(1962) e utilizando seus metodos de pesquisa, comprova a exis-
tencia de colagenase em gengivas inflamadas, relacionando este
achado com a destruigao encontrada nas doencas periodontais,
sendo de estranhar que nao cite os trabalhos de Houck.

Ainda nesta linha de ideias, de que no processo in
flamatorio processam-se transformagoes de colégeno, encontra~se
o trabalho de Morgan (1963), que pesquisando a interacgao coran
te-colageno, conclui pela existencia de um colageno sem orien-
tacdo molecular e, com um espiralamento mais frouxo., Bste au-
tor nao deixou de encarecer o papel dos produtos biolﬁgicos co
existentes no ambiente de formagcao das fibras de colégeno € no
seu trabalho podemos ler: " Likéwise, the acumulation or libe-
ration of certain substances during inflammation could bring
about structural alterations in intact fibers. Perhaps both me

.



chanisms are at work at the time, or one dominates in acute in-~
flammation and the other chronic processes",

Dentro do campo de estudos da destruicao dos fei-
xes de colageno em areas de injuria, cumpre ainda salientar o
trabalho de Vidal (1964). Nesta pesquisa o autor fundamentando-
se em pesquisas suas, anteriormente publicadas, Vidal (1963) e
Vidal (1964), estuda a organizacao macromolecular dos mucopolis
sacarideos acidos concluindo que nos feixes de colégeno em de-
sagregacao, tais compostos perdem a sua oriemtagao macromolecu-
lar em relacdo as cadeias polipeptidicas de colageno que s0 pos
teriormente apresenfam desagregacao macromolecular.

Neste trabalho em questao, o autor desta tese, pro
pos um esquema de regulagem e controle para os feixes, podendo-
se ler neles: "Na dependéncia das variacoes de estimulos fun-

' cionais de natureza mecanica e bioquimica, estabelecem-se trang
formacoes locais (variacoes metabolicas, variacao na concentra-
¢do de mucopolissacarideos acidos e de precursores de colageno)
que agiraoc no sistema como um dispositiveo de retroacao; este

dispositivo agira nos fatares de entrada do sistema fibroblésti
co determinando modificacdes que manterao a homeostasia', |

Frente a estimulos que rompem a homeostasia, tais
como, processos inflamatorios, trauma, etc.; as alteracoes bio-
fisicas e bioquimicas locais, dentre as quais desagregagao ma-
cromolecular de mucopolissacarideos acidos, colocarao em fun-
cao, atraves do mesmo dispositivo de retroacao, estimulos que
redundario em um mecanismo de eliminacao e substituicao de ca-
deias de colageno,

Aqui cabe perguntar: qual a posigac da histamina
dentro deste esquema? Ou ainda, seria a histamina capaz de de-
sencadear um processo de desagregacac macromolecular de mucopos
lissacarideos acidos e de colageno em algumas regices de feixes
de colageno ou em todo o feixe?
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Eppinger (1952) descreve fibras, que apds a inje-
¢ao de histamina, aparecem espessadas exibindo maior acidofilia;

~
o que faz pensar em transformagoes macromoleculares ao nivel dos
feixes.

2 - OBJETIVOS

A presente pesgquisa toma este tema, desorganizacao
macromolecular dos feixes de colégeno gob a influencia da hista
mina, para estudar as modificagoes morfologicas, histoquimicas
e macromoleculares, encontradas nos feixes de colageno ou em
partes destes, quando e injetada histamina em seu derredor.

Discutir-se-ao os resultados em face dos conheci-
mentos atuais sobre os feixes de colageno, sua estrutura e sua
biocibernética, uma vez que as transformagdes encontradas pode-

rao refletir a influencia da histamina no seu metabolismo.
3 - MATERIAL & METODOS

GENERALIDADES :~ Eram empregadas, nesta pesquisa,

cobaias (Cavia pocellus L), todas machos e pesando em media ...
400 gr. Delas utilizavam-se os tendoes calcaneares normais €

tendoes junto aos quais era feita uma aplicacao de histamina,

3.1 - TECNICA DE APLICACAO DA HISTAMINA:- Usava-se

uma solugao de histamina em soro fisiol6gico, cada 0,25 de cc¢

contendo 0,15 mg de histamina,
Era feita uma injecao hipodermica de 0,25 cc¢ junto
ao tendao calcanear; a seringa usada era do tipo carpule e com

agulha capilar "atraumatica",

3.2 - REMOCAO DO TENDAQC PARA ESTUDO:- Apos o ani-

mal ser sacrificado por meio de um golpe forte na regiao ocipto
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vertebral, o tendao calcanear era removido por inteiro cortando
se suas extremidades de insercao.
Cada 30 minutos eram removidos, do animal sacrifica

do, o tendao normal e o "injetado", ate 5 horas e 30 minutos.

3.3 - FIXACAO :- As pecas removidas eram fixadas
por 24 horas em formol a 10%.
3.4 - INCLUSAQ E CORTE :- A inclusdo era feita em

parafina e o microtomo era ajustado para se obterem cortes com

7 microns,
3,5 - TECNICA DE COLORACXO HISTOQUIMICA:-

3.5.1 - Os cortes apos hidratacao eram co-
rados pelo azul de toluidina, solucie aquosa a 0,025%, tampona-
da para pH-4.

3.5.2 - Outra serie de cortes era tratada
por uma solucao de tocwdéfosfina para mucopolissacarideos acidos
segundo técnica (Vizioli-Vidal) (1966), para analise da fluores
cencia.

A técnica & a seguinte:- os cortes, depois de hi-
dratados, eram cortados em uma solucao aquosa de corifosfina ..
1/10,000 pH 2,5,

Estg técniqa revela com muitos detalhes e precisao
a presenca de mucopolissacarideos acidos.,

~ 3,5,3 - Analise da fluoresceéncia natural dos feix-
xes de colageno,
0s cortes eram desparafinados, secados e
montados em oleo de parafina nao fluorescente.
' A observacao microscapica era leva~-
da a efeito com o fotomicrbscépio Zeiss, empregandoéae o filtro
excitador B.G. 3/4, que possui uma curva de transmissido que vai

de 300 milimicrons a 400 milimicrons com uma parte de transmis-
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sao de 700 milimicrons. Como filtros de supressao empregou-se a
combinagdo 50/41, 0 filtro 41 e livre de fluorescencia intrinse
ca, Tambem era utilizado o microscopio Ortholux para fluorescen
cia, usando-se como parte do e@uipamento os filtros: UGl, exci-

tador e Euphos 2,5 mm de supressao.

3.6 - TECNICAS HISTOFISICAS:- foram feitos estu-

dos de dicroismo, mensuracoes de birrefringencia, mensuracoes

s ’ . z N ~ A
interferometricas de indices de refracao e massa seca.

3.6.1 - DICROISMO:~ Segundo tecnica preconizada
por Vidal (1963) (1964),

3.6.2 - MEDIDAS DE BIRREFRINGENCIA:- As medidas

+ ~ - *
de birrefringencia foram realizadas em 22 amostras sorteadas en

tre a populacao total de tendoes normais. As amostras para medi
das eram tomadas de tendoes removidos apos 30 minutos até 3 ho-
ras de aplicacao histaminica,

De cada grupo de tendoes provenientes de membros
injetados sortearam-se de 16 a 18 amostras para leitura de bir-
refringéncia.

A técnica de medida da birrefringencia foi a de
Senarmont, isto &, pela rofaqao do analisador, O valor lido em

graus foi transformado em milimicrons,

0 aparelho usado foi o fotomicroscopico Zeiss Pol.

3.6.,3 - MENSURACOES POR INTERFERENCIA:-. Procedeu-

se as medidas de retardo optico por interferometria, com o equi

pamento Zeiss para fotomicroscopio Pol.

Selecionavam-se, para medidas, regioes semelhantes
aquelas que foram medidas em birrefringsncia. Mediam-se o8 re=
tardos de 21 cortes de tendoes normais e de 16 zonas de fragmen
tagao e intumescimento de 16 cortes de tendoes injetados.

0 metodo de mensuracao foi o de Senarmont.
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Obtinha-se o maximo de escuro no campo que envol
via o setor do feixe a medir, pelo alargamento da franja escura
central. ) ' .

0 brilho do feixe de colageno a medir constrata
va com o fundo negro do campo,

Pela rotacao do analisador obtinha-se a inver-
sdo de brilho escuro, isto e, o campo passava a brilhar e o ob-
jeto a escuro. Entao fazia-se a leitura em graus que. eram trans
formados em milimicrons, -~ FIGS., 16 e 17,

Com os valores dos retardos opticos calculados em
milimicrons, calcularam-se os indices de réfragao e as massas

secas, empregando-se as seguintes formulas,:

’ € .. -
Para o calculo dos 1ndices de refracao:-

RO
No e h%i
N, = indice de refracao procurado.

RO = retardo optico encontrado, milimicrons.

e = espessura do corte, 7 microns, convertidos
em milimicrons, 7000 milimicrons.

N = indice de refracao do meio de embebicao,

No presente trabalho empregou-se oleo de pa
rgfina cujo indice de refragio por nos de-
terminado em refratometro, segundo Abe, foi
de 1,4827,

Desde que o feixe de colageno e birrefringente, de
terminaram-se os indices de refracho na direcio gama e alpha;
gquela ¢ a direcdo do maior indice de refragao, paralela ao 1ﬁh'
go eixo do feixe, esta, perpendlcular ao longo eixo do feixe e
direcao de menor indice de refracao do feixe.

'Escolhia-se como meio de embebicao o oleo de para-
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fina por ser mais proximo do provavel indice de refragao do fei
xe, desde que de um lade o retardo optico a ser lido nao fosse
grande demais, escapando, destarte, as possibilidades de mensu-
ragdo pelo metodo de Senarmont, e, de outro lado, os indices en
contrados seriam os mais vizinhos do indice molecular do colégg
no, J

As amostras, tanto para as medidas de birrefringén
cia como para as de interferencia, tinham tamanhos diferentes

-
em consequencia do preparo que os cortes requeriam,

A massa séca era calculada usando-se a seguinte
equacao: -
A,RO Ae
M o= np + Ng ). —
100ec * (m a)* o0

M = massa seca total.

A = area na qual foi lido o retardo Optico ceoco.s
ax10-9F 2

RO= retardo optico em milimicrons.

™ - aumento especifico do indice de refragao, o
aumento uszado na generalidade dos casos e de
0,0018.

n_= indice de refragao do meio de embebigcao, 1,4827

n,= indice de refragao da agua, 1,3330

e = espessura do espeéecimem, 7x10° milimicfonsoCKAQ-ﬁnj

3.6.4 - NOTAS ESPECIALS SOBRE AS MEDIDAS

As medidas de retardo optico da birrefringencia
eram feitas nos tendoes normais, em toda a extensao dos feixes,
Ainda com relagao aos feixes normais, as medidas de interferen-
cia foram executadas em uma area restrita. Esta area era obtida

seccionando-se os feixes com uma navalha; assim preparadas, as
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partes dos feixes destinados as mensuracoes mantinham um intimo
contacto com o meio de embebigao, nao formavam imagem "fantas-
ma" e permitiam uma orientagao adequada com relacao ac raio de
mensuracao.

Antes de serem os feixes de colageno preparados pa
ra as medidas de interferencia foram também submetidos a obser-
vacoes qualitativas com luz policromatica,

Os feixes de colageno submetidos a acao da histami
na deveriam apresentar modificagoes. As zonas transformadas eram

N ~ -~ . A ~ - . .
submetidas as mensuracoes de birrefringencia e interferometria.

4 - RESULTADOS

4,1 -~ TECNICAS HISTOQUIMICAS: TENDOES NORMAIS
AZUL DE TOLUIDINA

Os tendoes normais abresentavam-se quase uniforme-
mente corados; em algumas zonas notava-se uma afinidade ligeira
mente mais acentuada. A cor era metacromatica discreta:

Constatava-se a presenca de fibrocitos e fibroblas
tos entre os componentes fibrosos de feixe, Nestas zonas havia
u'a maior metacromasia,

E muito dificil a diferenciacao do citoplasma des-

tas celulas, Raramente se podia observar fibroblastos com cito-

plasma bem nitido e metacromatico.

FLUORESCENCIA COM CORIFOSFINA

0Os tendoes normais submetidos a esta tecnica mos-
travam os aspectos morfolﬁgicos j5 por demais conhecidos.

Cumpre salientar que os nucleos eram mais notaveis
exibindo uma fluorescencia alaranjada.

As fibras do feixe eram de uma fluorescencia vers:
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de nitida; entre elas, via-se um maior acumulo de fluorescencia
alaranjada, mais ou menos filiforme.

0s feixes corados com a solucao de pH 4, apesar de
sua fluorescencia verde, mostravam tambem uma tonalidade alaran
jada fraca que, com coloracao por solucao de pH 255, desapare-
cia totalmente, ficando visivel em alaranjado somente os niicleos

e, muito raramente, o citoplasma de algum fibroblasto,

4,2 - TECNICAS HISTOQUIMICAS: TENDOES INJETADOS
AZUL DE TOLUIDINA

A mais importante modificacac notada foi a presen-
¢a de descontinuidades nos feixes de colageno, com aparecimento
de zonas de fragmentacao nos feixes.,

As fibras dos feixes comprometidos apresentavam-se
separadas, O feixe, na zona fragmentada, apresentava-se oramais
ora menos intumescido. - EIGS. 1 e 9 -

De maneira geral, os feixes, no corte histologico,
mostravam maior metacromasia que o3 feixes normais,

Aparentemente havia um aumento de celularidade nos
tendoes tratados pela histamina.

Podia-se constatar um aumento de celulas de aspec
to fibroblastico., Os citoplasmas eram em geral mais nitidos, a-
presentando u‘a metacromasia de intensidade variavel,

Via-se a presenca de celulas com nucleos fusifor-
mes tendendo para ovoide e outras de aspecto condroide, FIG.2,

fstes aspectos davam a impressao de terem os fibro
blastos sofrido um intumescimento, Havia no citoplasma destas
celulas material metacromatico.

E preciso salientar que estes aspectos descritos,
nao estavam presentes em todos os feixes componentes do corte

histolégico, Via-se a presenca de muitos feixes normais.
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4,3 - TECNICAS HISTOQUIMICAS: FLUORESCENCIA

4,3,1 - FLUORESCENCIA EM CORTES CORADOS PELA
CORIFOSFINA -

0s aspectos morfologicos nos cortes corados pela
corifosfina, em solucao de pH 4, apresentavam as mesmas caracte
risticas dos cortes corados pelo azul de toluidina e ja descri-
tos,

Evidenciava-se uma coloracao fluorescénte alaranja
da mais forte que nos feixes de tendav normal, principalmente
nas zonas de fragmentacao. - FIG, 3 -

Os aspectos citolc’:gicosg ja descritos, eram bem
mais evidentes, divisando-se a fluorescencia alaranjada no cito
plasma das celulas. - FIG, 4 - Podia-se constatar a presenca
de mastdcitos junto aos8 vasos.

A coloragao com solucao de pH 2,5 nao exibia a co-
loracao alaranjada dos feixes. Passava a predominar o verde das
fibras. -

A presenga de mastocitos tornou-se bem evidente '
parecendo que, em relacao aos tendoes normais, os tendoes apos
a injecao de histamina apresentavam maior numero déstas célu-
las,

As celulas fibroblasticas continuavam com seus cito

plasmas alaranjado-fluorescentes. - FIG. 5 -

4.4. -~ RELAGAO TEMPO-TRANSFORMACOES, NOS TENDOES
INJETADOS -

Os cortes de tenddes aos 30 minutos apos a injecao
eram os que exibiam, aparentemente, maior intensidade de trans-
formagoes descritas, Contudo a diferengca em relacdo aos demais
nao permite uma afirmacao categorica.

0 exame histologico dos cortes nao permitiu estabe
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lecer diferengas entre os grupos, Todos apresentavam alguns fei

xes comprometidos.

4,5 - FLUORESCENCIA NATURAL -

Os cortes histologicos de tenddoes normais apresen
tavam fluorescencia,

Histologicamente estes cortes eram compactos, ho-
mogeneos, sendo que assim se apresenta a fluorescencia natural
‘que & de cor esverdeada clara com a combinagac de filtros do
fotomicroscépio Zeiss, - FIG, 6

Exames realizados no microscopio Ortholux com fil
tro excitador UG-1 e filtro de barreira Euphos 2,5 mm dao uma
fluorescencia azulada mais forte, mas o fundo apresenta uma lu
minosidade fraca.

0 termo homogeneo & usado aqui em relacao ao fei
Xe de colégeno mas nao a fluorescéncia: esta tinha uma distri-
buigcao irregular e as diferengas nao eram muito acentuadas,
FIG. 6 ~

0s tendoes injetados deram cortes histologicos nos
quais podia-se ver as alteracoes morfolﬁgicas jé descritas,

A fluorescencia natural presente era de maneira ge
ral mais forte,

As zonas de fragmentacao, intumescimento e forma-
950 de grumos foram mais fortemente fluorescentes, FIGS, 7 e B8,

Havia feixes que se apresentavam mais alargados e

menos fluoréscentes,

5 - TECNICAS HISTOFIsSICAS

/
5.1 - DICROISMO

. /o . . . X
0 dicroismo levado a efeito como ja foi descrito

anteriormente, Vidal (1963) (1964), era observado nos cortes de
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tendoes normais,

5,1.1 - TENDOES INJETADOS

Nas regioes de intumescimento,; fragmentagao e for-
macao de grumos havia uma diminuicao sensivel do dicroismo. Era
dificil constatar-se um desaparecimento total do dicroismo. Se
nao era possivel a afirmacao de que havia ausencia de.dicroismo
em tais partes dos feixes de colageno afetados, dos tendoes in-
jetados, e possivel se dizer que o mesmo diminui consideravel-
mente, FIG, & -

Nao foi possivel estabelecer uma relacgao do tempo
de injecao e remocao dos tendoes injetados com a diminuicao do

. 4
dicroismo,

5.2 - BIRREFRINGENCIA

As medidas de birrefringencia serao apresentadas
em tabelas e histogramas, Serao apresentados os dados sem o re-
sultado do tratamento estatistico, em seguida os histogramas e
depois os resultados dos tratamentos estatistices. Os histogra
maé podem ser vistos nas figuras 13 e 14;

0 padrao normal apresentava ao microscopio de pola
rizagao, um aspecto homogeneo compacto das fibras birrefringen-
tes, FIG., 10 - 0s feixes dos tendoes injetados, como ja foi des
crito, apresentavam suas fibras fragmentadas, intumescidas e al
gumas vezes formando grumos, havendo tambéem um certo grau de dis
sociacho entre elas. As medidas de birrefringencia dos feixes
dos tendoes injetados foi féalizada nos feixes que apresentavam
estas alteracoes acima descritas.

0 aspecto fotomicrografico pode ser visto nas foto

micrografias das FIGS, 11 e 12,
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5.2.1 - QUADRO 1 - MEDIDAS DE RETARDO OPTICO DE TENDAQ
NORMAL

45,450
46,965
45,450
50,904
45,450
45,450
40,905 X
48,086 . g
45,450 ~itie = 45,583,636
49,389 2
50,298
43,935
43,935
43,026
45,450
43,026
41,511
42,727
46,662
46,965
42,420
46,965

%!
»
C

= 1000,419

45,742,983

1]

it

7,588
0,345
45,519

Wl =
"
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QUADRO 2

QUADRQ. DAS MEDIDAS DOS TENDOES INJETADOS

30 minutos

60 minutos

60 minutos

90 minutos

16,362
16,968
18,180
15,150
13,029
16,665
21,513
22,119
22,725
22,119
18,786
20,907
21,816
21,210
20,604
16,665
18,483
21,210

X =19,139

29,088
24,240
26,361
23,634
23,634
23,937
23,937
22,725
22,725
24,846
26,664
17,877
21,210
19,695
19,695
21,816
30,300
24,240
21,210
X-23,570

30,300
28,482
27,270
28,785
28,189
30,300
30,300
22,422
23,634
24,240
21,210
25,149
21,119
23,634
21,210
24,846
21,210

X=23,985

21,210
16,695
22,725
22,725
17,271
24,240
25,755
21,816
22,422
21,816
25,755
22,119
27,270
26,361
20,301
22,422
23,028
16,059

X=22,380
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QUADRO DAS MEDIDAS DOS TENDOES INJETADOS (cont.)

120 minutos

120 minutos

. 180 minutos

180 minutos

&

26,058
21,816
27,270
22,119
27,270
25,755
20,301
18,786
15,150
22,725
22,119
23,634
24,846
20,907
16,362
27,876
27,876
23,634

X=23,028

24,846
29,088
27,270
30,300
29,088
25,755
28,482
25,755
27,270
25,452
26,361
27,270
27,270
24,240
26,058
30,300
29,088

X=27,288

X=22,252

30,300
36,360
24,240
21,210
27,270
24,240
25,755
21,210
24,240
16,059
17,877
19,089
18,483
17,271
15,756
16,665

31,815
30,300
31,209
28,785
30,300
29,088
25,755
35,451
30,906
28,785
33,936
27,270
27,270
32,421
30,603
25,149
25,755
27,270

X=29,559
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5.2.2 - QUADRO DOS HISTOGRAMAS

Nas figuras 14 e 15 sao apresentados os histogra-
mas elaborados com os dados dos quadros 1 e 2. A finalidade e
mostrar as relacoes entre o padrac normal e os resultados obti
dos atraves das medidas efetuadas sobre os feixes de tendoes

tratados.

5,2,3 ~ RESULTADOS DO TRATAMENTO ESTATISTICO

0 problema fundamental & verificar se as Areas ob
tidas atraves das medidas dos tendoes tratados sao diferentes
do padrac normal, Ou ainda, se os resultados das medidas dos
tendoes tratados sao diferentes, como um todo, do padrao nor-
mal, tendao normal.

Para a comparacao das medias era testada a homoge
neidade das variancas, Como as amostras tinham diferentes tama
nhos, a homogeneidade das variancas foi itestada pelo teste
de Bartllett,

0 teste deu o seguinte resultado:-

B = 24,443
2

X = g = 16,920
ﬁ ]

gque permite concluir que as variancas diferem, isto é, nao sao
homogeneas. (Para que as variancas fossem consideradas homoge-
neas, B deveria ser menor que X? = g). Ha uma heterocedastici
dade que nao pode ser resolvida pela aplicagao de logaritmos.

A alternativa seguinte era agrupar todos os dados
dos tendoes tratados em uma unica populacdo e compara-las com
0 padrao normal,

Para comparar o padrao normal contra os tendoes
tratados como um todo, era feita a comparacao de variancas, tes
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te F.

§2 - trat. .
Fo = — = 27,8531/7,5879 = 3,670
§< - norm,
F. = 3,670 contra o Fs% = 1,810 tabulado, permite

rejeitar a hipotese de igualdade das variancas. Nao se podia a
plicar o teste "t" diretamente e¢ nem fazer-se a analise das va
riancas,

Contudo nestas condigoes podia-se usar uma aproxi
macao. Aplicava-se neste caso o teste de Hald que permite uma
boa aproximagao.

Neste caso:-

X: = X = § foi estudada por B.L.Wel
t = 1 2 (1) ch, e os limites unilate
rais de significancia de
o g2 1% e 5% como fungoes de
- t, et e
- 1% b2
2
-
oy
c = 1 (2) formula especial, cujos
g2 s2 valores foram tabulados
1 - 2 por A.A, Aspin (Tables
n, n, for use in comparisons

whose accurary involve
two variances, separate
ly estimated, Biometris
ka: 36:299,1949),

Na mesma revista Welch mostrou que uma aproxima-
~ »~ LR + . . . . ™ .
cao a esses limites poderia ser obtida da distribuicao "t", ja
- que as variaveis em (1) sao distribuidas aproximadamente com

um t de f graus, onde:-

2




isto e, f esta entre o menor dos dois numeros £, e f, e a
soma tl e t2. Alem disso, se fl for maior que 30 e f2 for
maior que 30, pode ser considerado uma boa aproximacgao,

Ora, comparando as medias dos tenddes tratados com

as do tendao normal, encontrava-se:-

t = 28,049
[+

t 1,98

Rejeitamos, pois, a igiﬁldade das medias.

As medias diferem significativamente. Isto &, o
tratamento pela histamina provoca uma diminuicao da birrefrin-
gancia em determinadas areas dos tendoes tratados.

Contudo, a observacao dos histogramas e dos dados
sugeria duas possibilidades. Primeiro, que os dois grupos de
medidas com 60 minutos podiam ser agrupados em um so grupo,tan
to quanto os dois grupos com 120 minutes. Segundo, que os dois
grupos de medidas em 180 minutos nao entrassem no tratamento es
tatistico, pois gue eram os grupos com maior variagao

Assim procedia-se a analise estatistica.
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QUADRQ 3

MEDIDAS DE RETARDO OPTICO DE TENDAO NORMAL (EM MILIMICRONS)

Tendoes injetados a

TESTEMUNHA 30 minutos 60 minutos 60 minutos
45,450 16,362 29,088 30,300
46,965 16,968 24,240 28,482
45,450 18,180 26,361 27,270
50,904 15,150 23,634 28,785
45,450 13,029 23,634 28,179
45,450 16,665 23,937 30,300
40,905 21,513 23,937 30,300
49,086 22,119 22,725 22,422
45,450 22,725 22,725 23,634
49,389 22,119 24,846 24,240
50,298 18,786 26,664 21,210
43,935 20,907 17,877 25,149
43,935 21,816 21,210 21,119
43,026 21,210 19,695 23,634
45,450 20,604 19,665 21,210
43,026 16,665 21,816 24,846
41,511 18,483 30,300 21,210
42,727 21,210 24,240
46,662 21,210
46,965
42,420
46,965

1001,419 344,511 880,124

==



90 minutos

120 minutos

120 minutos

21,210 26,038 24,846
19,695 21,816 29,088
22,725 27,270 27,270
22,725 22,119 30, 300
17,271 27,270 29,088
24,240 25,755 25,755
25,755 20,301 28,482
21,816 18,786 25,755
22,322 15,150 27,270
21,816 22,725 25,452
25,755 22,119 26,361
22,119 23,634 27,270
27,270 24,846 27,270
26,361 20,907 24,240
20,301 16,362 26,058
22,422 27,876 30,300
23,028 27,876 29,088
16,059 23,634
402,990 888,093
Analise preliminar:
G.L. $.Q. Q.M, F
Tratamentos 4 9,396,58838 2,349,147 224, 7%**
Residuos 124 1.296,25316 10,453
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Numa segunda analise, procuramos testar testemunha

versus tratados, encontramos:

G.L. S.Q. Q.M. F

Testemunha x
tratados .....0 1 8.911,14796 8,911,1480 825,5***

Entre tratados, 3 485,44056 161,813 15,5***
Residuos ...... 124 10,453

Conclui-se que a testemunha difere significativa-
mente dos injetados ao nivel superior a 0,1% de propabilidade.

Foi feito teste de Tukey de comparacao da media
testemunha (45,52) com as medias dos tratados e verificou-se
ser esta media diferente significativamente das demais.

Verificou-se, pelo mesmo teste, nao serem signifi
cativas as medias entre tratados {(pelo teste de Tukey.)

Numa posterior analise, de variancia, em que se
procurou verificar a tendencia a regressio linear, obteve-se o

seguinte resultado:

G.L. Q.M. F
Testemunha x
tratados .... 1 8.911,1480 852,5 ***
Regressio li-
NEAT +oocoses 1 237,4126 22,71 **+
Desvio da Re-
gressao o.... 2 124,0140 11,86 ***
Residuo ..... 124 10,453 '

Foi altamente significativo, ao nivel de 0,1% de

probabilidade, a regressao linear, E aceitavel a hipotese das
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@ o . ~ .
das medias crescerem linearmente tendendo a normalidade, 0 fa-
to de ser significativo tambem o desvio de regressio, isto in-
dica que regressoes de 2¢ e 32 graus poderiam ser isoladas da

- . ’ ” . -~ L
analise, porem sem interesse para o estudo em questao;

5.3 ~ RESULTADQS DAS MEDIDAS POR INTERFERENCIA

As imagens dos feixes por interferometria podem
ser vistas nas FIGURAS 16 e 17,

Bstes resultados serao apresentados obedecendo a

seguinte ordem:

5.3.,1 - Resultados imediatos das leituras dos re-

4 s L1 v
tardos opticos e seu tratamento estatistico,

5.3.2 - Indices de refragdo e seu tratamento esta
tistico.

5.3.3 -~ Massas secas e seu tratamento estatisti-
co.,

0s indices de refragao e a massa seca sao calcula
dos a partir dos retardos opticos,

Tenha-se em mente que o retardo optico por meto-
dos interferometricos nac e o mesmo fenomeno, retardo optico,
lido nas‘mensuraQBes de birrefringencia. Neste caso, mede-se a
diferenca de fase que nasce pela interagao das moleculas do
meio birrefringente com a frente de onda polarizada que o atra
vessa: na interferometria mede-se a diferenca de fase entre a
onda que atravessa o objeto e a onda que atravessa o meio que
o embebe. Evidentemente este retardo optico e proporcional aos
indices de refragdo, do meio de embebiclo e o do objeto,

Quando o objeto a ser medido por interferometria
e birrefringente exige-se que gejam feitas duas medidas, uma
vez que o obhjeto birrefringente possul dois indices de refra
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cao,

5.3.1 - RETARDOS OPTICOS (RO)

TENDOES NORMAIS

Direcao alfa Direqﬁg gama
Transversal a fibra Paralela a fibra
195,738 | 220,886
169,680 170,892
193,010 213,312
188,769 228,765
176,043 192,708
192,708 203,313
190,284 235,431
172,407 211,494
166,650 186,345
174,830 191,799
151,500 | 183,921
152,712 | 219,978
152,409 - 203,010
163,923 202,404
169,983 185,981
164,135 188,163
148,470 - 206,646
156,630 | 189,981
187,554 218,160
151,500 199,374
182,224 224,220
X =171,484 X = 203,656
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TENDOES TRATADOS

RO Diregao alfa RO Diregﬁo‘gama

Transversal a fibra Paralela a fibra
251,490 356,631
204,525 233,734
198,768 214,827
244,521 263,004
188,466 224,523
217,251 148,773
186,951 196,950
208,858 240,582
203,919 215,130
189,072 234,219
209,676 233,916
242,400 276,942
235,734 227,553
203,616 281,790
218,766 269,670

X=- 216,1583 X =242,1159
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RESULTADO ESTATISTICO COMPARANDO AS DIRECOES ALFA

Para o tendao normal tem-se os seguintes dados:

Media: X = 171,484

= <> = 622,506 ,312883
£ x = 3.601,159
2 .968,346,14329
(£x)° - 129 g , 1 L 617 .540, 925372
== 1
2 2 2
s, = 2x - (£x)/n . 248,27
n-1
821 = 248,27

Para o tendao injetado, na direcaoc alfa, tem-se:

Media: X = 216,158

£ x® = 755.388,655801
x = 3.458,533
2
(£x)" = _11.961,450,512089 _ ,,7 590, 657006
a 16
523 = 510,87

Comparacao dasg variangas - Teste F.

s2
3
2

s”, 248,27

519,87

= 2,09

Ora, E5% = 2,33 o que permite admi

tir-se a igualdade das variancas.,

Realizava-se entao o Teste t:
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216,158 - 171,484
/519,87 248,27
/18 21

Donde tira-se o valor de t = 6,72. Desde que o8

valores tabulados para t, com 35 graus de liberdade sao respec-

tivamente:

t5% = 2,03 e tl% = 2,72 pode-se concluir que as
medias tem 99% de probabilidade de serem diferentes,

0 tendao injetado com histamina apresenta feixes
com um retardo optico maior no sentido da direcao alfa, perpen-
dicular ao longo eixo do feixe, de propagacao da luz do raio

de mensuragao.

RESULTADO ESTATISTICO COMPARANDO AS DIRECOES GAMA

Tendao Normal.
Media: X = 203,656
Sx? 876,777 ,144209

4,276,783

fi

M
w
N

2
(% x) - 18,290,872,82908 = B70,993,944242

n 21 :
2 2
52 _ X = (2 x) /n = 5.783, 199967 - 289| 16
2 n-1 20
322 = 289,16

Tendao injetado

Média: X = 242,118

£x° = 062,070,360555
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$x = 3.873,855

2
(£x)” _ _15,006,752,56025 _ 937,922, 035064
n 16
2  40,148,305491
8, = % = 267,66
524 = 267,66

Comparando as variancgas, teste F, tem-se:-

2
8
2 289,16
= 2 = 1,08
2 267,66 i
S 4

Ora este valor para o F encontrado e bem menor que

F tabulado, ES% = 2,33.

Tal resultado permite a comparacao das medias pe-

lo teste t,
Usando a mesma formula ja anteriormente empregada

para encontrar t, acharemos:-

242,116 - 203,656

1}2-267,66 289,16 . g g7
16 21

Como ja foram encontrados anteriormente, os valo-

res tabulados para t cem 35 graus de liberdade, sao: t5% = 2,03
e tr% = 2,72 que sao bem menores que o t encontrado, pode-se a-
firmar entao que, com 99% de probabilidade, o tendao injetado

apresentou uma media diferente do normal,



%o

5.,3.2 -~ QUADRO DOS

INDICES DE REFRACAQ

TENDAO NORMAL

Direcao alfa | Direcac Gama

1,5106 1,5142

1,5069 1,5071 .
1,5102 1,5131
1,5096 © 1,5153
1,5078 1,5120
1,5102 1,5117
1,4970 : 1,5163
1,5073 1,5129
1,5065 1,5093
1,5076 1,5100
1,5043 1,5089
1,5045 1,5141
1,5044 1,5117
1,5061 1,5116
1,5069 1,5092
11,5061 1,5095
1,5039 1,5122
1,5050 1,5098
1,5094 1,5138
1,5043 1,5111
1,5087 1,5147
. X=1,5065 X=1,5117

TENDAO INJETADO
1 hora apos injetado
Direcao Alfa |Diregao Gama
1,5186 1,5336
11,5119 1,5163
1,5110 1,5163
1,5176 1,5202
1,5096 1,5147
1,5137 1,5041
1,5094 1,5108
1,5125 1,5178
1,5118 1,5134
1,5007 1,5161
1,5126 1,5161
1,5181 1,5222
1,5163 1,5189
1,5117 1,5152
1,5139 1,5229
1,5190 1,5212
X=1,5135 X=1,5174
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Atualmente fizemos medidas interferometricas para deter-
minagao de indices ds refragao e massas secas de feixes de colageno -
sem fixagaoc e sem passar por qualguer processo gue possa extrair mate-

rial soluvel do feixe, encontramos os ssguintes resultados:

1,5376, s = 0,0070
1,5434, s = 0,0145

i
L

4 . ~ . ~ —_
indice de refragao na diregao alfa: n
n

4 . ~ . ~
indice de refragao na diregao beta:

Massas secas:
na diregcaoc alfa: 20,342.10-1290

na diregao gamas 21,088.10'129.

0 autor a par de estudar a guantidade de corante que se
fixa na fibra discute, néste trabalho, a presencga de material soluvel
nc feixe de colégeno e cuja extracao promove a gueda dos indices de
refragao e massas secas dos feixes incluidos e cortados em blocos de

parafina.
Recomenda tambem cautela na sscolha da metodologia em

funcdo das variagbes que se pretende estudar.



TRATAMENTO ESTATISTICO:- DIREGAO ALFA - TENDXO TRA
TADO CONTRA TENDAC NORMAL

Para efetuar o tratamento estatistico eliminou-se

a virgula e subtraiu-se 10,000 unidades de todas as cifras.

Tendac Normal

n = 21

5065

4
3]

gle = 538,838,623
(£ xl)z = 11.315.215,129
2
(s xl)
55— = 538,819,768
2 538,838,623 - 538,819,768 18.855
sy = 5o & = 942,75
521 = 942,75
Tendao Injetado - 60 minutos
n3 = 16
X3 = 5135
2
= z = @ . ®
sz 82,174 ( x3) 6.,752.566,276
s x°. = 422,051,928 (S x;)°
3 —— 3 - 422,035,392
s
9 422,051,928 - 422,035,392
s%, = 25 = 1.102,4
523 = 1-102‘4

4 Qe



Ora, como Fa% tabulado € igual a 2,33, podia-se
concluir que pela igualdade das variancias e aplicar o teste

t, o que era feito,e descreve-se em seguida:

6 = 5135 - 5065 .

[ T.I02,4 . 043,75
/16 51

Tendo~-se para o t encontrado o valor 7 e para ..,

ts%
possibilidade de serem diferentes.,

2,03, para tl% 2,72, podemos dizer que as medias tem 99% de

0 tenddo injetado tem indice de refracgao, na dire~
cao alfa, diferente e maior que o tendaoc normal, nas partes alx

teradas dos feixes.

TRATAMENTO ESTATISTICO - Direcao Gama - Tendao trata

tado contra tendao normal

Procedendo da mesma forma e simplificando os da-
dos, obtinha-se os seguintes resultados, sumariamente:-

Comparacao das variancias:

2 2
Fc =8 4/372 = 6,709

Portanto, as variancias diferem significativamen-
te. Nao & possivel a aplicagado do teste t.
Resta a alternativa de aplicar-se o teste t apro-

ximado: té = 0,024 tS% = 2,120

V. § FS



Aceita-se a igualdade das medias,

As médias nao diferem.

5.,3.3 -

QUADRO DAS MASSAS sSfcas,

TENDAO NORMAL

TENDKO'INJETADO
1 hora apos aplicacao

Direcao Alfa

Direcao Gama

Direcao Alfa

Direcao Gama

13,8182,1078

13,5286,107°
13,7878,10°°
13,7440.10~8
13,5993,10™5
13,7845,10°8
13,7576,10°°
13,5589.10°8
13,4950,10°8
13,5858,10°°
13,3266,10°°
13,3401,10°8

13,3367.10°°

13,4646.,107 5
13,5320,1078
13,4670,10™ 8
13,2930,10"8
13,3836.10"°
13,8383,10°8
13,3266,1070

13,6680.108

-8
-8
-8

14,0767,10
13,5421,10
14,0134,.10
14,2851,1078
13,7845,10°8
13,9023,1078
13,2592,1078
13,9932,1078
13,15482:10°8
13,7744,1078
13,1313,10°8
14,0875,10"8
14,1990,10°8
13,8922,10"8
13,7094,1078
13,7440,1078
13,9394,10°8
13,7542,1078
14,0673,10"8
13,8586,10™8
14,1346,1078

14,4376,1078
13,9158,10"8
13,8518,10°8
14,3602,10™8
13,7374,10°8
14,0572,10~8
13,7205,10°8
13,9160,10~8
13,9091,10™8
13,7441,1078
13,9730,107°
14,3366.1078
14,2626,10°8
13,9057,10™8
14,0740,10"8
14,4713.10"8

15,6059,1078
14,2626,10°8
14,0303,10°8
14,5656.,10~8
14,1380,10~8
13,2963,108
13,8316,10~8
14,3164,10~8
14,0336,1078
14,2457,10°8
14,2424,10°8
14,7204,10~8
14,4612,1078
14,3134,1078
14,7743.1078
14,6396,1078

X=13,5541.1078¢ 3'(":13,8712.10-3gI

=14 -8 . 58
X =14,0504.1078; X 14 3423.10°g




TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS SOBRE MASSA SEca

Tendao Normal contra Tendao Injetado - depois de

60 minutos,

Direcao Alfa

Dar-~se-ao 05 resultados de forma resumida,
Comparacao das variancias: Teste F,

2,2
F, = 8°5/8", = 37,295

Como o F 6 tabulado tem o valor de 2,3, rejeitava

5%
se a hipotese de igualdade das variancias e consequentemente,
fica afastada a possibilidade de uso do teste t,

A comparagado, festas condigoes, era feita pelo tes

te t aproximado, Hald,

Tem-s8e:
t = 14,41
C

Rejeitava-se a hipotese de igualdade das medias.
A massa séca do tendao tratade pela histamina e

» . , . o
maior no sentido transversal a fibra. Isto e, na direcao alfa,
L]

Tendao Normal contra tendao injetado na Diregﬁo

Gama

Seguindo-se a mesma orientaqﬁo tem-se:

Teste F.
2 2
Fc = 8 4/5 5 = 2,583
Fc = 2,583 F5% = 2,3

. T,



Novamente diante da diferenca das variancias nao
se podia realizar o teste t direto,
Contudo & possivel comparar as medias pelo teste

t aproximado,

t = 10,699
[

t., = 2,080

5%
Fundamentando-se na diferenca dos t, @ possivel
rejeitar a hipotese de igualdade das medias,
A media das massas secas na direcao gama dos ten

does injetados e diferente, maior, que a dos tendoes normais.

* kW
**

* %
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6 - DISCUsslo

ALTERACOES MORFOLOGICAS E HISTOQUIMICAS.

” . . ~ : h
Constatava-se, apos a injecao de histamina, uma

separacao dos componentes dos feixes de colageno.

(Leia-se o seguinte parégrafo entre o primeiro e o segundo)

As transformagdes experimentadas pelos feixes do
colégeno s80 devidas a histamina uma vaz que o antihistaminico -
impede o aparecimento das transformagOes detectadas.

Assim as modificagoes notadas nos feixes de colégg

- u s L) - » -
no e discutidas a seguir, devem ser imputadas a histamina.

bras espessadas e apresentando alteracoes tintoriais, na peri-
feria das vesiculas provotadas por histamina. O autor nao ex-
plica o mecanismo destas modificacoes, como nao as relaciona
seja com o aumento da permeabilidade vascular, seja com um pa-
pel, uma funcao, mais ampla da droga dentro de uma fisiologia
do tecido conjuntivo.

As alteracoes supra citadas so0 podem ser compreen
didas em funcao das informacoes histoquimicas e histofisicas.

Higginbothan (1959) e outros, apresentam dados po
sitivos e discutem as transformacdes fibroblasticas sob a in-
fluencia da desgranulagao mastocitaria.

Das observacoes destes autores, fica patente gue

os fibroblastos fagocitam e metabolizam os granulos dos masto-
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citos. 0 mesmo autor afirma que entre 24 e 48 horas, todos es-
ses produtos, granulos de mucopolissacarideos, sao metaboliza-
dos pelos fibroblastos.

Das discussoes em torno dos mastocitos e suas subs
tancias, encontradas nesta bibliografia, consta um topico so-
bre a acao de antigenos sobre os fibroblastos (pag. 173), que
se apresentavam contraidos e intensamente corados, e Meyer
(1959) diz: "I wonder whether this effect on the fibroblast is
a directaction of the antiserum on the cells or whether it is
secondary to a release of histamine or serotonin released by
some cells in the vicinity of the fibroblasts",

Ora, a reacao antigeno-anticorpo comprovadamente
libera histamina; gquando o mastocito desgranula-se ha a salda
de histamina, Mota, citado por Higginbothan (1959) e por Rocha
e Silva (1964) mostrou que o antigeno provoca a liberacao de

[a] L] 3 o L3
granulos e histamina dos mastocitos.

Quando se confrontam os resultados histoquimicos
desta pesquisa com os comentarios acima, se e levado a concor-
dar com Meyer, acima referido; isto €, a histamina e que induz
as modificacoes fibroblasticas, '

Estes fatos levaram Riley (1962) a responsabili-
zar a histamina por uma preparacao das celulas do tecido con-
juntivo para receber a heparina que sera entae metabolizada,
Explica este autor , desta maneira, a presenga de ambas no mas
téocito: ..." esta seria libertada apos a agao rapida e prepara
dora daquela',

08 resultados desta pesquisa mostram gque a hista~
mina, S0, e suficiente para promover as modificacoes celulares’
como tambem proyvocar uma maior metacromasia em determinadas a-

reas e, no citoplasma de fibroblastos.
stes resultados sao tambem sugestivos de que ha

=g G



modificacoes metabolicas dos mucopolissacarideos acidos.

As coloragoes realizadas pela corifosfina confir-
mam os comentarios acima realizados,

Vizioli-Vidal (1966), estudando a fluorescencia dos
dortes tratados pela corifosfina, em diferentes potenciais hi-
drogenionicos, com tecnicas de bloqueio, metilagao, metilacao -
saponificacdo, empregando tambem disgestao pela hialuronidase
testicular, concluiram que a coloragao pela solucao de corifos-
fina a 1/10,000 produz uma fluorescencia vermelha quando reagem
com os mucopolissacarideos.

As solucao tamponadas com pH 4 coram os mucopolis-
sacarideos acidos carbonilicos e sulfatados, mas, com pH 2,5,
80 coram os mucopolissacarideos sulfatados.

Dada a importancia dos mucopolissacarideos na ho-
meostasia do tecido conjuntivo em geral e dos feixes de colagg
no em particular, deixam-se para posterior as consideracoes de
ordem macromolecular estrutural, oportunidade na qual comentar

se-ao os resultados histofisicos.

ALTERACOES DA FLUORESCENCIA NATURAL

0 colageno e naturalmente fluorescente - Bachman
e Ellis (1965), Banga (1965), Fujimori (1966)*, La Bella e
Paul (1965), La Bella (1966),

Segundo Bachman e Ellis (1965), a fluorescencia
dos ossos e devida a combinacao do colageno e da apatite; o co-
lageno aumentaria a fluorescencia total, no osso. La Bella e
Paul (1965) relacionando a fluorescencia de¢ tendao humano com

o conteudo em tirosina e a idade, constatam um aumento de fluo

* = Esta tese ja estava em redacao quando os trabalhos de 1966

foram publicados.
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rescencia, uma diminuigao do conteudo em tirosina e da solubili
dade do colageno, os autores concluem que os residuos de tirosi
na, na cadeia proteica, sofrem oxidacao, com o aparecimento de
estruturas quinoides reativas e com capacidade de formar grupos
ligados por covalencia. Sendo assim, e possivel que 08 grupos ti
rosinicos terminais representem, em potencial, lugares de liga-
¢ao cruzada,

La Bella (1966), referindo-se aos seus trabalhos an
teriores e pesquisando a a¢ao das irradiacoes U.V, sobre elasti
na e colageno, conclui que o material fluorescente aumenta com
uma diminuicao da tirosina. Fujimori (1966), estudande a acao
da irradiacao U.Y. sobre o colégeno, acha que as moleculas pas-
sam por uma fotopolimerizacdo, parecendo ao autor que a tirosi-
na e a fenil-alanina estao envolvidos nesta reacao fotoquimica,
Partridge (1963), estudando a elastina encontrou um pigmento a-
marelo fluorescente, A fluorescencia nestes casos e devida a um
grupo cromoforo que teria um papel na formagao entre as ligagoes
ponticas entre as cadeias peptidicas. Contudo, Banga, (1965) diz
que a elastina contem varios tipos de substancias fluorescentes,
Mas, como ja foi citado, La Bella (1966), na elastina tambem ha
uma transformacao da tirosina. Como se pode depreender déssescg
mentarios, a fluoresqéncia natural pode ser aceita como devidaa
Erupos cromoforos aromaticos implicados na ligacao das cadeias
proteicas do colégeno. Como consequéncia da aplicacao da histami
na, haviam modificac6es nos feixes de colageso, com um aumento
da fluorescencia natural,

0 aumento da fluorescencia poderia ser devido a um
aumento concomitante dos grupos cromﬁforos, hipﬁtese que nas con
dicoes da presente pesquisa nao deveria ser aceita. Prefere-se
aceitar a ideia de que nos locais da fragmentacao, intumescimen
to e formagac de grumos dos feixes, ha na’realidade um aumento
de material fluorescente nestes locais, o que e confirmado pelas
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medidas por interferometria, como discutir-se-a adiante,

DICROIsSMO

A aplicac@o pratica do estudo do dicroismo em fei
xes de colageno corados pelo azul de toluidina tamponado para
pH 4 foi amplamente discutide por Vidal (1963). O dicroismo nes
tas condigoes, significa uma orientacao macromolecular dos mu-
copolissacarideos acidos e estes resultados foram confirmados
por Romhanyi (1963) e Missmahl (1964),

Vidal (1964), estudando a birrefringencia de for-
ma dos feixes de cnlégeno, determinou que a extracao enziméti-
ca dos mucopolissacarideos acidos provocava uma diminuicao da
birrefringencia de forma do feixe. Resultados que, confirmando
os das pesquisas com dicroismo, permite aceitar para as cadeias
dos polissacarideos em questdo, um arranjo paralelo as cadeias
de proteina de colageno nao inclinadas como pensa Matheus (1965)

Quanto a diminuicao ou perda do dicroismo, Vidal
(1964) pode mostrar, em tendoes desinseridos em uma extremida-
de, que formavam-se zonas de intumescimento, fragmentaqaoeefog
macao de grumos nos feixes de colégeno. Nestas areas desapare-
cia o dicroismo, embora permanecessem parcialmente a birrefrin-
gencia, Discutindo o fenomeno, o autor conclui que nestas zonas
ha uma gradual desorientacado das macromoleculas de mucopolissa-
carideos acidos.

Ora, pela injecao de histamina nas adjacencias dos
feixes do tendao, observam-se modificacoes semelhantes e ja des
critas.

A perda de dicroismo significa perda de orientacao
macromolecular, sua diminuicao, perda parcial ou gradual da ori
entacio das macromoleculas. Ora, a histamina alem de provocar
modificacoes morfologicas e histoquimicas, traz, coacomitante-
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mente com sua presenca, nestas condigoes experimentais, altera
cao na orientacio macromolecular dos mucopolissaca%ideos aci-
dos.

Lembrando mais uma vez que as modificacbes de di-
croismo acompanham as morfologicas e.histoquimicas, se e leva-
do a crer em modificagdes metabolicas do tecido conjuntivo que
redundam em uma transformagﬁo da sua homeostasia,

'Esta idéia & corroborada tambeéem por casos de doen
¢as do tecido conjuntive e dados experimentais, Vidal (1964),.
Recentemente, estudos levados a efeito cbm microscopia de pola
rizacdo, em material de osteogenese imperfecta, Viszloy e Kas-
za (1965) mostraram que ha um aumento da quantidade de polissg
carideos da substancia fundamental, o que resultaria na forma-
gao de fibras com estrutura sub-microscopica anormal, Estas fi
bras desintegram-se espontaneamente sob certas influencias en-
dogenas e exogenas.

Banga e Balo (1963), estudando as correlacdes en-
tre as ligacoes cruzadas, a estrutura estetica e a digestibili
dade do colageno afirmam: "Probably the 6rdered structure of
the matrix material keeping the fibers together is abolished
where by the proteolitic enzymes get touch with peptide bands!

0 qe esta de acordo com Vidal (1964) e com os re-
sultados da presente tese, isto e, ha uma desorientacao dos mu
copolissacarideos acidos antes do desaparecimento total da bir
refringencia; os mucopolissacarideos perdem suas relagdes bio-
fisicas com o colageno, sendo eéste entao mais facilmente des-

trﬁido.

BIRREFRINGENCIA - INTERFEROMETRIA

Vidal e Bozzo (1966) em um estudo estatistico so-
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bre a variacao da birrefringencia dos feixes de colageno dao en
fase a grande importancia do metodo para os estudos sub-micros
copicos dos feixes de colageno. Neste trabalho os autores con-
cluem que, estatisticamente, nio existe uma variaglo significas
tiva entre as medidas obtidas de cortes de um mesmo tendao e as
medidas obtidas de dez tendoes diferentes. A birrefringénciaca;
culada com os retardos opticos de diferentes tendoes era de %i..
0,0067, a birrefringéncia calculada com os dados da presente te
se & de 0,0065,

Apos o tratamento pela histamina se pode constatar
uma diminuicao da birrefringencia de cérca de 38%. O tratamento
estatistico comprova esta afirmacdo. A observacido dos histogra-
mas sugere que com o decorrer do tempo, havia um aumento das mé?
dias dos tendoes tratados; esta hipotese encontra um bom supor-
te na analise de regressao linear, Pode-se, entdo, aceitar a
ideia de que os feixes de colageno apresentam uma tendencia a
recuperagao apos a agao da histamina,

A diminuicdo da birrefringencia provocada pela his
tamina tambem € comprovada pelas determinagoes interferometri-
cas, |

0 tratamento estatistico revela que a histamina pro
voca alteragoes significativas nos indices de refracao, aumen-
tando-os, principalmente nos da direcac "Alpha". O aumento dos
indices de refracao e acompanhado por uma reducao da sua dife-
renca, isto é, da birrefring%ncia em cerca de 30%, o que erade
de esperar, uma vez que o tratamento estatistico promove dife«
rencas significativas nos seus valores.,

fistes fatos tornam-sefymais;claros quando se ob-
servam os valores e o significado das massas secas,

Constata-se que ha um aumento de massa, para ames
ma area; o maior aumento de massa foi na diregao "alpha", trans
versal do feixe de colageno,
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fistes dados permitem deduzir que se operam modifi
cacoes estruturais importantes nas moleéculas do feixe.

Em primeiro lugar a diminuicao da birrefringencia
significa uma perda da estrutura cristalina, passando certa
quantidade para uma forma amorfa, como se houvesse uma "fusao"
das moleculas, na conceituagao de Flory (1957). Que o estudo
da birrefringéncia e um meio habil para determinar & ponte pa~
cifico, Vidal (1964), Vidal e Bozzo (1966), Banga e Szabo ...
(1965) afirmam " Submicroscopic inspection of the longitudinal
fibrillar arrangement in the molecules of the last named pro-
teins is a great help in studyng configurational changes,.....
Colagenous fibers are instructive in this respect, since they
display a molecular birefringence the changes of which indica-
te changes occuring in the configuration or spatial reticula-
rion",

Ora, as modificacoes de concentracao de massa real
mente comprovam que houve modificacoes na configuracao macromo
lecular do feixe de colageno,

Pode-se, com base nos indices de refracao determi
nados,; calcular as concentragoes em p%so por volume como um ig

dice de hidratagao do feixe. Usa-se para o calculo, a formula:

n =n
C r = 0 __a
P 0,0018

segundo Ross (1961) e que nos da em porcentagem, o peso das
substancias que compoem o feixe. Para o calculo da porcentagem
de agua, usa-se a formula:
C = 100 - 0,75.C
ag pr
0,75 & o volume especifico de proteinas,
n = indice de refracdao do objeto em estudo

0
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n, = indice de refracgao da agua,
~ ~
Os valores encontrados com estes dados, usando-se

as medias dos indices de refracao, sdo: - Tend2zo Normal. dira-

Cpr = 96,5% de material mais representativo no feixe de colégena

. s . I'4
e gue se pode aceitar como proteina, alem de polissacarideos.

eixo do feixe,

Cpr = 99,3% de proteina e polissacarideos.
= 25,52 agua.
Cag +52% de agua

Para os valores obtidos com as medias dos tendoes
tratados, tem-ge!
Diregao "alpha'

C

or = 100,3%

]

"

Cog = 24,78%
Direcdo "gama"
102, 5%

23,12%

C
pr

1

Cog
fstes dados comprovam a existencia de modifica

goes estruturais nac so das cadeias proteicas do feixe de cola
geno e dos mucopolissacarideos, como tambem da agua que & mui-
to importante para a estabilizacao da macromolecula de colage-
no,

Tanto e assim que Hippell e Harrigton (1960), es-
tudando o papel da agua na estabilizacdo da estrutura de cola-

geno, cita os estudos gquantitativos das modificacoes dos difra
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togramas do raio X em funcao do grau de umidade das amostras.
fstes esiudos demonstraram que "the preliminary sorbeb water
(13 to 25 g¥100g collagen)" esta ligada a estrutura por alguma
maneira sistematica., Ora, as cifras obtidas na presente pesqui
sa, podem muito bem serem consideradas dentro dos dados cita-
dos; e este fato demonstra nao so as possibilidades da microin
terferometria como ainda sua vantagem, uma vez que com ela se
pode determinar as concentracdoes em funcao da direcao do feixe
Estudos posteriores de Harrington e Hippel (1961)
e de Berendsen e Migchelsen (1965) comprovam que a agua parti-
cipa da estrutura do colageno, Berendsen e Migchelsen (1963),
estudando a resonencia protﬁnica, estabelecem que as moleculas
de Agua de hidratacao do colageno (poder-se-ia chamar ate de
égua de cristalizaqao) se orientam na cadeia polipeptidica; qé
-se a seguir, o esquema copiado de Berendsen e Migchelsen ;...
(1965); nesse pode-se ver que as moleculas de égua participam

na formacao de pontes de hidrogenios,

H
\0 H
/
/H
S~
SN He—— @

N\
\
\ /o....-_n...._o:o(:
4
H

= Esquema copiado de Berendsen e Migchelsem (1Y63),

Apalisando esta estrutura, pode-se compreender

~ . ~t " .
porque se tem maior concentracao de massas no sentido longitu-
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dinal, diregao gama, do feixe e maior concentracdo de agua no
sentido transversal ao feixe, diregao "alpha".

Em primeiro lugar, por causa do alinhamento da ca
deia central de ligacoes amidicas da proteina que se constitui
obviamente, na maior condensaglo de massas com orientacao mole
cular, Em segundo lugar, as pontes de hidrogenio formadas en-
tre a égua e as cadeias proteicas dao uma concentracao relati-
va, de agua, maior na direcdo "alpha",

Observa-se, no esquema, dirigindo a atencao para
um grupamento >N de uma cadeia até uma carbonila 0= C <
de outra cadeia, na direcdo "alpha", ha um numero relativo
maior de moléculas de égua.

fiste fato realca os dados e comentarios ja fei-
tos com relacdo a organizacio macromolecular.

Apos a injecdo de histamina, ocorreram realmente,
modificagoes morfolagicas, histoquimicas e sub-microscopicas.
Como explicar estas transformacoes constatadas, sera o proximo

passo desta discussao,

L2 X ]
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MECANISMO DE AGAQ DA HISTAMINA

A histamina podera agir fundamentalmente atraveés

- .
de tres mecanismos:

1) Acao direta sobre os feixes provocando modifi-
cagoes na sua homeostasia.

2) Acao indireta atraves de modificacoes metaboli
cas do tecido conjuntivo.

3) Acao direta sobre os feixes e, concomitantemen
te sobre o metabolismo do tecido conjuntive atraves dos seus

elementos celulares.

Se a discussao desta pesquisa fundamentou-se ate
éste ponto, sobre as evidencias diretas do experimento, daqui
por diante tera que se fundamentar em evidencias indiretas pa-
ra se compreender as relagoes fisiologicas entre a histamina e
o tecido éonjuntivo. Isto porque as transformacoes dos feixes
de colageno nao podem ser entendidas a ndo ser como uma fungao
da sua estrutura e seu metabolismo, enfim, dentro dos seus fe-
nomenos de regulagem e controle.

Mecanismos de regulagem e controle dos feixes de
colageno ja vem sendo propostos. Schmitt (1959), por exemplo,
propoe: " The mecanism of fibrogenesis may be very complex, in
volving process of activation and homeestatic control of such
processes so as to facilitate fibrogenesis when need (as in
wound repair) and to prevent excessive fibrilogenesis",

Vidal (1964) expos suas conclusdes sobre um pos-
givel mecanismo de regulagem do feixe de colageno, dizendo:..
"Na dependéncia das variacoes de estimulos funcionais de natu-
reza mecanica e bioquimica, estabelecem-se transformagoes lo-
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cais (variagbes metabolicas, como as variacoes na concentragio
de mucopolissacarideos acidos e de precurssores de colageno),
que agirac no sistema como um dispositivo de retroagfo .......
("feed-back") este dispositivo agira nos fatores de entrada do
sistema fibroblastico determinande modifica¢des que manterao a
homeostasia'"., O autor contudo, nao adiantou detalhes a respei-
to das "mensagens" bioquimicas e mecanoquimicas que compoem a
retroacao do sistema; o que foi feito mais recentemente, Vidal
(1966}, Tentar-se-a nesta discussﬁo, faze-1o0 novamente, como
tambem interpretar a acao da histamina dentro do esquema,

A estruturagao de um mecanismo biologico ou arti-
ficial, impoe, de uma méneira geral, um resultado constante ou
tendente a constante., Este resultado & a "finalidade" do meca-
nismo, e o efeito util determinado pela estruturacao,

Para os feixes de colageno o efeito util € a sus-
tentagdo, cujas caracteristicas anatomo-fisiologicas & mantida
pelos processos de regulagem e controle do sistema,

0 esquema de regulagem e controle biociberneético,
aqui apresentado, foi inspirado na obra de Latil (1959). Con-
vem seguir a exposicao, consultande o esquema I,

0 feixe de colageno pode ser considerado em efe-
tor cujo efeito util, sustentacao, e submetido a variagBesquaE
titativas e qualitativas, de natureza bioquimica e biomecanica
as quais o sistema devera adaptar-se para obter a continuidade
funcional, que ¢ seu determinismo biologico.

As variacoes de natureza biomecanica sao detecta-
das pelos proprios feixes de colageno que, a par de realizarem
uma funcio biomecanica, tambem agem como transductores, trans-
formando energia mecanica em mensagem de natureza bioquimica
para os elementos modeladores do tecido conjuntivo.

L4 . . L4
A mensagem nasce ho preoprio feixe de colageno, a
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As transformagdes bicquimicas locaiz constituem-se em mensagens
diretas para os elementos modeladores do Tecide Conjuntivo.

Variacoes bioquimicas

Feixes de colageno,
complexo de cadeias
pnllpept]dlcas das

Elementos do pIrp. - Efeito fitil
I —-— P_—--_’
MTecido Conjuntivo g;bgiisiéncgzoiﬂggi SUSTENTAGRQ
II mental. -

0 cddigae & o resultado
da transform1§a0 da e
nergia mecanica em big
quimica. Os elementos

modeladores do tecido
conjuntive  recebem o

codigo e a ele reagem.

variagdes quantitativas
e qualitativas das for-

0 feixe conduz a mensagem como um transductor,
¢as mecanicas.

t. e., por meio de um codigoe, que se estabele-
ce na sua propria estrutura, por deslpcamentos
inter e intramolecular.

Esquema I

Esquema biocibernético do feixe de colageno

M.F.A, - Mucopollssacarxdeo Aecida

Trp.- Tropocolageno. Fb.0ol.~Fibras de coligenc (cadeia proteica)
Original de VIDAL, B.C.
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custa de deslocamentos inter e intramoleculares que constituem
o codigo.

0 feixe de colageno, nestas condicdes, age como um
transductor, uma vez que conduz u'a mensagem cujo cédigo ‘nas-
ce da transformagao de um tipo de energia, mecanica em outra de
natureza bioquimica.

As variagoes bioquimicas,-pela sua natureza, agem
por si como elementos de meneagem retroativa,

Estas qualidades expostas conferem ao feixe de co~
1égeno o caracter de um efector de tendencia com retroagao po-
sitiva. ‘

A sustentacao que & realizada pelos feixes de co-
lageno, como su efeito util mais provavel esta sujeito em pri-
meiro plano, as variagoes mecanicas,

Consequentemente, a ideia da transformacao da e-
nergia mecanica em bioquimica, sera justificada em ptimeiro lu
gar.

0 feixe de colégeno, dada a sua organizacao macro
molecular, tem caracteristicas biofisicas para suportar gran-
des forcas de tracao - Schimitt (1959),

Nao se deve esquecer que os feixes de colageno sdo
na realidade um complexo de fibras constituidas por cadeiaspgg
lipeptidicas e elementos da substancia fundamental - Gebhardt
(1960) - dentre as quais os mucopolissacarideos ﬁcidos, que se
constituem em macromoléculas orientadas com os seus grupos po-
lares negativos interagindo com o8 positivos da cadeia protei
ca, Vidal (1963), Vidal (1964).

Devido a esta organizagao macromolecular, os fei-
xes permitem deslocamentos intermoleculares, entre as molecu-
las de mucopélissacarideos acidos e as das moleculas protei-
cas. |
As forcas de tracao promoveriam éstes deslocamen-
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tos intermoleculares. Estes deslocamentos geram o aparecimento
de grupos polares livres, reativos, que serdo o codige da mensa
gem. Ha dados sugestivos de que a tragao promove o aparecimento
de grupos polares reativos, foram notadas modificagoes tinto-
riais em feixes de colageno submetidos a traci@o; assim, Gibson
(1963) diz " The most astonishing discovery in the histological
studies however, has been the fact that stretched collagem bun-
dles changes their staining reaction'", But even more fascina-
ting is that this reaction is not immediately reversible", A
forca para isso nﬁo‘precisa ser forte. |

0 autor explica o fato afirmando que parece haver
u'a mudanca na estrutura molecular, permitindo combinacoes com
o corante, Com relacao as possiveis implicacoes, Gibson et alii
(1965) continua: "It is interestint to speculate for example,
that this molecular change under tension my be the biochemical
stimulus to incresed production of collagen and gradual " stret
ching of skin", 0 mesmo autor, Gibson (1965), reconhece a pre-
senga de mucopolissacarideos acidos nos feixes de colageno e re
laciona a existencia de fibroblastos e suas extensoes citoplas-
maticas com a atividade metabolica do feixe,

Ora, esta ideia & praticamente a que se esposa nes
ta tese, com explicacao mais detalhada,

Justificando ainda, a possibilidade dos deslocamen
tos intermoleculares, adicionam-se os seguintes fatos:

Ha uma estreita dependéncia entre o tipo de estru-
tura fibrosa e o ambiente bioquimico - Gebhardt (1960), Vidal -
(1964) e segundo Schmitt (1957), o ambiente bioquimico agiriaip
nizando cadeias laterais, aumentando a reatividade dos grupos la
terais, os deslocamentos intermoleculares promavem o aparecimen-
to de tais grupos reativos laterais que sao uma parte do codigo
biccibernético,

Os deslocamentos tornam-se possiveis gracas as re-
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lagoes estruturais entre as macromoleculas em consideragio; es
ta provado que os mucopolissacarideos acidos, guardam relacdes
estruturais de orientacao, participam das propriedades biofi-
sicas do feixe e desde a fibrogenese orientam-se proporcionan-
do uma atmosfera adequada para a genese e o amadurecimento dos
feixes, como ja foi descrito nos trabalhos do autor desta pes-
quisa.

A ideia de que ha deslocamentos intramoleculares
fundamenta-se, de um lado, nas diferencas entre difratogramas.
de fibras de colageno submetidas e nao a tracao, Schimtt , ., ,
(1959). Ora, estas diferencas so podem épresentar modificacoes
na macromolécula de cadeia proteica atraves de deslocamentos.

A influencia de forcas mecanicas sobre proteinas
foi estudada por Butjargin e Abagjan (1964) que estudaram a
formagao de radicais livres sob a influencia de forgas e a mi-
gracac da valencia livre, nesta classe de compostos, 0s auto--
res investigaram a natureza da acao inicial e os processos se-
cundarios que ocorrem por causa de reacoes mecanoquimicas nas
proteinas, melhor dito ainda pela destruicao mecanica de mole-
culas proteicas.

Os radicais livres foram estudados pela resonan-
cia do "spin" eletronico. Uma das conclusdes a que chegam os
autores ¢ de que a destruicao pode ser congiderada como uma
dissociagao de macromoléculas catalizadas por acao mecanica.Nu
ma molécula mecanicamente submetida a esforgo, deformacao, a
distancia entre os atomos sofre uma modificagao. Estabelecem,
ainda, que as reacoes mecanoquimicas sdac da mesma ordem de
grandéza que as radioquimicas.

Ora, tais fatos resultaram de agoes mecanoquimi-
cas de grandeza suficiente para promover destruicao, Contudo
sao suficientes para mostrar o fenomeno que propomos para for-
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¢cas menores, fisiologicas, Ainda mais, permitem prever verdadei
ras migragoes de massas nos processos destrutives iniciais.

Como parece haver uma equivalancia entre os efei-
tos das diversas energias sobre o mesmo substrato, no caso em
foco, o colageno, o achado da presente tese, aumento de massas
secas, tambem & mais de um dado de que deslocamentos devam ocor
rer por acoes mecanicas e bioquimicas,

Houck (1962) constatou que a destruicao de colage-
no, no processo inflamatorio, era acentuado por pequenos esfor-
go8,

0 que de um lado se pode explicar pela a¢ao mecani
ca sobre cadeias proteicas—polissacarideas ja bioguimicamente
alteradas e ja sem regulagem e controle adequados e, de outro
lado como uma evidencia indireta das acdes mecanoquimicas,

Acoes mecanoquimicas tambem foram estudadas por
Vorob'ev (1964),apb o titulo "Modificacoes da conformacao de ma-
cromoléculas e mecanoquimica". O autor, usando misculo e colage
no, constatou que pequenos esforgos externos estabilizam a con-
formagao de macromoléculas proteicas, enquanto que os esforgos
maiores estabilizam os espiralamentos alongados. Sugere o au-
tor que ha reacoes cooperativas especificas entre grupos late-
rais das cadeias de biopolimeros. Estas reagoes, segundo o mes-
mo autor, resultam em alteracoes de conformacao de cadeia e suas
deformacoes.

Tambem estes fatos apoiam a hipotese aqui apresens
tada de que hajam deslocamentos intra e intermoleculares na ca-
deia, como tambem oferecem as bases para se interpretar a agao
da histamina sebre as estruturas que contéem colégeno;

Com a rubrica "retroacao por mensagens bioquimicas"
quer se referir as mensagens diretas tais como a concentracao de

precursores de colageno e a de mucopolissacarideos acidos. Tan-
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to assim que em casos de patologia experimental do tecide con-

juntivo como no latirismo, autores como Smith e Shuster (1962)

dizem: " Os dados sugerem que o aumento de colageno soluivel,nos
R £ . ~ . . L1

embrioes latiricos sao, na sua grande maioria, de sintese recen

te, a impossibilidade do colageno recem-formado (precursores do

colageno fibrilar)} em formar fibras pode ativar um mecanismo de

realimentagdo (retroagao) que aumenta o grau de sintese do cola

geno',
Da mesma forma alteracoes metabolicas que atinjam
o8 componentes da substancia fundamental podem modificar a ho-
. L4 . ~ ~ N
meostasia dos feixes; e bem conhecida a acac dos hormonios, v.g.
~ . . LI .
a acao relaxina e outros hormonios sexuais,
~ . ~ - *
Estudos sobre a destruicae dos féixes de colageno
em tendao, Vidal (1964), levaram a conclusao de que a desorien-
~ ~ & L4 .
tacao e desagregacao dos mucopolissacarideos acidos agem como
N [ d .
u’a mensagem retroativa que pora em funcao um mecanismo de eli-
minacAo e substituicdo do feixe de colageno.
Pode-se, pois, analisar a acao da histamina dentro
deste esquema desde que sua presenca nos tecidos promove a per--
-~ u b 4 -
da de oriemtacao dos mucopollssacarideos acidos, perda de orien
¢ N -
tagao das moleculas da cadeia proteica de colageno e deslocamen

tos de massa,

* sk Kk
* ¥
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ACRO DIRETA DA HISTAMINA SOBRE 0S FEIXES DE COLAGENO, MODI

FICANDO SUA HOMEOSTASIA

Com esta hipotese quer-se discutir a possibilida-
de de uma ligacgdo de natureza quimica entre a molécula de his-
tamina e as que compoem o feixe de colageno.

Dentro do esquema biocibernetico que se imaginou,
a histamina nao seria uma substancia mensageira; ela provoca-
ria modificacoes na orientacao e estruturacao do feixe e estas
e que seriam um codigo para os elementos celulares do tecido
conjuntivo., Kstes elementos promoverao as transformagoes neces
sarias para o restabelecimento das condicoes homeostaticastais
como reutilizacao do colégeno, sintese e orientacao de mucopo~
lissacarideos acidos, tal como discutir-se-a mais adiante.

Rocha e Silva (1961), como resuliado de pesquisa
sobre a natureza gquimica dos receptores para a histamina, cre
na presenca de grupos carbonilicos =C=0 , no substrato, que
poderiam formar ligagoes transitorias com o grupo aminico do a
nel histaminico. Outra dedugido deste autor & de que o anel imi
dazolico de amino acidos, poderia tambem compoertar-se como um
grupo receptor atraves do radical =NH,

Tais radicais existem nas moleculas dos feixes de
colageno propiciando, pelo menos teoricamente, pontos de liga
cao para a histamina, que poderia agir rompendo as pontes de hi
drogenio, estabilizadoras das moleculas de colageno.

A inexistencia de informagoes a respeito desta hi
potese obriga a estudos comparativos com substancias que “Co}f
tem grupamentos =NH,; dentre estas salienta-se a ureia pelo

. . ~ ~ -
nimero de pesquisas a respeito de sua agao sobre o colageno,
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Muitos, como Banga e Szabo (1965), Banga e Balo ..
(1965) creem que a ureia promove a ruptura das pontes de hidro
genio e assim rompe as ligacoes responsaveis pelo arranjo longi
tudinal das fibras. Outros, como Levy e Magoulas (1961) afir-
mam que nao existem bases experimentais para a conclusio de que
a ureia rompe as pontes de hidrogénio, o efeito da ureia seria
mais o de quebrar interacoes hidrofobicas.,

SHAW (1961) comunicou que a ureia e seus derivados
apresentam uma microcristalizacao sobre o colageno de tendoes;
os exames dos diafratogramas de raio X revelaram uma expansao
dos espacamentos equatoriais, o gue significa que ha uma liga~
¢ao da ureia na malha de colageno com distancias de 4,7 i ao
longo da fibra. Shaw e Helgerson (1962) consideram que a crista
lizacao, no colageno, de substancias com capacidade de formar
pontes de hidrogenio sugere que o acesso a estrutura interna do
mesmo seja possivélmente acompanhado por um intumescimento, Os
autores pesquisando a acdo de diferentes sais e substancias or-
ganicas dizem, com referencia a uréia, que o intumescimento 50
aparecia com o uso de selucoes cujas concentragoes excediam a
1 M. A microcristalizacac da ureia & explicada pela formacao de
pontes de hidrogenio, em substituicao a agua que originariamen-
te esta presente nas cadeias espirais polipeptidicas de colage-
no.

Nestes trabalbos em questao, o autor principal mos
tra que os derivados da ureia e as amidas podem provocar os mes
mos efeitos sobre o colageno,

A cristalizacgao orientada sobre o colageno pode o
correr tambem com diois, Shaw e Rost (1962), Shaw e Schulte ...
(1964), Shaw e Zarins (1965), como da mesma forma, com compos-
tos aromaticos dihidroxilados, Shaw e Christensen (1963), os

quais ligam-se ao colageno atraves de pontes de hidrogenio.
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Ja foi salientada a hipotese de que a histamina,
tendo radicais NH podera combinar-se com grupamentos imidazéli
cos e com os carbonilicos, Pode-se imaginar, entio, a formagao
de pontes de hidrogenio pela histamina, com o deslocamento da
5gua do colégeno e seu intumescimento. Na presente pesquisa en
contrava-se nos feixes de colégéno, diminuicao da birrefringég
cia e diminuicao da concentracao da agua, como soe acontecer pe
la acao da ureia.

Aparentemente caberia deduzir-se que a histamina
agiria de modo semelhante nio S0 a ureia, mas também aos compas
tos habeis a formar pontes de hidrogenio com as cadeias do colé
geno.,

Contudo nao se poderia deixar de considerar que as
constatacoes feitas sobre a acdo da ureia tem sido levadas a
efeito "in vitro" e com uma elevada concentracao de ureia, Alem
do mais, faltam informacoes sobre os efeitos da uréia "in vivo"
como sdo carentes dados referentes aos seus efeitos "in vivo" e
em doses diminutas, comparaveis a usadas para a histamina, na
presente pesquisa. Some-se a estas consideracoes a realidade de
que "in vivo" os feixes de colageno fazem parte de um sistema
biologico para cuja homeostasia participam os componentes da
substancia fundamental atravées dos quais difundem-se as subs-
tancias que tem acesso ao feixe. Desta forma, bem poderia ser
diferente a acdo da ureia e seus derivados "in vivo'" justamente
pelas suas possiveis interacdes com os componentes da substancia
fundamental,

Um dade importante até agora nao considerado, a re
lagao de orientacdo macromolecular entre mucopolissacarideos a-
cidos e o colageno, deve entrar na discussao, uma vez que as par
tes alteradas do tendao acusavam perda da sua orientacao macro-

molecular. Este fenomeno poderia ser devido a um "deslocamento
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dos mucopolissacarideos acidos pela histamina, como resultado
de reagoes semelhantes as da ureia, Ja citou-se trabalhos os
quais mostram que compostos organicos portadores de hidroxilas
podem formar pontes de hidrogenio e apresentarem cristalizacao
orientada no colageno, Vidal (1963)(1964) descreve a existen-
cia de uma ligacao electrostatica entre os grupos polares nega
tivos dos mucopolissacarideos acidos e os positivos das ca-
deias de colageno; este autor nao tecia consideracdes em torno
da existencia de pontes de hidrogenio ligando a cadeia do polis
sacarideo com a proteica. £ possivel que exista ligacdo deste
tipo, desde que, como jé foi citado, compostos hidroxilados po-
dem formar pontes de hidrogenio. Os mucopolissacarideos acidos,
atraves de suas hidroxilas, poderiam formar pontes de hidroge-
nio; esta concepcao de um lado fortalece a ideia de sua orien-
tacao macromolecular e, de outro, permite a hipotese da ruptura
ou substituicao das ligacoes desta natureza para compostos como
a ureia e a histamina. Cabem, contudo, as mesmas restricoes ja
feitas em relagio aos efeitos da ureia sobre a cadeia proteica
colagenica,

Em condigoes fisiopatologicas ja se relatou a depo
sicao de substancias no colégeno, alterando-o.

Milch (1960)(1961)(1962) es(1963), estudando a al-
captonliria e o efeito de certos metabolitos intermediarios s0-
bre o colageno, mostra a efetividade de reagoes entre substan-
cias produzidas no organismo vivo e o colageno.

A existencia de reacoes entre metabolitos interme-
diarios e o colageno abre caminhe para a segunda hipotese para
explicar os efeitos da histamina sobre os feixes de colégeno,
isto &, por uma acado indireta, atraves de modificacoes metaboli
cas do tecido conjuntivo, pois que as transformagoes do colége;

no com a idade, as estudadas por Milch (1963), ocorrem com va-
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riacoes guantitativas e qualitativas de polissacarideos da subs

tancia fundamental,

LEER
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ACA0 INDIRETA ATRAVES DE MODIFICACOES METABOLICAS DO TECIDO

CONJUNTIVO

Nesta hipotese concebe-se a histamina como uma subs
tancia '"mensageira", A histamina aplicada, ou fisiol&gicamenteli
berada, seria uma informacdo para certos elementos celulares do
tecido conjuntivo, Poder-se-ia aceitar ainda, a histamina, como
uma substancia hormonoide, com acao sobre o tecido conjuntivo e,
portanto, sobre os componentes vasculares de mesma natureza.

Tais funcoes da histamina cabem dentro do esquema
biocibernéetico proposto. Ela seria um dos produtos bioquimicos,
com atividade mensageira, isto &, sua presenca e variacoes de
concentracao, como tambem a cronologia do seu aparecimento, pode
riam provocar modificacoes nos fatores de entrada do sistema de
sintese e manutencao dos feixes de colageno,

A injegac de hietamina, 86 ou acompanhada de hepari
na, € capaz de induzir transformacoes morfologicas e histoquimi-
cas no tecido conjuntivo, fato constatado nesta pesquisa,

Riley (1962) discute fatos semelhantes e atribui a
histamina uma atividade preparadora sobre as celulas do tecido
conjuntivo.

Higginbothan (1959) se refere a uma diminuicdo da
viscosidade ao redor de mastocitos. Kwaan (1964}, realizando um
estudo histoquimico da atividade fibrinolitica e conteldo de pro
teases do mastocito conclui que existe uma atividade fibrinoliti
ca e proteolitica baixa nestas celulas isoladas, bem como nos
seug granulos, Jelsall, citado por Perlmutter (1963) diz que a

histamina reduz a viscosidade do acido hialuronico, -
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Kahlson et alii (1962) comunicaram que ocorre uma
ativacao da descarboxilase da histidina como parte de varios ti
pos de crescimentd teciduais normais ou malignos. Especialmente
afirmaram que, no tecido de granulagﬁo, promovia o pumento de co
lageno acelerando a cura,

Os trabalhos de Kahlson sio citados e discutidos
por Burkhalter (1965), Leblanc et alii (1962), também por Ma-
ckay et alii (1961), podendo-se concluir deles que a atividade
da histamina nao e tao simples, confinando-se somente a aumen-
tar a permeabilidade vascular no inicio do processo inflamato-
rio,

Pode-se relacionar estes dados, considerando a im-
portancia dos mucopolissacarideos acidos na substancia fundamen
tal e nos feixes de colageno, tanto quanto a importancia daqué-
les e destes na estruturagao das paredes vasculares,

Entre os mucopolissacarideos acidos e as cadeias
de colageno existe uma estreita relacdo, desde a sua sintese,cg
mo ja foi discutido por Vidal (1964); nos fenomenos de repara-
¢ao de tendoes, por exemplo, existe uma sequencia cronologicana
composicao do feixe; primeiro sao elaborados os mucopolissacari
deos acidos e, somente cerca do setimo dia e que se inicia o au
mento da concentracao de colageno - Dunphy e Udupa (1955), Fer-
nando e Movat (1963) e Vidal (1964) - este ultimo determinou que
no processo de fibrogénese ha uma orientagao macromolecular dos
mucopolissacarideos acidos, antes mesmo do aparecimento da bir
refringencia dos feixes de colageno.

0s polissacarideos acidos participam da estrutura-
gao e das propriedades de permeabilidade da substancia fundamen
tal - Engel et alii (1961) estudaram a capacidade de fixacao de
anions Pelo tecido conjuntivo da derma e cartilagem. Empregaram

como método de estudos, medidas de potencial com as quais elabo
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raram curvas de titulaqﬁo‘do tecido conjuntivo em presenca de
solucoes de diferentes ions. Concluiram que a distribuicao de
anions e cations inorganicos dependem da estrutura delicada
("fine estructure”) de um sistema bifasico em que se organiza a
substancia fundamental do tecido conjuntive, Os autores tecem
consideragdes sobre a importancia fisiologica destes fenomenos,
mormente no que se refere a distribuicdo de todos os anions e
cations, muito dos quais derivam do metabolismo celular.

Catchpole et alii (1963) levaram a efeito estudos
analogos estudando a fixacho de ions e outras propriedades do
tecido conjuntivo e descrevem que a histamina fixa-se aos co-
loides do tecido conjuntivo e de maneira mais forte que os ions
inorganicos e tem a capacidade de deslocar o sodio e outros ca
tions de suas combinacdes coloidais. lstes autores, com refe-
rencia as membranas basais dizem: "Physiological reactions in-
volving the ground substance invariably affect the basement mem
brane',

Se a histamina e habil para induzir alteractes na
substancia e nos feixes de colageno, sera tambem capaz de afe-
tar as membranas basais vasculareg comprometendo os fenomenos
normais de permeabilidade, certamente aumentando-a,

Como era constatado, ja descrito e comentado, a
histamina promovia modificag¢des celulares, histoguimicas e es-
truturais nos polissacarideos écidos, 0 que esta plenamente de
acordo com os achados, as descrigoes e opinioes dos autores, em
concordancia mesmo com os relatos da sua presenca em tecidos em
proliferacéo.

A permeabilidade podia estar aumentada por uma des
polimerizagao, degradacao dos compostos em questao pela ativi-
dade de fatores enzimicos existentes nos proprios tecidos con-

juntivos.
Nao fora assim e nao ter-se-ia a diminuigho da vis
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cosidade do acido hialuronico pela influencia da histamina, bem
como as diminuicoes de viscosidades ao derredor de mastdcitos em
desgranulacao; tais transformacoes nao podem ser devidas a his-
tamina, que ndoc e um enzimo., A diminuicdo da viscosidade por
causa da desgranulaqao dos mastocitos ndo pode ser devida a
uma atividade enzimica, os mastocitos, eles mesmos, estao des-
providos de atividades digestivas intensas - Kwaan (1964),

A existencia de fatores que promovem a degradacao
do acido hialuronico jé foi constatada em granulomas, nos quais
também foi verificado um aumento da capacidade formadoratkahig
tamina, Parece pois estarem esses fenomenos associados a um
mecanismo de substituicao de elementos da substancia fundamen-
tal do tecido conjuntivo,

Ao se encarar ag modificacgdes dos mucopolissacari
deos acidos como sendo estimuladas pela histamina, nao 50 se
justifica a sua funcao de substancia mensageira, hormonoide,
mas concatenam-se dados importantes para a compreensac do seu
papel fisiologico dentro de um esquema biologico do tecido con
juntivo que teria a renovacac de certos componentes acelerada,
estimulada por esta amina,

' Na presente pesquisa, o estudo do histograma da
FIG. 15, mostra que com o decorrer do tempo ha um aumento da
birrefringencia e o estudo da regressdo linear dos retardos op
ticos permitiu aceitar como verdadeira a hipotese de que as meé-
dias crescem com o correr do tempo, tendendo para a normalida-
de., Como ja se comentou, a perda da birrefringgnciaaudenunciaﬁl
perda de orientacao macromolecular do colageno no feixe, pri-
meiro indicio de sua degradaciao. 0 retorno da birrefringancia
a normalidade revela um processo de recuperacao da ordenacao mo
lecular propria do colageno e compativel com sua integridade
funcional; Bste fato pode ser explicado atraves de um mecanis-
mo de reutilizacio do colageno, fenomeno ja demonstrado por
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Klein e Weiss (1965), Alem do que eram patentes as transforma-
goes morfologicas e histoquimicas que revelam uma atividade de
sintese de précursores do feixe. O aumento da metacromasia, as
modificacdes morfologicas, o aumento do numero de fibroblastos
apoiam esta deducao e o aumento da elaboracho de precursores
dos feixes, estao de acordo com os autores que conseguiram mos
trar a relacao da histamina com crescimento tecidual, em espe-
cial o aumento de feixes de colﬁgeno.

Houck (1961 e 1962) mostrou que no processo in=
flamatorio ha uma diminuicao de colégeno, responsabilizando uma
colagenase tecidual pela remocao do colageno, Vidal (1963) su-
pos que nas doencas periodontais inflamatorias haveria a pre
senca de colagenase - Fullmer e Gibson (1966) mostraram que em
gengivas inflamadas ha colagenase, fato tambem demonstrado por
Beutner et alii (1966, Pensou-se, inicialmente, que a histami~
na provocasse a formacao de colagenase para a destruicao dos
feixes de colageno - Vidal (1966),

0s dados do presente trabalho nao confirmam o pen
samento supra expﬁsto, pois que constatou-se, nas partes alte-
rapdas dos feixes de colageno, um aumentce de massa seca e de
indice de refracao.

Se houvesse uma atividade enzimica dever-se-iater
uma diminuicdo de massa e de indices de refracao, de sorte gue
a possibilidade de existéncia de uma atividade colagenolitica,
nesta fase inicial do processo inflamatorio, pode ser apenas a
ceita como hipotetica.

0s dados numericos permitem aceitar somente uma de
sordenacao macromolecular como inicio de processo de destruicgao
do feixe, tanto para o lado dos mucopolissacarideos acidos como
para o lado das cadeias de colageno, Como permite o pensamen

to de que ha realmente um mecanismo de reutilizacao do colageno
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e nao sintese de novo, dentro do conceito de Klein e Weiss (1965),
Desta forma, o aumento de permeabilidade seria uma
consequencia imediata de transformacoes metabolicas do tecido

conjuntivo, transformacoes estas estimuladas pela histamina,
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7 - CONCLUSOES

A injecdo de histamina provocava dissociagao, frag
~ ~ N . el
mentagao e formacao de massas irregulares nos feixes de colage-
no.

Ocorreriam modificagoes morfologicas nos fibroblas
tos que se apresentavam com aspecto mais ovoide, intumescidos,
alguns até condroides.

. N ,

Os feixes apresentavam-se em geral mais metacroma-
ticos. O citoplasma das celulas fibroblasticas tambem exibiam
maior quantidade de material metacromatico em seus citoplasmas.
Havia maior quantidade de grupos reativos negativos ou entao,
maior quantidade de mucopolissacarideos acidos.

0 uso de corifosfina para detectar mucopolissacari
deos acidos revelou um aumento de material fluorescente nos ten
does injetados; nestes havia aumento geral de mucopolissacari-

deos acidos.
As zonas fragmentadas, dissociadas e intumesdidas

apresentavam uma concentracao de mucopolissacarideos acidos mais
elevada.

Com relacao as células fibroblasticas, confirmam-
se os resultados da metacromasia, -

As observacoes do dicroismo revelavam alteracoes
da orientaclo macromolecular dos mucopolissacarideos acidos em
relacao 4 cadeia de colageno.,

A birrefringencia dos feixes de colageno, nas par-
tes alteradas diminui, revelando perda de orientagao molecular
e desagregacao parcial do seu carater "macrocristalino',

A tendéncia,_pas partes afetadas dos feixes, a re-
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cuperarem os valores de birrefringéncia, proximos da normalida
de, revelam uma recuperagao gradual da orientacao macromolecu-
lar caracteristica do colageno,

As medidas interferométricas revelaram:

0s indices de refracdo dos feixes de colageno, nas
condigoes da presente pesquisa sao, para os tendoes normais: ..
1) na direcao alpha, transversal ao feixe, 1,5065 e - 2) na di-
recao gama, paralela ao longo eixo do feixe, 1,5117. fstes sao
os valores medios,

Para as partes alteradas dos feixes sob a influen-
cia da histamina, os indices de refracao davam as seguintes me-
dias: - 1) na direcao alpha, 1,3135 e - 2) na diregao gama ....
1,5174,

A histamina provocou um aumento dos indices de re-
fracao em ambas as direcoes do feixe, HEstes resultados tambem
revelam alteractes na orientacao das macromoléeculas do feixe.

Com os indices de refrac@io achados, calculava-se as
concentracoes de agua no feixe de colageno,

‘Tenddo normal, direcdo alpha: 27,62% de agua; dire
¢ao gama: 25,52% de agua.

Tendao injetado, diregao alpha: 24,78% de agua e
direcdo gama: 23, 12% de agua.

Havia uma diminuicdo de agua nas paftes alteradas
dos tendoes.

Massas sécas: com os dados interferometricos calcu

lavam-se as massas secas:
Tendio normal, media das massas secas na direcao al

pha: 13,5541.10“8g e média das massas secas na diregao gama..,

13,8712.10“8g.
Tenddo tratado, media das massas secas na diregao

alpha: 14, 0504.10"8g. e na direcao gamas 14.3423.10-8g.
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0 tratamento estatistico revelou gue as massas se-
cas, nas partes alteradas, aumentavam, o que esta de acordo com
a diminuicdo da concentracao de agua,

O0s dados interferometricos conformavam os resulta-
dos encontrados por outros métodos., Havia nos tendoes tratados
partes alteradas nas quais se encontrava desarranjo macromolecu
lar do colageno e de agua de "cristalizacao” na fibra de c«)légg_

no.
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FIG. 1 — Corte histolégico de tendao removido 3 horas apos a injecdo de
histamina. No alto, partes do feixe ainda sem intumescimento, somente
uma fragmentacido. No centro, feixe de fibras com fragmentacoes, intu-
mescimentos e formacao de grumos. Observar também as transforma-
¢oes morfologicas dos fibroblastos. Coloracdo pelo azul de toluidina, so-
lucao aquosa 0,025¢7, pH 4. Aumento original 16x1,25x3.,2. Fotomicroseopio
Zeiss.



FIG 2 — Fotomicrografia de corte histolégico de tendao removido 1 hora
e 30 minutos apos injecao de histamina. Notar o aspecto morfologico dos
fibroblastos que se apresentam pleomorficos, alguns condréides. Colora-
cao pelo azul de toluidina. Fotomicroscopio Zelss, aumento orizinal
40x1.25x%6,3.



FIG. 3 — Fotomicrografia de corte histologico de tendao removido 30 mi-
nutos apos aplicacio de histamina.

Exame em microscopia de fluorescén-
cia,

colora¢ao pela corifosfina, pH 4; técnica para mucopolissacarideos
acidos. A figura mostra maior fluorescéncia nas zonas intumescidas e
fragmentadas do feixe. Fotomicroscopio Zeiss, aumento original 16x1,25x3,2.



FIG. 4 — Fotomicrografia de corte histologico de tendao removido 1 hora
apos aplicacao de histamina. Microscopia de fluorescéncia, corifosfina,
pH 4, téecnica para mucopolissacarideos acidos, As zonas fragmentadas e in-
tumescidas apresentam-se fluorescentes (esta fluorescéncia ¢ maior que
nos feixes nao fragmentados). Sao também visiveis fibroblastos com fluo-
rescéncia citoplasmatica. Fotomicroscopio Zeiss aumento original 40x1.25x3,2.




FIG. 5 — Fotomicrografia de material de mesma proveniencia que a figu-
ra anterior. Microscopia de fluorescéncia, coloracio com corifosfina,
pH 25 Notar, a permanéncia de fluorescéncia nas partes intumescidas
e frasmentadas do feixe, forma de fibroblastos e permaneéncia de fluores-
céncia citoplasmatica. Fotomicrosconio Zeiss aumento original 40x1,25x3.2.



FIG 6 — Fotomicrozrafia de corte histologico de tenddo normal. Micros-
copia de fluorescéneia, fluorescéncia natural. Fotomicroscopio Zeiss, au-

mento original: 16x1,25x3,2.




FIG. 7T — Fotomicrografia de corte histolégico de tendao removido 30 mi-
nutos apos injecao de histamina. Fluorescéncia natural. Notar aumento
geral, lipeiro, da fluorescéncia natural; aumento nitido da fluorescéncia
natural das zonas fragmentadas e intumescidas. Fotomicroscopio Zeiss,
aumento original 16x1,25x3,2.



FIG. 8 -- Fotomicrografia de corte histoléogico de tenddao removido 1
hora e 30 minutos apos a aplicacio de histamina. Mesmas caracteristicas

téenicas e histologicas da fotografia anterior.
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FIG. 9 — Fotomicrografia de corte histologico de tendao removido 2 horas
apos a aplicacdo de histamina. Corte preparado para a observacao de di-
croismo, como ja referido. Comparar a imagem da esquerda, feixe para-
lelo ao azimute de polarizacao, com a da direita, feixe perpendicular ao
azimute. Observar o desaparecimento do dicroismo nas rezides fragmen-
tadas e intumescidas. Fotomicroscopio Zeiss, amento original 40x2x3,2.
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FIG. 10 — Fotomicrografia de corte histologico de tendao normal. Micros-
copia de polarizacdo, imagem de birrefringéncia dos feixes de colageno.
Observar o aspecto da birrefringéncia e comparar com as figuras de bir-
refringéncia dos tendoes injetados. Fotomicrosconio Zeiss, aumento original
16x2x6,3.



FIG, 11 — Fotomicrografia de tendao removido 30 minutos apds a injecao
de histamina. Microscopia de polarizacao. A imagem da birrefringéncia
¢ descontinua. Az zonas de fragmentacao mostram-se com menor birre-
fringéncia que as zonas nado fragmentadas. Compare esta figura com a
anterior, Fotomicroscopio Zeiss, aumento original 6,3x2x3,2.
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FIG. 12 — Fotomicrografia de tendao apos injecao de histamina. Mesmas
caracteristicas téenicas e mesmos objetivos que a figura anterior. Apenas
mostra outro corte e outra zona histoldgica; comparar com as figuras an-

tericres, acompanhando o texto.
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FIG. 13 — Grafico da distribuiciao das medidas de retardos opticos das bir-
refringéncias. A curva da direita foi elaborada com as medidas levan-
tadas de cortes de tendao normal; a da esquerda com os dados dos ten-
does injetados. Na linha das abscissas estao expressos, em milimicrons, os
retardos opticos, na linha das ordenadas estao estipuladas as frequéncias
representando cada algarismo o nimero de vézes em que uma medida, um
retardo optico, apareceu.
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FIG. 14 — Grafico de medidas dos retardos opticos das birrefringéncias de
tenddes injetados e de tenddes normais. O objetivo déste grafico é mos-
trar a relagao entre os retardos opticos dos tenddes normais e dos ten-
does injetados, removidos com intervalos de tempo diferentes. Na abs-
cissa estio marcadas, de 0 a 22, todas as medidas. Os valores das birre-
fringencias, em milimicrons, estao colocados na ordenada, de 0 a 52. De
baixo para cima, 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos e 180
minutos, por ultimo medidas dos tenddes normais. Notar que os valores
dos retardos opticos vao aumentando a medida que ha demora em se re-
mover o tendao.
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FIG. 15 — Fotomicrografia de corte histologico de tendao removido 60
minutos apos a injecao de histamina. Imagem observada no microseopio
de interferéncia. A franja cenfral de interferéncia foi alargada. O cam-
po torna-se integralmente escuro e o objeto apresenta um brilho propor-
cional a diferenca de fase entre a frente de onda que o atravessa e a que
atravessa 0 meio em que estd. A compensacao sera obtida pela rotacao
do analisador até que haja uma inversag do brilho, veja figura seguinte.
Fotomicroscopio Zeiss Pol. Interferencial, aumento original 10x1,25x3.2.
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FIG. 16 — Mesmo corte histologico e mesma zona que a Fig. 15, anterior,
esta foto foi tirada imediatamente apos a compensacao, nesta o objeto
torna-se tdo escuro quanto o campo qgue o envolvia anteriormente e éste
tao claro quanto o objeto era antes da compensacao. Mesmas caracteristi-
cas técnicas da figura anterior n. 15.
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